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1 Introduccién

México es un Pais con una enorme biodiversidad por sus condiciones geogréficas
y climaticas, tales condiciones han permitido la diversificacion de la produccion
agroalimentaria abarcando desde hortalizas, semillas, flores y frutos; cada sistema
productivo conlleva un sin nimero de variables que pueden afectar el desarrollo
de la cadena. Este trabajo buscara contribuir abordando una de las problematicas
gue afectan tanto la Fito Sanidad y la Inocuidad Alimentaria en la cadena de
produccion del mamey (Pouteria sapota Jacq.), especie nativa del sureste

mexicano.

El mamey ha sido cultivado desde la antigiiedad por los grupos mayas en México
y hoy en dia su cultivo se ha extendido hacia América tropical y las Indias
Occidentales, Guatemala, Belice, Norte de Honduras incluso, la costa del Atlantico
en Nicaragua. (Martinez et al., 2006). Perteneciente a la familia Sapotaceae, sus
caracteristicas son: forma ovoide, cascara delgada de textura &speray quebradiza,
color café claro con tonalidades rosas, pulpa de color rojo-naranja, alto contenido
de azucares (CIAD, 2020).

Analiticamente la composicién del mamey es de 75 % por ciento de agua,
proporciona calcio, hierro y fibra; rico en proteina, sodio, potasio y carbohidratos,
asi como altos niveles de vitamina A y vitamina C, factor importante para mantener
un balance de nutrientes en nuestra dieta. El color de la pulpa ha sido atribuido al
contenido elevado en carotenoides, tales como: luteina, B y sapotexantina de
caracteristicas Unicas; a estos compuestos se les adjudican propiedades benéficas
para el mantenimiento de la piel, efectos en la prevencién de la artritis y las
enfermedades mentales relacionadas con el envejecimiento (Paulin K. et al.,
2015).

Se ha reportado que este fruto posee una gran cantidad de compuestos fendlicos,




como &acido galico y acido p-cumarico, que han demostrado actividad
antimicrobiana y antioxidante, asi como la epicatequina, conocida por su accion

estimulante para regenerar el tejido muscular (CIAD, 2020).

De acuerdo con datos de la Secretaria de agricultura y desarrollo rural de México
(SADER, 2023) Yucatan es el principal productor de mamey a nivel nacional. Se
cultiva en una superficie de 507 hectareas que generan una produccion de 11,084
toneladas que se comercializan principalmente en el Estado de México y Puebla
ademas de colocarse en el mercado internacional hacia Europa y Asia, generando
en total una derrama econdémica para la entidad, de 42.8 millones de pesos como

referencia (Infosiap.siap.gob.mx).

2 Planteamiento del problema.
Siendo la produccion agricola de México una de las actividades primarias mas
relevantes para abastecer y garantizar la disponibilidad continua de alimentos
durante todo el afio, diversos factores pueden conferir un caracter fragil al que hoy
en dia tiene relevancia mundial como concepto: “Seguridad Agroalimentaria o Fito
sanidad” (FAO, 2023). Un solo evento puede desencadenar una gran problemética
y de forma tan severa debido al sin nUmero de interacciones socio econdmicas,
ambientales, de salud publica, inocuidad alimentaria, entre otras; es también en
este sentido que el impacto en la economia de familias de productores rurales se
vislumbra como un marcador clave del bajo crecimiento y desarrollo en un sector
tan vulnerable de nuestra sociedad a pesar del enorme potencial con que

histéricamente cuenta.

El enfoque de este trabajo aborda la propuesta de tratamiento y/o control inhibitorio
del hongo Lasiodiplodia theobromae, microorganismo fitopatdgeno causante de
numerosas enfermedades de plantas y vegetales susceptibles a contaminacion
(Picos et al., 2015) debido a su enorme capacidad de multiples hospederos,
principalmente en cultivos hortofruticolas ya que a través de disturbios en el
metabolismo celular, al secretar enzimas, toxinas, fitorreguladores y otras

sustancias y, ademas, absorbiendo nutrientes de la célula para su propio
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crecimiento dafia por completo las plantaciones. Tradicionalmente se utilizan
productos quimicos sintéticos para reducir el impacto que el hongo ocasiona,
productos que generan otro tipo de problematicas al ambiente y la salud por su
persistencia o toxicidad (Del Puerto et al., 2014); este trabajo busca contribuir en
la reduccion del uso de este tipo de plaguicidas por su emision al ambiente, aportar
una propuesta de bio control a partir de extractos etandlicos derivados del mamey
en el control de Lasiodiplodia theobromae lo que permita una disminucién del
impacto ocasionado por pérdidas econdmicas para los productores agricolas. Asi
como, lograr el resguardo de la inocuidad alimentaria de las especies afectadas
con incidencia a lo largo de toda la cadena de suministro, que, traducida en

nameros, histéricamente ha tenido un impacto significativo. (Ochoa et al., 2007).

3 Justificacion
Existe en la actualidad una creciente necesidad de desarrollo hacia nuevos
métodos de control aplicable como son los agentes antifangicos de origen natural.
La finalidad primordial de esta premisa es la busqueda de alternativas que aporten
en beneficio de la inocuidad de los alimentos misma que se ha visto en ultimos
afios severamente afectada no solamente por el dafio ocasionado a la agricultura
por el impacto y persistencia de microorganismos (Brechelt, 2004), durante el
cultivo, previo o después de la cosecha, en la cadena de suministro,
almacenamiento o vida en anaquel sumada al depdsito de agentes sintéticos
utilizados para contrarrestar dichos microorganismos que pueden ocasionar

efectos dafinos en la salud de los consumidores. (Eriksson et al., 2008)

Los fungicidas sintéticos tienen un enorme potencial para causar efectos adversos
en los humanos. Histéricamente se han presentado eventos de envenenamiento
por fungicidas a partir del consumo de semillas de granos tratadas con algun
agente proveniente de mercurio organico o hexaclorobenceno. Aunque suele
considerarse poco probable que la mayoria de los fungicidas utilizados
actualmente causen envenenamientos de alta severidad o frecuencia por una baja

toxicidad inherente para los mamiferos, muchos de estos fungicidas se formulan
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como suspension de polvos o granulos absorbentes en agua, por lo cual una
absorcion rapida y eficiente, aunque improbable no es imposible interfiriendo con
ello para garantizar inocuidad alimentaria. (Bakir et al., 1980) Aparte de los
envenenamientos sistémicos, los fungicidas, en su clase, son responsables
probablemente de un numero desproporcional de dafos irritantes a la piel, las

membranas mucosas y sensibilizacion cutanea (Royce et al., 1993).

A nivel global, los paises en desarrollo suman en su conjunto un cuarto del total
utilizado de plaguicidas; presentando el 50 % de las intoxicaciones, asi como 99
% de muertes atribuibles por exposicion a estos compuestos (Tinoco, 2005).
Anualmente existen registros de un minimo de 500 mil casos de intoxicacion con
dichos productos, de las cuales 70 % se contabilizan como situaciones de tipo

ocupacional en ambientes agricolas (Eddleston et al. 2002).

Hacia el afio 1993 se inicid el registro de casos de intoxicacion aguda por
plaguicidas (IAP) en México, contabilizando un total de 1576 eventos. Durante el
periodo 1995-2012 la cifra se increment6 a 67 711 casos en todo el pais, las tasas
mas altas de incidencia de IAP a lo largo del Pais se registraron en Nayarit, Colima,
Morelos y Jalisco. Otros estados presentaron una tendencia hacia el incremento
de IAP al final de dicho periodo como Guanajuato, Hidalgo, Querétaro, Sinaloa,
Chiapas, Guerrero y Oaxaca. Este registro se lleva a cabo a través del Sistema
Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemioldgica de la Secretaria de Salud,
mediante el cual se captan los casos de intoxicacidbn de manera genérica sin
considerar el agente especifico causante. Dadas las dificultades para el
diagndstico oportuno de las intoxicaciones, es probable que haya un subregistro

de dichos padecimientos (Gutiérrez, 2013).

Los hongos tienen la enorme capacidad de generar sustancias, lo anterior es
resultado de procesos metabdlicos secundarios, dichas sustancias generadas son
conocidas como micotoxinas, capaces de llegar a ser perjudiciales, aun cuando su

concentracion tenga niveles muy bajos, esto afecta la inocuidad de los productos
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alimentarios (Trigos et al., 2008). Datos registrados revelan que a nivel mundial
las cosechas de alimentos presentan un nivel de contaminacion por micotoxinas
del orden de 25 % (Gdmez, 2007), lo anterior representa un riesgo bastante
considerable para la salud de la poblacion. Lasiodiplodia theobromae esta
particularmente asociado con el problema de muerte descendente, asi como la
pudricion de frutos entre los que encontramos: mango, uva, papaya, rambutan,
zapote, mamey Yy citricos (Picos-Mufioz et al., 2015). El planteamiento de una
alternativa viable para contrarrestar la contaminacion fungica consiste en la
evaluacion de extractos de plantas o frutos con antecedentes de actividad
antimicrobiana. En este caso particular el uso del fruto de Mamey (Pouteria sapota
Jacq), ha sido evaluado por su capacidad de contrarrestar mediante la utilizacién
de extractos provenientes de diferentes partes del fruto como una respuesta a la
inhibicion o desarrollo de enfermedades ocasionadas por el hongo Lasiodiplodia

theobromae.

4 Objetivos
4.1 Objetivo General

» Evaluar la actividad antifingica de extractos etandlicos obtenidos en
endospermo, endocarpio y epicarpio de mamey (Pouteria sapota Jacq.)

sobre Lasiodiplodia theobromae

4.2 Objetivos Especificos

» Obtener extractos por via etandlica de 3 diferentes tejidos de mamey:
endospermo, endocarpio y epicarpio.

» Evaluar la actividad antifungica de los extractos obtenidos de mamey sobre
Lasiodiplodia theobromae a concentraciones de 500 ppm y 1000 ppm.

» Determinar las concentraciones con capacidad de mayor efecto inhibitorio
sobre el microorganismo relacionando el porcentaje de inhibicion, velocidad

de crecimiento y tiempo lag.
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> Evaluar estadisticamente con los datos obtenidos el mejor tratamiento

inhibitorio.

5 Hipotesis
Alguno de los extractos etanodlicos obtenidos de endospermo, endocarpio, y
epicarpio de mamey (Pouteria sapota Jacq), tiene efectos antifungicos sobre

Lasiodiplodia theobromae.

6 Marco tedrico

6.1 Hongos fitopatdgenos en frutas y hortalizas

En la naturaleza plantas y vegetales cuentan con una composicién estructural
general con rangos entre el 72 y el 95 % de agua (Rodriguez-Rivera y Simon-Magro,
2008), 8.6% de carbohidratos, 1.9% de proteinas, 0.3% de lipidos y 0.84% de
cenizas. Teniendo como base la conformacion anterior, el contenido de nutrientes
de frutas y vegetales los convierte en organismos ampliamente susceptibles al
crecimiento de hongos, levaduras y bacterias, lo que tiene como consecuencia que
puedan ser parasitados por algunos de estos microorganismos y que tanto cultivos
como cosechas sean atacados por un gran numero de patégenos causantes de
pérdidas tanto en rendimientos productivos, como econémicamente ya que desde
las caracteristicas fisicas visuales como manchas en los productos frescos hasta la
pudricion completa, el impacto suele ser muy perjudicial (Trigos et al., 2008).
Aunado a ello, en algunos sistemas los patdgenos de plantas son dificiles de
manejar porque sus poblaciones varian en el tiempo, el espacio y el genotipo (lvic,
2010), debido a que han desarrollado mecanismos muy eficientes para efectuar una
infeccion, crecer, multiplicarse y propagarse en periodos muy cortos de tiempo
(Bhunia, 2018). Otra razon por la cual los agentes fungicos son tan patogénicos es
debido a que la mayoria producen varias clases de esporas, que entran en contacto
con tejidos de las plantas, germinan, y penetran en ellas durante el proceso de
infeccion. Después de la infeccion, los hongos siguen creciendo como micelio en o

sobre 6rganos de esta donde producen sus nuevas estructuras vegetativas o
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generativas para su propagacion (Cortés et al., 2021).

6.2 Panorama biopatogénico en México.

Basados en el contexto actual, en México todavia se encuentra en desarrollo la
deteccion oportuna de sustancias toxicas producidas por hongos fitopatdgenos
causantes de atacar frutas y hortalizas, lo cual representa un posible riesgo para la
salud del consumidor (Lagunes et al., 2006). Mas alla de la enorme labor de la
academia al haber aumentado el nimero de investigaciones relacionadas con la
produccion de metabolitos secundarios a partir de hongos fitopatégenos (Trigos,
1999; Méarquez et al., 2005), la gestion adecuada respecto a la normatividad local
aplicable (NOM-111-SSA1-1994) es limitada respecto a una amplia revision de
ejecucion, ocasiona que la problemética rebase el adecuado manejo, en contraste
con paises que controlan de manera integral la calidad, fitosanidad y seguridad
alimentaria (Espinoza et al., 2007). Por ejemplo, la politica de seguridad alimentaria
de la Union Europea (UE) que se rige principalmente por los articulos 168 (salud
publica) y 169 (proteccion de los consumidores) del Tratado de Funcionamiento de
la Union Europea (EUR Lex, 2023) por lo que se considera de suma importancia
generar informaciéon relacionada con su capacidad de producir metabolitos

secundarios.

6.3 Género Lasiodiplodia principales enfermedades ocasionadas.

Lasiodiplodia theobromae es un hongo del género Lastodiplodia que fue descrito
por primera vez alrededor de 1890 por Saccardo al encontrar afectaciones en frutos
de cacao (Theohromae cacao) geograficamente en Ecuador (Crous et al., 1999),
también en Brasil afectando nueces de la India (Cardoso et al., 2002). Este hongo
es cosmopolita y tiene un amplio rango de hospederos, incluidos monocotiledoneas,

dicotiled6neas y gimnospermas, especialmente de los tropicos y subtrdpicos.

Este patdgeno ocasiona enfermedades que principalmente incluyen muerte

descendente, cancer, gomosis, liron de la hoja, pudricion de raiz en plantas ma-

15



derables y cultivos (Pitl et al., 2009). L theobromae es saprofito, pero se le considera
un patogeno latente, encontrandose como endofito en tejidos sanos de plantas,
convirtiéendose en patdogeno cuando el hospedero esta debilitado o estresado
(Rubini et al., 2000; Mohali et al., 2005). También se ha reportado incluso como un
patdgeno oportunista que afecta al ser humano causando infecciones subcutaneas,
oculares y de 6rganos internos (Rrebell et al., 1976; Maslen et al., 1996; Summerbell
et al., 2004)

Registros alrededor del mundo reportan que el hongo Lasiodiplodia theobromae
afecta severamente cultivos frutales de mango, aguacate, papaya, zapote, platano,
litchi, uva, guandbana (Lutchmeah, 1988), citricos, duraznos (Damm et al., 2007)
entre otros, causando pérdidas econdmicas en las distintas etapas de la produccion,
ocasiona dafos al cultivo de mamey Pouteria sapota (Jacq.) sea de forma individual
o bien puede presentarse en interaccion con Colletotrichum sp., Fomitoporia
maxonii y Fusarium sp. provocando clorosis, necrosis, cribados, cancros, tizones,
podredumbres himedas o secas, momificaciones, agallas, costras y marchitez
(Kimat et al., 1995). Para el caso del mamey se ha estudiado a fondo el control de
Lasiodiplodia theobromae como agente causal de la muerte regresiva de injertos en
busca de una mejor reproduccion (Tovar, et al., 2013), una vez lograda esta se ha
buscado revertir mediante diversas técnicas la muerte descendente de los arboles
(Vasquez-Lbpez et al., 2009) que suele darse también por el proceso de cosecha al
momento del corte, ademas de la incidencia en la pudricién del fruto postcosecha
suele ser considerada la mas grande afectacion en la cadena de control de calidad
(Bautista-Bafios et al., 2002) , en cuyo proceso de conservacion como frutos
refrigerados genera mermas traducidas en pérdidas econdmicas para todo el sector,
ademas de una alerta por la presencia del mismo en los cultivos (Gémez et al.,
2009).

6.4 Modelos de crecimiento microbiano
En microbiologia, la palabra “crecimiento” se define como un incremento en el

namero de células o de masa celular por unidad de tiempo de una poblacion
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microbiana (Madigan et al., 1999). En el estudio del crecimiento de los
microorganismos en general y las posibles afectaciones que puede ocasionar su
comportamiento debido al incremento de ciertos sustratos y/o sustancias que
favorecen su desarrollo, es necesario considerar curvas de crecimiento de los
agentes patégenos, asi como sus modificaciones por las condiciones de crecimiento
(McMeekin et al., 2002).

Una curva de crecimiento por definicién es aquella que describe el comportamiento
de los microrganismos a partir de un modelo matematico que se subdividide en
cuatro etapas distintas denominadas fase de latencia, fase exponencial, fase

estacionaria y fase de muerte.

6.5 Fases de la curva de crecimiento microbiano.

Como se puede observar en la Figura 1, inmediatamente a la inoculacién se
presenta la fase de latencia, correspondiente al periodo de ajuste que las células
experimentan al ser transferidas de un medio al otro antes de iniciar su crecimiento.
Posteriormente prosigue la fase exponencial o logaritmica durante la cual los
microorganismos logran un crecimiento y de division hasta el nivel maximo posible
todo en funcion de su potencial genético, el tipo de medio; asi como las condiciones
en gue crece. En este periodo hay una relacién lineal entre el logaritmo del nimero
de células (o cualquier otra propiedad medible de la poblacién) y el tiempo. Los
microorganismos se dividen y duplican en niumero en intervalos regulares. Como
cada célula se divide en un momento ligeramente diferente del resto, la curva de

crecimiento aumenta suavemente, en lugar de realizar discretos saltos.

La fase estacionaria es resultado del agotamiento de los nutrientes disponibles o
del efecto de acumulacion de productos toxicos de metabolismo que tienen como
consecuencia la disminucion de la velocidad del crecimiento. La transicion entre la
fase exponencial y la fase estacionaria se caracteriza por un crecimiento
desequilibrado, durante el cual los diversos componentes celulares son sintetizados

a diferentes velocidades.
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La fase de muerte es consecuencia de diversos factores: uno importante es el
agotamiento de las reservas celulares de energia. Al igual que el crecimiento, la
muerte también asume una funcion exponencial que puede ser representada por
una disminucion lineal del numero de las células viables a lo largo del tiempo
(Madigan et al., 1997; Prescott et al., 1999).

MODELO DE CRECIMIENTO FUNGICO

50 T T v | ? | i !

40 + FASE ESTACIONARIA
E .
E
= %0-
O
o l FASE EXPONENCIAL
&
s
()
e _
@
0O 10-

FASE LAG (ADAPTACION)
0 T T T | 3 | v | ;
0 20 40 60 80

Tiempo (Horas)

Figura 1 Curva de crecimiento fungico. Crecimiento radial vs tiempo en fase de adaptacion,

crecimiento exponencial y estacionaria.

6.6 Agentes antifungicos

Un fungicida es un producto con la capacidad de eliminar hongos. El término
procede del vocablo latino fungus “hongo” haciendo referencia a su uso desde la
definicion. Para comprender qué es un fungicida, por lo tanto, se debe contar con el

concepto claro de que un hongo es un ser vivo con caracteristicas de organismo
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heterotrofo, incapaz de generar materia organica partiendo de sustancias
inorganicas, dado lo anterior, al igual que los animales, necesita alimentarse de

otros seres Vivos.

El control quimico de enfermedades de las plantas comenzé a desarrollarse en la
segunda mitad del siglo XIX cuando se hicieron recomendaciones sobre el uso de
preparaciones de fungicidas basados en ingredientes activos con azufre, cal y
sulfato de cobre; aunque la cantidad de sustancias fungicidas conocidas era
limitada. Otras opciones para el control de enfermedades fungicas en la década de
1980 fueron a través de la introduccion de varios triazoles cuyo mecanismo de
accion consiste en Inhibir la bio sintesis del Ergosterol, sustancia con un papel muy
importante en la estabilizacion, asi como el funcionamiento de la membrana celular
de los hongos que también influye en los procesos de divisidn celular, estimulacion

del crecimiento y reproduccion (Trigos et al., 2008).

Los hongos tienen un proceso de reproduccion mediante esporas. Muchos hongos
resultan perjudiciales incluso para los seres humanos, los animales y/o las plantas,
por tal razén para combatirlos, existen los fungicidas. Estas sustancias tienen un
cierto grado de toxicidad, pueden aplicarse cominmente a través de impregnacion,
pulverizado, rociado u otras técnicas (McGrath, 2004).

Las medidas de control quimico son particularmente comunes en la gestion de
control de plagas por hongos, habitualmente en la actualidad la mayoria de éstas
se basan en el uso de fungicidas, sin embargo, existe una fuerte controversia dentro
de la comunidad cientifica respecto a la continuidad en el empleo de fungicidas para
controlar enfermedades fangicas o su prohibicién para proteger la salud humana y

del medio ambiente (lvic, 2010).

6.7 Clasificacion de fungicidas.
Los fungicidas pueden ser divididos en 2 grupos con base al modo de accion en las
células fungicas (Rouabhi, 2010):
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a. Inhibidores en sitio especifico: son inhibidores que se dirigen a sitios individuales
dentro de la célula fungica.

b. Inhibidores en sitios mdltiples: son inhibidores que actian sobre varios sitios en
la célula fangica.

Otra forma de clasificar a los fungicidas es agrupandolos por su composicién en dos
grandes grupos: a) inorganicos, donde se encuentran compuestos de azufre, cobre
0 mercurio y b) organicos, entre los que se incluyen ditiocarbamatos, tiazoles,

trazinas, aromaticos sustituidos, dicarboximidas, entre otros (Morell, 1998)

Los primeros fungicidas en exhibir accidn protectora, sistémica y erradicante fueron
aquellos a base de estrobilurinas cuyo mecanismo de accion consiste en la
inhibiciébn de la respiracion mitocondrial y la formacién de ATP por lo que
rapidamente se convirtieron en uno de los fungicidas agricolas mas importantes, ya
gue una de las ventajas de los fungicidas sistémicos es su alta especificidad, hoy
en dia representan una proporcién superior al 20% del mercado mundial.
(Fernandez-Ortufio et al., 2010). En general se aplican fungicidas después de la
cosecha para controlar la descomposicion, asimismo requieren ser aplicados una
vez que los productos se lavan y se ponen a secar antes de ser empacados (FAO,
1993).

6.8 Agentes fungicidas para el control de Lasiodiplodia theobromae
Existen numerosos estudios realizados para controlar a L. theobromae una vez
detectado en el cultivo. A continuacion, se brindan algunos ejemplos de estudios

realizados, asi como su alcance con este tipo de agentes.

Hacia 1995 un grupo de cientificos liderado por HY Li, evaluo fungicidas contra L.
theobromae y Botryosphaeria dothidea causantes de gomosis en duraznos y
albaricoque, encontrando que el fungicida metil-tiofanato inhibié el crecimiento
micelial, la germinacién de conidios y controlé el desarrollo de la enfermedad en
arboles de albaricoque; también reportaron que los fungicidas asperjados, metil-
tiofanato 70WP y carbendazima 50WP se pueden usar como tratamiento auxiliar
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para prevenir la infeccion del patégeno.

En citricos, Varela et al. (2013) reportan la aplicacion de benomyl y compuestos a
base de oxicloruro de cobre contra L. theobromae en las distintas etapas del cultivo.
Canales (1998) sugiere, para el control del cancer de tronco y ramas de mango,
realizar una cirugia en los canceres hasta eliminar el tejido dafiado y aplicar
Benlate(r), Tecto 60(r) o Derosal 50(r) en las heridas. También en mango, en la
muerte descendente se recomienda podar las heridas y realizar aspersiones de
fungicidas a base de cobre cada 15-20 dias, también se puede aplicar los productos
Captéan, Maneb, Zineb y Benomyl, desde el inicio de la floracion hasta un mes antes
de la cosecha (Tucuch et al., 2005).

6.9 Fungicidas y su toxicidad

Hoy en dia la mayoria de los controles para microorganismos patégenos suele
realizarse principalmente de forma quimica como se puede verificar en el apartado
anterior, incluso mas alla de las posibles consecuencias por bio acumulacion y
riesgos a la salud de tales componentes. Sin embargo, el uso de compuestos
sintéticos llega a considerarse limitado debido a varios efectos indeseables, estos
van desde la toxicidad aguda hasta la carcinogenicidad, e incluso la teratogenicidad,
ademas del requerimiento normativo de un periodo de degradacién prolongado con
el consiguiente desarrollo de problemas de contaminacién ambiental (Galvez et
al.,2014). La toxicidad de los pesticidas incluyendo fungicidas suele ser evaluada
en funcion de su dosis letal o toxicidad relativa aguda (DL50 o CL50). DL50 es la
dosis a la cual la mitad de los animales de ensayo mueren y se mide en miligramos
de sustancia estudiada por kilogramo de animales (mg / kg). Cuanto mayor sea la
DL50, menos toxico del material. Algunos fungicidas por ejemplo los triazoles se
absorben rapidamente y distribuidos en todos los tejidos de quien los consume y
estos compuestos presentan diversos efectos deletéreos sobre los sistemas

biol6gicos de mamiferos, especialmente en el sistema nervioso (Faro, 2010).
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7 Plantas con potencial antifungico

Las preferencias de consumo han migrado hacia la obtencion de alimentos libres de
aditivos quimicos toda vez que cuenten con caracteristicas especificas como
frescura e inocuidad (Da, et al.,, 2013) por ello; la ciencia estudia opciones de
conservacion para lograr alimentos que no contengan aditivos innecesarios,
metabolitos o compuestos bioactivos producidos por las plantas son alternativas
prometedoras, con una amplia capacidad de producir variedad de compuestos que
a menudo poseen propiedades antimicrobianas. Se ha encontrado que compuestos
presentes en hidrolatos, extractos y aceites esenciales vegetales poseen una
amplia actividad antibacteriana demostrada, ademas de propiedades antifingicas,
insecticidas y antioxidantes. (Tajkarimi et al., 2010). De igual forma se ha observado
un incremento de consumidores con una nueva conciencia acerca de los problemas
causados por hongos en la ultima década, lo que ha derivado en un consumidor con
fuerte interés y convicciones hacia productos con menos aditivos y mas "naturales”,
(Sokovic¢ et al., 2013). Las preferencias observadas a nivel de mercado no solo son
tendencia, sino que se encuentran basadas en estudios que avalan la efectividad
de ciertas sustancias de origen natural como los aceites esenciales contra
contaminantes bioldgicos en los alimentos. Hierbas, frutos ademas de especias han
sido reconocidas por poseer un amplio espectro de componentes activos que
exhiben actividad antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, y/o actividades

antivirales (Hyldgaard et al., 2012).

Estos compuestos pueden ser letales para los microorganismos o inhibir ciertos
metabolitos, es en ese sentido que, remitiéndonos al uso ancestral, incluso de
siglos, los aceites esenciales han sido empleados por la medicina tradicional natural.
Los extractos liquidos aceitosos aromaticos obtenidos a partir de material vegetal
(flores, brotes, semillas, hojas, ramas, cortezas, hierbas, madera, frutos y raices)
son parte de la premisa propuesta para lograr fines benéficos en el campo del
tratamiento e inocuidad alimentaria. Los principales grupos de componentes que

hacen a los aceites esenciales antimicrobianos eficaces incluyen saponinas,
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flavonoides, carvacrol, timol, citral, eugenol, linalol, terpenos y sus precursores
(Burt, 2004). Es asi como aceites esenciales y componentes de distintas plantas,

presentan un potencial como agentes antimicrobianos naturales
8 Mamey: descripcion, panorama y uso como agente antifungico.

Perteneciente a la familia Sapotaceae y al género Pouteria el mamey es nombrado
cientificamente como Pouteria sapota. Tiene caracteristicas sensoriales que lo
hacen ser considerado con un alto valor de consumo. (Sarukhan, 1998). En México
la regién de mayor distribucién de cultivos son las zonas tropicales de selva alta
perennifolia de forma natural o bien, domésticamente es cultivado con otros frutales

en huertas de poca extension. (Schwentesius et al., 2014).

El fruto de mamey es una baya indehiscente cuya forma varia considerablemente
aun entre plantas de la misma poblacién; pueden ser fusiformes alargados y
asimétricos, elipsoidales o casi esféricos, de 10 a 25 cm de largo por 8 a 12 cm de
ancho, su peso varia desde los 227 gr a 2.3 kg (Diaz et al., 2000). El epicarpio es
grueso y quebradizo, este puede estar cubierto, total o parcialmente por capas
corchosas derivadas de lenticelas. La capa de esclereidas debajo del epicarpio es
densa y a ella se debe la cascara quebradiza cuando los frutos estan maduros
(Almeyda et al., 1976). El grosor del epicarpio es de 0.5 mm. EIl mesocarpio varia
considerablemente en textura y color, de rojo anaranjado a grisaceo (Almeyda et al.

1976) con temporada de maduracion de diciembre a Marzo (Dominguez et al. 2010).

En su interior tiene por lo general una semilla (endocarpio), en ocasiones dos de
forma alargada y superficie lustrosa, color negro o café, asi como una longitud
aproximadamente la mitad del largo de la fruta. La pulpa es firme, aromatica y muy
dulce, de color naranja a rojizo cuando estd muy madura. La forma de la semilla es

alargada y dentro almacenan una “almendra” de textura suave y de sabor amargo.

En la actualidad en México y otros paises tiene uso gastronémico, sin embargo, el

fruto verde en pequefias cantidades se utiliza como analgésico, como un producto
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astringente y para el control de la diarrea (Arzudia, 2006). La semilla también es
aprovechable, ya que de ella se extraen aceites que son utilizados en la industria
de cosméticos (Takeda et al., 1997). A escala local en México, se usa como
abrillantador para el cabello. En Trinidad y Tobago un extracto de las semillas es
usado para el control de ectoparasitos en perros (Cheryl et al. 2000), ademas
contiene entre 50 y 60% de aceite semisolido de color blanco, que es comestible.
Este aceite es utilizado en la industria cosmética con la que se elaboran cremas,
jabones, ademés de que su semilla se utiliza también para combatir la sinusitis,
bajar la fiebre y, via oral, para controlar enfermedades renales; combinada con
alcohol combate enfermedades artriticas o reumaticas (Guezada, 1996, citado por
Chinchilla, 2008; Arzudia, 2006). El aceite extraido de la semilla aplicado localmente
se utiliza para enfermedades pectorales y para el control de dolores de ojos y oidos
(Arzudia, 2006).

9 Metodologia

1 - 2 - 3 - - -
s N N N
. CONCENTRACION DE APLICACION IN VITRO . EVALUACION
ACONDICIONAMIENTO EXTRACCION EXTRACTOS DE EXTRACTOS INOCULACION ANTIEUNGICA
Materia Prima Tejidos Eliminacién de 0, 500, 1000 PPM Por picadura Conteo de colonias
Pouteria Sapota Endospermo trazas sobre placas de
Endocarpio PDA
Epicarpio
\ J J J

Figura 2 Diagrama de etapas de metodologia para el estudio de inhibicion
planteado por Camilo-Patifion et al, 2013.
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10 Materiales y métodos

Como se muestra en la figura 2 se desarrollaran las etapas de la metodologia con

los siguientes apartados.

10.1 Acondicionamiento

v Adquisicion de materia prima (frutos de mamey) en el mercado local de la
Ciudad de Puebla.
v Verificacion del grado de madurez del fruto

v Pesaje de frutos

v Lavado y desinfeccion de frutos con solucion de hipoclorito de sodio al 1%
(dilucion en agua).

v Despulpe de fruto.

v Diferenciacion de rendimiento, indicando peso en cada tejido del fruto en
(gr) endospermo, endocarpio y epicarpio.

v Lavado y desinfeccion de endocarpio y epicarpio.

v Secado en estufa bacteriolégica marca RIOSSA a una Temperatura = 50° C
por un lapso de 5 dias hasta cumplir la condicién de peso constante.

v Pulverizacién de endocarpio y epicarpio hasta la obtencion de particulas
finas con un molino marca Krups modelo GX410011V.

v' Tamizado con malla 500pum.

v Almacenamiento del polvo en bolsas de cierre hermético a temperatura
ambiente 20+ 2 °C, en un sitio obscuro, fresco y seco, hasta su posterior

utilizacion

10.2 Extraccién maceracion

v Ensamble incubadora de agitacion orbital Marca Ayspel aparatos, modelo
INO,4-50.
v Adicionar el solvente (200 mL de etanol), de acuerdo con la metodologia

propuesta y controlando la temperatura 25°C y con agitacion a 60 rpm.
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v Adicionar el material vegetal acondicionado en el paso anterior 75 g

v Recircular extraccion por un tiempo total de 72 horas.

10.3 Concentracion de extractos

v Ensamble rotavapor marca Heidolph, Alemania.

v Adicionar de extractos.

v Condiciones de control: temperatura = 45°C, velocidad de rotacion = 150 rpm
con presion de vacio.

v Eliminacion trazas de etanol.

v Almacenar extractos a condiciones de temperatura de -20°C.

10.4 Aplicacion in vitro de extractos

v" Obtencién de cepa purificada de Lasiodiplodia theobromae donada por el

Colegio de Posgraduados Campus Puebla.

v' Andlisis de viabilidad de la cepa.

Reproduccion en cufias de PDA y resiembra cada 30 dias.

10.5 Inoculacién

v Acondicionamiento de placas PDA.

v Inocular esporas lavadas de cepa por picadura con alicuotas de 10pL.
Concentracion de esporas: 10° esporas/ml contados en camara de
Neubauer.

v Incubar a temperatura a 28°C hasta cobertura total de la placa.

10.6 Evaluacion de actividad antifiungica
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v El crecimiento promedio radial acumulado se determinara en cuatro ejes, la
medicion se realizara hasta que el micelio cubra toda la placa (French y
Hebert, 1981).

v Se determiré el indice de inhibicién del crecimiento del micelio:

CMC — CMM
—X

CMC 100

GIC =

CMC = crecimiento del micelio en el control
CMM = crecimiento del micelio en los sistemas modelo
GIC = grado de inhibicién del crecimiento

v Finalmente se obtendran las cinéticas de crecimiento, fase Lag y velocidad

de crecimiento radial madxima para cada tratamiento.

10.7 Andlisis estadistico

v" De acuerdo con el disefio experimental propuesto se analizara el efecto de
los tratamientos (variables independientes) sobre las variables de respuesta,
mediante analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de
a=0.05, seguido por pruebas de Tukey para evaluar las diferencias

significativas entre las variables de respuesta.

11 Desarrollo experimental

11.1 Puesta a punto

Una vez analizada la bibliografia y planteado la metodologia (Camilo-Patifion et al,
2013) se procedio a la seleccidn indicada de materias primas. Comenzando con la
adquisiciéon de frutos en la Ciudad de Puebla, verificando el grado de madurez de

los frutos de forma visual, asi como las caracteristicas de sanidad o forma regular
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del epicarpio toda vez que pueda ser lavado y desinfectado con solucion de

hipoclorito de sodio al 1%.

Una vez realizado el paso anterior el siguiente paso fue buscar garantizar la
sequedad del material vegetal, para ellos se someti6 a secado en una estufa
bacteriologica a 50°C durante 5 dias (figura 3). Posteriormente las cascaras fueron
pulverizadas en particulas finas con un molino manual para grano, seguido de un
tamizado con malla de 500um. El material vegetal procedente del Mamey tratado
se almacend a temperatura ambiente en bolsas con cierre hermético a temperatura

ambiente en un lugar obscuro, seco y fresco, hasta su uso.

11.2 Obtencién y concentracion de los extractos

En este paso el procedimiento seguido fue la toma de 75g de polvo de materia
vegetal seleccionada del endospermo, endocarpio y epicarpio de Mamey
adicionandolos a 200ml de etanol con temperatura de 25°C y agitacion (60rpm)
como se muestra en la figura 4, realizando concentraciones cada 24 horas por tres
dias. Los macerados fueron concentrados con un rotavapor (Marca Heidolph,
Modelo Hei-VAP value digital), bajo las siguientes condiciones, temperatura de 45°C
y velocidad de 150 rpm, este proceso se puede apreciar en la figura 5.
Posteriormente los concentrados se filtraron con papel Wathman 4 y se

almacenaron a -20 °C.




Figura 3 Tejidos de Mamey Figura 4 Maceracion

Figura 5 Concentracion de extractos

12 Evaluacion de la actividad antifangica

12.1 Cultivos fangicos

La cepa empleada en el presente trabajo fue Lasiodiplodia theobromae, misma que
fue aislada de frutos de mamey e identificada mediante analisis macroscopicos y de
secuenciacion genética provenientes de una donacion realizada por el Colegio de
Posgraduados Campus Puebla. Se indica por el referente de la cepa que los cultivos
fungicos fueron mantenidos en el medio agar papa dextrosa (PDA) y se

resembraron cada mes para garantizar su viabilidad.
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12.2 Inoculacién de los sistemas modelo

Nuestros sistemas modelo fueron desarrollados en placas de PDA adicionadas con
0, 500, 1000 mg/L del extracto de mamey. Estos sistemas fueron inoculados por el
meétodo de picadura con alicuota de 10 pL de un lavado de esporas, ajustada a una
concentracion de 108 esporas/mL. Posteriormente los sistemas fueron incubados a
25+3°C durante 28 dias.

Pasado el tiempo marcado en la metodologia nuestro siguiente paso consistio en la
medicién del crecimiento radial en milimetros (mm) para cada uno de los sistemas
modelo con un vernier figura 6 con lo que se procedio relacionar con el tiempo de
incubacion. Con lo anterior se obtuvieron las cinéticas de crecimiento. el cubrimiento
de total de la caja. La actividad antifungica se reportd en las siguientes tablas y se

analizé mediante las curvas de crecimiento presentadas a continuacion.

14 Discusion de resultados

En la figura 6 se observa el desarrollo del hongo L. theobromae premisa
de este estudio sobre los sistemas modelo en las concentraciones consideradas
para analizar: 500 y 1000 ppm en relacion con el control a partir de los diferentes
tejidos de mamey P. sapota jaq. Resulta evidente el grado de inhibicién de
crecimiento en las placas PDA con extractos aplicados en cada prueba, lo anterior
puede deberse en cierta medida a la presencia de sustancias propias no solo del
mamey, sino de algunas frutas con caracteristicas similares capaces de producir

metabolitos secundarios a lo largo del crecimiento y desarrollo del fruto (Segura et
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al., 2018) como lo son los betacarotenos y los acidos fenélicos o bien fenoles totales.

Figura 6 crecimiento radial de Lasiodiplodia theobromae en pruebas de placa PDA

Estudios similares en cultivos de plantas de tomate demuestran amplia efectividad
de los grupos alfa y beta carotenoides para inhibir el crecimiento de diversos hongos
en su desarrollo y manejo (Antonio, J.M. 2018). De igual forma estudios llevados a
cabo en Espafia documentan la accion efectiva de compuestos fendlicos en la
proteccion de la vid frente a enfermedades de origen fungico producidos por
Plasmopara viticola, Erysiphe necator, y Botrytis cinerea (Masa, A. 2015) cuya
fisonomia y desarrollo es similar a Lasiodiplodia theobromae, en este caso en
particular, los resultados de la investigacion, coinciden con el interés de nuestra
propuesta en el control biolégico de agentes fitopatbgenos como una respuesta

estratégica que explora fuentes de resistencia natural frente a los patdgenos.

Por otro lado, frutos y vegetales producen una gran variedad de metabolitos
secundarios en su proceso de crecimiento primordialmente flavonoides vy
compuestos fenolicos, estos han demostrado propiedades de interés en la defensa
frente a enfermedades de origen fungica de forma natural;, en este sentido
encontramos a las fitoalexinas, moléculas que tienen una vida corta (72-96 horas)
lo que les confiere una propiedad biodegradable no acumulable en el medio
ambiente (Masa, A. 2015).

31



Las fitoalexinas se definen como “compuestos antimicrobianos de bajo peso
molecular que son sintetizados y acumulados en los vegetales después de la
exposicion a microorganismos o agentes abidticos” (Paxton, J.1980), entre los
compuestos que actdan como fitoalexinas los mas importantes son aquellos de
naturaleza fendlica, componentes del metabolismo secundario que pueden estar
localizados cémo formas libres en las vacuolas o formar parte de las paredes

celulares y que abundan en los frutos.

Estructuralmente estos compuestos poseen un anillo aromatico de al menos un
grupo hidroxilo, incluyendo sus derivados funcionales; partiendo de la estructura
mas sencilla: el fenol, con un Unico anillo aromético y un grupo OH cémo Unico
relevo en su molécula, y a partir de esta estructura se construye toda una serie de
compuestos de mayor complejidad que son considerados “fenoles totales” (Xu et
al., 2008).

Es importante esta descripcién como respuesta a la inhibicién observada a lo largo
de los tiempos de crecimiento del hongo en la presente investigacion, puesto que
conforme a lo documentado el mamey contiene estas sustancias con mayor o0 menor
concentracion en su estructura partiendo del endospermo alta presencia de
compuestos fendlicos, su coloracién y maduracién son una respuesta a la presencia
de flavonoides, principalmente carotenoides identificables por su color
caracteristico, ambos compuestos forman parte de la resistencia natural del fruto ya
que estos compuestos que pueden irrumpir en las paredes de las células fungicas
inhibiendo la sintesis de ergosterol como lo hacen los compuestos quimicos
sintéticos triazoles mediante otro mecanismo (Alfonso et al., 2015).

Los graficos de las figuras 7, 8 y 9 permiten apreciar graficamente que, para los
extractos obtenidos a partir del epicarpio, existe una diferencia significativa (p<0.05)
en la disminucion de la velocidad de crecimiento del hongo a razon de 0.016y 0.017

mm/h en comparacién con el control (0.020mm/h) respectivamente.
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Un punto importante que discutir en este analisis es la similitud existente en el
retraso de la velocidad de crecimiento del hongo, por lo que incrementar las
concentraciones de los extractos puede resultar factible en la observacion de una
mayor inhibicién, estudios similares demuestran que puede deberse a la presencia
de flavonoides presentes en el epicarpio, compuestos caracteristicos aunque no
exclusivos de la familia sapotacea, como catequina y epicatequina, miricetina,
dihidromiricetina todos flavonoides polifendlicos o acido gélico, un acido fendlico
antioxidante (Baky, 2016), cuya actividad inhibidora es similar a la accién del

antifangico sintético comercial nistatina (Ertlrk, 2006).

La nistatina es un compuesto antifingico sistémico de origen sintético con
conformaciones de estructura polienica, cadenas insaturadas de 3 a 6 grupos
carbonilo con dobles enlaces y un aromatico en sus radicales, este tipo de
compuestos comerciales de uso indiscriminado ocasionan efectos adversos en la
salud ya que provocan anemia, leucopenia, trombocitopenia, nauseas, vomito,
diarrea, anorexia, cefalea, parestesias, alteraciones en la funcion renal, hipotension
entre otros debido al método aplicacion, ya que se absorben por union a los
esteroles como ergosterol y colesterol depositandose en las membranas celulares
de los tejidos adiposos (Rodriguez et al., 2013), un mecanismo similar al ocasionado
en las células de los hongos fitopatdégenos.
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500 PPM DE EPICARPIO
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Figura 7 velocidad de crecimiento 500 ppm epicarpio

1000 PPM DE EPICARPIO

50 100 150 200 250 300 350

Figura 8 velocidad de crecimiento a 1000 ppm epicarpio
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CONTROL LASIODIPLODIA

0 50 100 150 200 250 300

Figura 9 velocidad de crecimiento control epicarpio

Por otro lado, se puede apreciar el incremento en el tiempo requerido por el hongo
para alcanzar la fase estacionaria (crecimiento radial de 5 mm) a mayor
concentracion, en este sentido a 500ppm el tiempo fue de 288 horas, a 1000 ppm
requirio 312 horas que hace una diferencia (p<0.05), respecto del control con un

tiempo de 240 horas.

Dado el enorme riesgo que esto ha representado en el campo de la fitosanidad la
similitud respecto a la respuesta antifungica puede deberse a que los extractos
etandlicos aplicados con presencia de flavonoides de anillos aromaticos
(bencénicos) que actuan inhibiendo la actividad metabdlica de los hongos como
hacen los antifingicos sintéticos (Peman et al., 199), esto es mas visible al comparar
las tendencias respecto a la velocidad de crecimiento como se muestra en la figura
10.
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-

Figura 10. Cinéticas de crecimiento de L. theobromae en sistemas modelo con 0,

500 y 1000 mg/L de extractos de epicarpio de mamey.

En los gréaficos de las figuras 11, 12 y 13, 14 respectivamente se aprecia que, para
los extractos obtenidos de materia vegetal proveniente de los tejidos endospermo y
endocarpio, existe también evidencia de la disminucién significativa (p<0.05), de la
velocidad de crecimiento del hongo con 0.015 mm/h para el primero y 0.014 mm/h
a nivel de endocarpio, en comparacion con el control 0.020mm/h. Un punto
importante que discutir en este analisis es la similitud existente en la velocidad de
crecimiento por lo que incrementar las concentraciones de los extractos puede

resultar factible en la observacion de una mayor inhibicion.
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500 PPM ENDOSPERMO
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Figura 11 velocidad de crecimiento 500 ppm endospermo

1000 PPM ENDOSPERMO
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Figura 12 velocidad de crecimiento 1000 ppm endospermo
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Figura 13 Cinéticas de crecimiento de L. theobromae en sistemas modelo con 0,
500 y 1000 mg/L de extractos de endospermo de mamey.
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Figura 14 velocidad de crecimiento 500 ppm endocarpio
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1000 PPM DE ENDOCARPIO
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Figura 15 velocidad de crecimiento 1000 ppm endocarpio
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Figura 16 Cinéticas de crecimiento de L. theobromae en sistemas modelo con 0,
500 y 1000 mg/L de extractos de endocarpio de mamey.

La inhibicion del crecimiento micelial como efecto antifingico de los tratamientos en
el endocarpio (figura 15) pueden estar en funcion de los componentes presentes en
las estructuras del tejido como se menciono anteriormente; otros estudios abordan
la capacidad de P. sapota para reducir el crecimiento en los hongos debido
nuevamente a la presencia de acidos fendlicos, flavonoides o saponinas (Moo-

Huchin et al., 2013) cuyas caracteristicas tensoactivas son similares al mecanismo
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de reaccion de los triazoles quimicos cuya funcién especifica se centra en el
rompimiento de las membranas celulares conformadas por ergosterol y
polisacaridos (debido a su parte polar hidréfila) evitando acumulen la humedad
requerida para el desarrollo de sus fases de crecimiento.

La figura 16 muestra un comparativo en funcién de las velocidades de crecimiento
que denota la no existencia de una fase inicial de adaptacion para este experimento
representada por un valor de cero, el crecimiento del hongo es inmediato con
tendencia a la fase exponencial hasta las 80 horas con un crecimiento de 1 mm en
las placas, a partir de este punto la linea de prueba a una concentracién de 1000
ppm de extracto de endocarpio se separa a las 150 horas se comienza a igualar a
la concentracion de 500 ppm dejando el crecimiento en 2.2 mm ambas
concentraciones comparativamente a los 3.8 mm del control, esto significa que el
control ha desarrollado un 76% de crecimiento respecto a los 5 mm de placa y los
extractos 44%, la diferencia de inhibicion a este tiempo es de 32%, esto evidencia
el proceso de inhibicion, la tendencia de las pendientes continian para el control
cubriendo la placa completamente en 240 horas, la concentracion de 500 ppm en
290 horas y 1000 ppm en 320 horas, se puede presuponer como indican las
referencias que la actividad antifingica es en efecto mayor respecto a los otros
tejidos, probablemente debida a la composicién y compuestos provenientes del
endocarpio, mismos que a su vez resultan ser opciones viables adecuadas debido
a su baja o nula toxicidad en beneficio del tema de inocuidad alimentaria, asi como
ambientalmente por la poca persistencia en el ecosistema en comparacién con

fungicidas quimicos sintéticos (Picos-Mufioz et al., 2015).
Por dltimo, se reportan los promedios n=3, de los porcentajes de inhibicion para

cada concentracion en las 3 pruebas para las concentraciones de 500 y 1000 ppm

de los diferentes extractos de mamey como se muestra en la figura 17.

Concentracion adicionada por prueba 500 ppm 1000 ppm
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Porcentaje de inhibicion por extracto en: % %

Endospermo 8.482 15.92¢
Endocarpio 18.74° 23.54f
Epicarpio 7.08° 11.49¢

Tabla 1. Porcentajes de inhibicion promedio por tratamiento a diferentes
concentraciones. Letras diferentes en columna, indican diferencias significativas
(a=0.05), n=3. Valores promedio en porcentajes de inhibicion maximos alcanzados
en 12 de los 28 dias experimentales.

De acuerdo con los datos presentados en la tabla anterior, se observa una diferencia
significativa (p<0.05) cuando se evaluo el porcentaje de inhibicion, el efecto se
demuestra desde concentraciones muy bajas brindando resultados satisfactorios a
la hipotesis planteada; siendo el mayor grado el alcanzado a una concentracion de
1000 ppm con el extracto obtenido en el endocarpio o hueso de la semilla, este valor
corresponde con un porcentaje de 23.54% con un comparativo superior a las otras

pruebas también en concentracion de 500 ppm de 18.74%.

En general tanto endospermo como endocarpio reportan el promedio de mayor
inhibicién incluso a concentraciones de 500 ppm, dejando con la tasa de menor
grado significativo los valores de extractos obtenidos en el epicarpio o cascara de

mamey.
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15 Conclusiones

A partir de los resultados de la investigacion, se plantean las siguientes

conclusiones y sugerencias:

Al planteamiento de la probleméatica generada en términos de fitosanidad, asi
como de inocuidad, incluso calidad a diferentes escalas por la presencia del
hongo Lasiodiplodia theobromae en diferentes etapas de la cadena
productiva; sea cultivo, cosecha, traslado y/o consumo como elemento de
preocupacion, el reto abordado en este estudio es concluyente respecto a la
hipétesis demostrando que a diferentes concentraciones los diferentes
extractos obtenidos de los tejidos del Mamey cuentan con condiciones

propicias para inhibir el crecimiento del hongo.

La opcion de emplear extractos etandlicos es debida a su facilidad de
manejabilidad incluso econédmicamente y a que se ha podido demostrar que
cuentan con la capacidad de inhibir el crecimiento del hongo como se pudo
observar en las 3 series de mediciones, tanto respecto al crecimiento radial
sobre las placas PDA asi como respecto al tiempo que en términos de control

fitosanitario resulta valiosisimo como herramienta de prevision.

A pesar de los valores analizados positivamente como respuesta, elmejor
tratamiento de inhibicién fue el aplicado con extracto del endocarpio de
mamey, en este se redujo la capacidad del hongo de crecer a partir de las 48
horas, probar variaciones de concentracion de extractos empleando este
tejido podria elevar la eficacia de uso hasta el nivel deseado, incluso en casos
de algunos otros hongos encontrados dentro de cadenas productivas que
generan problemas similares como Aspergillus niger o Colletotrichum
acutatum organismos causales de dafios severos de fresa, arandano,

citricos, manzana, aguacate, café, guayaba, papaya, durazno y pino.
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La actividad antifangica de los extractos etandlicos obtenidos del mamey,
puede deberse principalmente a su contenido de una amplia variedad de
flavonoides pertenecientes al grupo de los fenoles. Conforme a lo revisado
en la bibliografia, la capacidad inhibitoria que, ademas de ser de uso natural
como defensa de patdégenos en los frutos, asi como en los vegetales ha sido
estudiada y empleada en diversas pruebas con resultados positivos como

este.

El endocarpio se mostr6 como la estructura del mamey con mayor efecto
antifangico en este estudio, si bien el método de extraccion elegido ha
resultado positivo, se propone en caso de futuros estudios verificar su
empleabilidad, sugerimos comenzar a utilizar concentraciones de 500 ppm
como control inhibitorio inicial. ya que el doble de concentracion solo
incrementara su efectividad un 5% Yy requerira mayores insumos,
probablemente combinaciones mixtas de extractos purificados, con
caracterizaciones definidas, incluso logradas por otros métodos de
extraccion o diferentes solventes puedan brindar mejores efectos en casos
donde patégenos han tenido mayor incidencia, incluso en cultivos diversos
donde Lasiodiplodia theobromae también es indeseable, los tiempos de
respuesta al desarrollo son una condicionante en definitiva, a este respecto
una mayor concentracion puede valorarse en relacion directa a la variable

tiempo.

Los resultados obtenidos plantean una respuesta positiva con amplio margen
de escala, a una mayor variacion de concentraciones estos resultados
pueden extrapolarse determinantemente para la empleabilidad en diferentes
combinaciones como alternativa el control de diversos hongos y diversos

cultivos.
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Estudios como este cuentan con un valor Cientifico, Tedrico, Metodoldgico y
Referencial por lo que su impacto va mas all4 de la respuesta positiva a la
solucion de un problema particular, su alcance y perspectiva en base a los
resultados trascienden hacia la seguridad agroalimentaria con alto impacto

social y de salud publica.

16 Sugerencias

Los sistemas modelo evaluados en este estudio sugieren la viabilidad de uso,
sin embargo, un mayor enfoque en clasificacion y especificidad para aislar e
identificar los compuestos activos en el fruto puede dotar de un mayor efecto
potencial sobre los cambios morfol6gicos, moleculares o bioquimicos que
interfieran con el desarrollo temprano de Lasiodiplodia theobromae,
permitiendo aumentar su rango de accion, variando las concentraciones de

uso, permitiendo incluso optimizar costos y tiempos de respuesta.

El estudio de aplicacién, asi como una mayor investigacion o empleo de
mejores técnicas de purificacion en estos tejidos como la biosintesis y
caracterizacion bioquimica pueden resultar una propuesta interesante de

manejo para elevar su eficiencia de uso y aprovechamiento de todo el fruto.

Es importante continuar realizando caracterizaciones especificas de los
grupos funcionales que disminuyen el desarrollo de microorganismos
patdgenos o deteriorativos presentes en extractos vegetales para su

potencial uso en la agroindustria.

Se sugiere probar concentraciones de uso en pruebas con otros patdgenos
como los de estudios paralelos similares de modo que se pueda formular
desde la caracterizacion una sintesis mas efectiva que le permita funcionar

a nivel comercial en términos de eficacia y costo — beneficio.
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Finalmente, algunos estudios indican que los residuos generados por los
extractos etandlicos tienen una corta duracion en el medio ambiente, y no
generan bio acumulacion en términos de aplicacién o consumo, aumentando
las posibilidades de uso sin alterar la fitosanidad alimentaria por lo que la
sugerencia de empleabilidad puede resultar en una opcion viable con
caracteristicas positivas en el &mbito alimentario, econémico, social y medio

ambiental.
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