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RESUMEN

En la actualidad existe una gran pérdida postcosecha de productos en la
industria agroalimentaria. Siendo el tomate la hortaliza mas consumida a nivel mundial,
se caracteriza por tener un alto porcentaje de humedad, lo que se relaciona a su
susceptibilidad al ataque de distintos microorganismos trayendo pérdidas econémicas.
Hoy dia los consumidores buscan que los aditivos sean naturales y seguros. Por todo lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antifingica de eugenol y
cinamaldehido en fase de vapor contra Botrytis cinérea, Fusarium sp. y Rhizopus sp. en
tomate (Solanum lycopersicum var uva). Para realizar este trabajo se utilizaron tomates
inoculados con los distintos mohos deterioradores, que se pusieron en contacto en fase
vapor (camaras herméticamente cerradas) con eugenol y cinamaldehido, a diferentes
concentraciones, colocandolos en almacenamiento hasta por 20 dias (a temperatura
ambiente). Los datos obtenidos sirvieron para realizar cinéticas, las cuales mostraron
gue eugenol tiene un mejor efecto inhibitorio contra los mohos utilizados, logrando inhibir
hasta 3 ciclos log de Botrytis cinerea a los 20 dias de almacenamiento, mientras que
cinamaldehido fue el que tuvo un menor efecto en Rhizopus sp. de 2 ciclos log al final
del almacenamiento. Concluyendo que eugenol y cinamaldehido generan un efecto
fungistatico ante los mohos utilizados, actuando como un conservador de tomate

(Solanum lycopersicum var uva) y aumentando su vida de anaquel.
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas con mayor produccion
y comercializacion a nivel mundial. Su alta demanda es debido a su consumo, ya sea en
crudo, cocido o en productos de anaquel. Aparte de que es un alimento con buenas
caracteristicas organolépticas y es nutritivo aportando vitaminas (A, B1, B2, B3, C) y
algunos oligoelementos como calcio, hierro, magnesio, sodio, potasio y zinc (Mendoza
et al., 2010).

En la Republica Mexicana hay estados que producen tomate a cielo abierto como
Sinaloa, Sonora, Baja California, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Morelos
y San Luis Potosi, entre otros que practicamente cubren la demanda del mercado interno
y de exportacion (INEGI, 2019). Para octubre del 2019, con datos del SIAP, se sembraron
a nivel nacional 22,236 hectareas de las cuales se han cosechado 22,183 hectareas con
una produccién de 1, 397,515 ton con un rendimiento promedio de 63 toneladas por
hectarea (INEGI, 2019). La baja en cuanto a la produccién es debido al cultivo a cielo
abierto, ya que con las nuevas técnicas se ha optado mas por el cultivo en invernadero.
No obstante, México a nivel mundial se encuentra en la posicibn nimero 10 con una
participacion de 87,918 ha cosechadas de tomate y con una produccion de 4,271,914
toneladas (FAOSTAT, 2021).

En general el tomate es caracterizado por tener un alto contenido de humedad,
gue va del 90-97 %; por lo mismo es susceptible a ser invadido por microorganismos
como bacterias, virus y principalmente los mohos como agentes deterioradores; tanto en
el fruto como en la planta. Es por ello que se han utilizado distintos métodos de
conservacion; tanto fisicos como quimicos. Este trabajo se centra en generar un método
de conservacion utilizando compuestos volatiles de origen natural con distintos
compuestos de origen natural a diferentes concentraciones, obteniendo la dosis para la
conservacion del tomate var uva. Con la finalidad de generar una técnica de método de

conservacion que aumente la vida de anaquel para evitar perdidas postcosecha.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Tomate

El tomate es una hortaliza de la familia de las solandceas junto con el tabaco, el
chile y la papa; esta hortaliza est4 constituida por la epidermis o piel, el pericarpio, la
pulpa, el tejido placentario y las semillas. Internamente los frutos estan divididos en
I6culos, que pueden ser bi, tri, tetra o poliloculares (Argerich et al., 2010), como se
describe en la Figura 1. La superficie, tamafio, forma, color, consistencia y composicion
de tomate, varia de acuerdo con el tipo de cultivo del que se trate (Gomez Martinez et
al., 2018).

Mesocarpo y endocarpo

Restos del céliz carnosos

Léculo con pulpa

Pediculo

Epicarpo (pie
VISTA EXTERIOR DEL FRUTO

SR

Placenta
SECCION LONGITUDINAL

Carpelo

Mesocarpo y endocarpo
carnosos

SECCION TRANSVERSAL

Figura 1. Estructura y constitucion de tomate (Agro Krebs, 2020).

2.2 Variedades

Las Solanaceas es un género megadiverso y agrupa al,234
especies (Solanaceae Source, 2019). En México crecen 134 especies, que representan
el 10.85 % de la riqueza del grupo (Murillo-Pérez & Rodriguez, 2021); y dentro de este
grupo de especies se encuentra Solanum lycopersicum que contiene una gran variedad
de tomates de las cuales de se han diferenciado de alrededor de 71 variedades. Cada
afio se van describiendo nuevas variedades; de las cuales algunas se describen en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Diferentes variedades de tomate comercial (Trade winds fruit, 2013).

Variedad

Tomate
Chocolate
Amazobnico
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Ananas
Noire

(Solanum
lycopersicum)

Tomate Patas
De Platano
(Solanum
lycopersicum)

Tomate tefido
anudado
Berkeley
(Solanum
lycopersicum)

Tomate De
Carne Grande
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Cebra
Amarillo Grande
(Solanum
lycopersicum)

Figura

16

Variedad

Tomate De
Pasta Amish
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
morado de la
tia Ginny
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Cherry
Bicolor
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Sungold
grande
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Jabali Negro
y Marrén
(Solanum
lycopersicum)

Figura

=wwilitradewindsfruit.com




(Solanum
lycopersicum)
Tomate Cherry
Negro

Tomate Krim
Negro
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Principe Negro
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Hombre
del Mar Negro
(Solanum
lycopersicum)

(Solanum
lycopersicum)
Tomate
carnicero
sangriento

(Solanum
lycopersicum)
Tomate
Carbono

Tomate nifia
temprana
(Solanum
lycopersicum)
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(Solanum
lycopersicum)
Tomate
Negro Etiope

(Solanum
lycopersicum)
Tomate
Ciruela Negro

(Solanum
lycopersicum)
Tomate
Roma Negro

Tomate
Cebra Negro
(Solanum
lycopersicum)

(Solanum
lycopersicum)
Tomate De
Fruta Azul

Tomate
chocolatado
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Fahrenheit
Blues
(Solanum
lycopersicum)




Tomate delicia
del jardinero
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Medalla
de Oro
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Pifa
Dorada
(Solanum
lycopersicum)

(Solanum
lycopersicum)
Tomate Cebra
Verde

Tomate Pera
Marfil
(Solanum
lycopersicum)

Tomate julieta
(Solanum
lycopersicum)

(Solanum
lycopersicum)
Tomate
Longkeeper
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Tomate
Golden Bear
de Gary
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
pepita de oro
(Solanum
lycopersicum)

(Solanum
lycopersicum)
Tomate Uva

Tomate
Ponderosa
Rosa de
Henderson
(Solanum
lycopersicum)

Tomate del
diablo de
Jersey
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Chico
Limon
(Solanum
lycopersicum)

(Solanum
lycopersicum)
Tomate de la
paz de
Marianna




(Solanum
lycopersicum)
Tomate
MicroTom

(Solanum
lycopersicum)
Sr. tomate
rayado

Tomate Joya
Oaxaquefa
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Platano

Naranja
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Paul
Robeson
(Solanum
lycopersicum)

Tomate rosado
al brandywine
(Solanum
lycopersicum)

Tomate de
colores
primarios
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Cherokee
Morado
(Solanum
lycopersicum)
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(Solanum
lycopersicum)
Momotaro
Tomato

Tomate
Negro Azteca
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Opalka
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
cardmbano
de naranja
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Pifa
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
helado rosa
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
morado de
Pruden
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Riesentraube
(Solanum
lycopersicum)




Tomate Rutgers
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Cherry
Blanco Como
La Nieve
(Solanum
lycopersicum)

Tomate de
azulcar del sol
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Dorado
Dulce
(Solanum
lycopersicum)

Thai Pink Egg
Tomato
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Huevo
Rosa Tailandés
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Cosilla
Rosa Zapoteca
(Solanum
lycopersicum)
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Siberia
Tomato
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Sol
Dorado
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Super
Marzano
(Solanum
lycopersicum)

tomate taxi
(Solanum
lycopersicum)

Tomate Tim
pequeio
(Solanum
lycopersicum)

Tomate
Belleza
Blanca
(Solanum
lycopersicum)




2.3 Composicion quimica y valor nutricional

La composicion quimica y el valor nutricional del tomate depende de la
variedad, las condiciones de cultivo, la época de produccion, el grado de madurez, el
tiempo y las condiciones de almacenamiento. Los principales componentes nutricionales
gue contiene el tomate son: agua, hidratos de carbono (como macronutrientes
mayoritarios, posee azUcares libres) y acidos organicos, que contribuyen a dar al fruto
su textura y sabor caracteristicos (Beckles, 2012); ademas contiene, algunas de las
sustancias denominadas metabolitos secundarios o fitoquimicos que, aunque no tienen
una funcion nutricional clasicamente definida, 0 no se consideran esenciales para la
salud humana, pueden tener un impacto significativo en el curso de alguna enfermedad
(Navarro-Gonzalez, Periago, 2016). Los nutrientes que posee el tomate pueden tener
efectos antioxidantes generando beneficios en la salud, que actlan protegiendo a lipidos,
lipoproteinas y ADN; de los radicales libres generados por el organismo. Esta funcion
podria ser una de las posibles razones de la aparente conexion entre su consumo y la
prevencion de enfermedades degenerativas y crénicas como el cancer, enfermedades

cardiovasculares y la enfermedad de Parkinson (Navarro y Periago, 2016).

2.4 Tomate Uva

El tomate uva es una variedad de tomate, con una buena cubierta de hoja y de
sabor dulce. Se puede producir tanto en campo abierto como en invernadero y la mayoria
de los cultivares de tomate uva son de crecimiento indeterminado, con frutos que tienen
la forma y el tamafio parecido al de una uva grande (Rodriguez-Calzada, 2015). El sabor
es similar al del tomate cereza clasico (tomate Cherry), pero con sus propios matices
Unicos. Su tamafo aproximado es de 2.54 cm. de largo por 1.905 cm. de ancho y su
peso va de los 10 hasta 30 g., asi mismo el tomate uva contiene altas concentraciones
de azucares y acidos organicos que contribuyen mayoritariamente a su sabor (Perin et
al., 2018). El tomate uva posee un bajo nivel calérico, tiene un gran contenido de fibra;
asi mismo aporta nutrientes como la vitamina A, C y antioxidantes que son benéficos
para la salud. Una taza de tomates uva contiene, en promedio, 16% de valor diario de
fibra, 8% de valor diario de vitamina C, 4% de valor diario de vitamina, 10 g de
carbohidratos, 6 g de azucar y 1 g de proteina (Covilli, 2020).
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En la cocina gourmet se utilizan tanto tomate uva como tomate cereza; sin
embargo, estos dos tienen diferencias, desde su clasificacion taxonémica, que el tomate
uva se clasifica dentro de Solanum lycopersicum var uva; y el tomate cereza se encuentra
clasificado como Solanum lycopersicum var cerasiforme. Asi mismo hay diferencias en
cuanto a sus caracteristicas, ya que la variedad uva tiene forma oblonga, la piel es mas
gruesa, su sabor se asemeja a un sabor dulce/agrio (en comparacién con el tomate
cereza que es mas dulce). Otra de las caracteristicas del tomate uva es que es mas
resistente que el Cherry, ademas de que cuenta con una mayor distribucion debido a su
piel gruesa lo que genera su resistencia al momento de su distribucion; asi mismo tiene

un menor contenido de agua a comparacion del Cherry (August Croft, 2022)

2.5 Produccion del tomate

La produccion y el consumo mundial del tomate se divide en tomate fresco y
procesado siendo tres cuartas partes del consumo total correspondientes al primero y
una cuarta parte al segundo. De acuerdo con informacion de la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) el 61.0 % de la produccién
total de tomate en 2017 se concentr6é en cinco paises: China (32.6 %), India (11.4 %),
Turquia (7.0 por %), Estados Unidos (6.0%) y Egipto (4.0%). En ese sentido México
ocupo la novena posicion con una participacion de 2.3 %. A nivel nacional el cultivo del
tomate rojo ocupa el cuarto lugar en importancia por su contribucion en el valor de la
produccién agricola, con una participacion de 4.3 % del total, tan solo después del maiz
grano (17.1%), el aguacate (6.8%) y la cafia de azlcar (6.5%).

Los estados con mayor concentraciéon en la produccién del tomate son Sinaloa,
San Luis Potosi, Michoacéan, Jalisco y Zacatecas que en conjunto representan el 56.3 %
de las 3.47 millones de toneladas producidas a nivel nacional en 2017 (FIRA, 2016). En
tema de intercambio comercial de tomate, se muestra la Figura 2 con los representantes
mas importantes tanto en exportacién como importacién de este producto. El consumo
per capita se ha incrementado constantemente, de 15.4 kg en 2001 a 20.2 kg en 2011 a
nivel mundial; en Estados Unidos de América se ubica en 41 kg. En México, el consumo

per capita es de 15 kg por afio (Pérez et al, 2020).
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Intercambio comercial de tomate, 2004-2014
(Millones de toneladas)
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Figura 2. Intercambio comercial de tomate en el periodo 2004-2014 (FIRA,2016).

El tomate uva es un alimento muy consumido en la temporada de invierno por
parte de los Estados Unidos, siendo México el principal proveedor. En este
abastecimiento participan principalmente 2 regiones, en donde México se coloca como
el indiscutible proveedor principal con una participacién de mercado de 75%, seguido de
Florida con una participacion casi del 23 %. México ha tenido un auge en la produccion
de tomate uva, aumentando una produccién de 15 597 626 Kg del 2020 al 2021 con una
variabilidad del 47.45%. En la Figura 3 se muestra como ha sido el crecimiento en cuanto
a la produccién de tomate uva del 2015 al 2022. Asi mismo se ha mostrado en el mercado

la preferencia del consumo de tomate uva sobre el tomate cherry (Lopez S., 2022).
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Temporada Volumen kgs
Volumen por temporada 50153016 34271532
60,000,000 2016-2017 31,052,217
2017-2018 28,814,949
o0 2018-2019 34,474,227
40,000,000 2019-2020 38,037,292
2020-2021 32,871,446
2021-2022 48,469,072

2015-2016
2018-2019
2021-2022

Figura 3. Comparativo de 7 afios de volumen exportado por México de tomate uva del 1

de noviembre al 9 de marzo de cada afio (Lopez S., 2022).

El tomate en la industria alimentaria; es fundamental por su sabor y alto valor
nutricional. En México, la generacion de empleos directos e indirectos es de gran
importancia economica. Por lo tanto, es fundamental asegurar una buena calidad
postcosecha para evitar la propagacion de patdgenos que puedan dafar la calidad y
dificultar la comercializacién del producto, lo que resultaria en pérdidas econdmicas.
Aungue los fungicidas sintéticos son la principal estrategia de control, es importante tener
en cuenta que, a pesar de su eficacia, también tienen un impacto negativo en el medio
ambiente y en los seres humanos debido al desarrollo de cepas resistentes. Motivo por
el que, los consumidores demandan constantemente productos seguros y sin residuos

(Rodriguez Gusman, et al., 2021).

2.6 Agentes patdgenos para tomate

El tomate tiene como una caracteristica importante el % de humedad, esto lo hace
susceptible a la accién de diferentes microorganismos; tales pueden ser bacterias,
mohos o virus, afectando tanto el fruto como la planta. Algunos agentes patégenos
importantes que generan perdidas postcosecha se encentran en la Tabla 2, explicando

los principales enfermedades y microorganismos que atacan al tomate.

24



Tabla 2. Principales enfermedades del tomate por cada grupo microbiano (PDH,

2006).
Bacterias Mohos Virus
» Cancer bacteriano » Antracnosis Virus del mosaico
» Mancha bacteriana » Céancer de del tabaco (TMV)
» Mancha negra del tallo/Alternariosis Virus del mosaico
tomate » Cenicilla del tomate (ToMV)
» Marchitez » Fusarium Virus del rizado
bacteriana » Mancha gris de la ?Ratr(ilzl\c;)del tomate
hoja » Virus del bronceado
» Moho gris del tomate (TSWV)
» Moho blanco » Citomegalovirus
» Tizdén temprano Cmv
» Tizon tardio » Virus Y de la papa
» Verticilium (PVY)

> Virus del enanismo
arbustivo del tomate
(TBSV)

2.7 Mohos patdgenos para el tomate

Una vez que se cosecha, la calidad y duracién postcosecha del fruto se ve
afectada por la temperatura, la humedad relativa y otros factores que disminuyen su
calidad y valor en el mercado. Ademas, las condiciones de almacenamiento son un factor
que favorece la proliferacion de mohos fitopatdgenos como: Alternaria alternata,
Alternaria solani, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Colletotrichum lycoperssici,
Colletotrichum sp., Rhizopus sp., Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Penicillum
digitatum, Cladosproium sp., entre otros; que atacan a los frutos durante su manejo
postcosecha y ocasionan pérdidas econdmicas significativas (Arah, Amaglo, Kumah &
Ofori, 2015; Rodriguez Guzman, 2021). Por consiguiente, es fundamental contar con un

conocimiento preciso y un diagndstico adecuado de las enfermedades que afectan al
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tomate en la etapa postcosecha, con el fin de aplicar tratamientos de control eficaces y
alternativos al uso de fungicidas (Xie, Tan & Yu, 2012; Martinez-Ruiz et al., 2016;).

2.7.1 Botrytis cinerea

Es un moho conocido habitualmente como moho gris o podredumbre gris que
afecta a varias frutas y hortalizas; es un ascomiceto de la familia Sclerotiniaceae como
se describe su taxonomia en la Tabla 3. Esta clase de mohos afecta desde el fruto, hasta
la misma planta. Tiene una gran importancia ya que, al ser conocido su impacto en la
agricultura, genera grandes pérdidas econdmicas que van del 30% total de la produccion;

aumentando entre el 40-50% en condiciones de humedad (Alejandrez, 2017).

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Botrytis cinerea (EPPO, 2023).

Reino Fungi

Filo Ascomicota
Subfilo Pezizomicotina
Clase Leotiomicetos
Orden Helotiales
Familia Esclerotiniaceas
Género Botritis

Especie Botrytis spp

Sus caracteristicas de infeccion van a depender de la parte que sea infectada, asi
mismo del estado fisiolégico en el que se encuentre la planta; se puede observar en las
flores que causa atizonamiento y muerte como se muestra en la Figura 4A Y 4B. En hojas
se caracteriza por presentar manchas café en V desde el borde de la hoja. También
puede secar completamente las hojas donde se observa el crecimiento del micelio sobre
el tejido afectado. En los tallos y brotes, se observa la presencia de necrosis,
ennegrecimiento y muerte del tejido. En los frutos, pueden aparecer areas acuosas en
los frutos verdes, asi como pudriciéon en los frutos maduros, lo que causa pérdidas

significativas en la produccion (INIA, 2018).
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Figura 4. A) Ataque de Botrytis cinerea en tomate. B) Dafio en fruto y tallo. (INEA, 2018)

2.7.1.1 Descripcidon microscopica y macroscopica de Botrytis cinerea.

B. cinérea se caracteriza macroscopicamente por la presencia de un crecimiento
mohoso y algodonoso en la superficie de las plantas infectadas. Esta colonia inicialmente
es de color blanco, pero con el tiempo, se torna grisdcea o amarillenta. Posee un micelio
tabicado, con hifas de aspecto algodonoso de 11-23 um de didmetro como se muestra
en la Figura 5. La mayoria de las especies de B. cinérea generan abundantes conidias
(macroconidias) que son asexuales, hialinas, unicelulares, de forma ovalada y se
encuentran en los extremos redondeados. Estas conidias tienen una vida breve y su
supervivencia depende de las condiciones climaticas (Fillinger & Walker, 2016). Su forma
de reproduccion es a través de conidios o esporas asexuales las cuales se transmiten

facilmente a través del viento o agua.
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Figura 5. D, E, F y G. Diferentes formas de crecimiento y coloracién de micelio. H, | y J.
Forma, color, nimero y disposicion en el medio de cultivo PDA de esclerocios. K. Conidiéforo

con conidios. L. Conidios (Terrones Salgado et al., 2019).

2.7.2 Fusarium spp

El género Fusarium pertenece a la Familia Nectriaceae como se muestra en la
Tabla 4 y tiene una gran variedad de especies, las cuales tiene una distribucion
Cosmopolita; estas especies tiene una gran capacidad patégena en cultivos, generando
grandes pérdidas. Algunos de los productos de gran importancia comercial que pueden
ser infectados por algunas especies de Fusarium son maiz (Zea mays L.) trigo (Triticum
spp.), avena (Avena sativa L.), cebada (Hordeum vulgare L.), el tomate como se muestra

en la figura 6 y 7, entre otros (Santos-Gerardo et al., 2017).
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Tabla 4. Clasificacion taxonomia de Fusarium spp. (EPPO, 2023)

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género Fusarium
Especie Fusarium spp.

Este moho es un patdgeno de una gran variedad de Solanaceas; en la bibliografia
se encuentra que puede afectar tanto a la planta como al tomate como se muestra en la
Figura 6A y 6B. Sobrevive en residuos vegetales o en forma de clamidosporas en el
suelo, las cuales pueden perdurar durante varios afios. La transmision a larga distancia
ocurre principalmente a través de semillas, plantulas infectadas y maquinaria. A nivel
local, se propaga mediante el agua de riego, el aire y el trasplante de material afectado
(Gonzélez, 2006).

Figura 6. A) Plantas marchitas por Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (Gonzélez,

2006). B) Tomate infectado con Fusarium sp.
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Las especies de Fusarium son saprofitas en algunas de sus fases de crecimiento
y pueden o no desarrollar una fase de reproduccién sexual segun la especie. Se han
registrado estados sexuales (teleomorfos) para ciertas especies de Fusarium. Todos los
teleomorfos conocidos de Fusarium spp. estan clasificados en el orden Hypocreales de
Ascomycota, pero se han asignado a varios géneros distintos (como Gibberella y Nectria)
(SENASICA, 2020).

2.7.2.1 Descripcion microscopica y macroscoépica de Fusarium spp.

Los mohos del género Fusarium pueden presentar caracteristicas microscépicas
variables, dependiendo de la especie y del medio de cultivo en el que se desarrollen. Por
lo general, los hifas son septados y ramificados, con una apariencia caracteristica de
cuerda o cordon debido a una disposicion caracteristica de los septos. Los conidios,
presentes en algunos especimenes de Fusarium, son generalmente unicelulares y se
producen en diferentes tipos de conidiéforos, como en "fasciculos" que se asemejan a
una horquilla o en crestas a lo largo de los conidiéforos. En algunos casos, como en
Fusarium solani, se pueden presentar clamidosporas, unas esporas aéreas que
permanecen latentes durante mucho tiempo, y que son capaces de resistir condiciones

ambientales hostiles.

De acuerdo con varias investigaciones (Arah, Amaglo, Kumah & Ofori, 2015;
Rodriguez Gusman, 2021), Fusarium oxysporum, es la principal especie del género
Fusarium spp. que atacan a los frutos durante su manejo postcosecha y ocasionan
pérdidas econdmicas significativas. Esta especie se caracteriza microscépicamente
porque sus células conidiégenas son monofilales, pero mas cortas que Fusarium solani,
los microconidios se disponen en cabezas humedas. (John F. Leslie and Brett A.
Summerell 2006; a INEI ANLIS 2019).

Las caracteristicas macroscopicas de Fusarium oxysporum incluyen la presencia
de un micelio blanco o rosado de aspecto algodonoso o lanudo observado en la Figura

7. Esta especie también puede producir colonias pigmentadas de color rosa o purpura.
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Se caracteriza por un crecimiento rapido. El reverso puede ser hialino, azul obscuro o
purpura. (John F. Leslie and Brett A. Summerell 2006; a INEI ANLIS 2019).

Figura 7. Morfologia de colonias y estructuras de reproduccion asexual de Fusarium
oxysporum Schlitdl. obtenido de raices de Pinus spp. con sintomas de pudricion de raiz. A)
Colonia de 8 dias de edad; B) Reverso de colonia con coloracion roja-purpura; C) Macroconidios;
D) Microconidios; E) Fialides; F) Clamidosporas. (Robles Yerena, et al. 2016)

2.7.3 Rhizopus spp

Rhizopus es un género de mohos saprofitos muy adaptable, capaz de crecer y
desarrollarse en diversas temperaturas y niveles de humedad relativa. Se encuentran en
una amplia variedad de sustancias organicas, incluyendo frutas y hortalizas (Velasquez
del Valle et al., 2008) Algunas especies de Rhizopus son patégenos humanos

oportunisticos que a menudo causan enfermedades mortales llamadas zygomicosis.
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Tabla 5. Clasificacion taxondmica de Rhizopus spp. (EPPO, 2023)

Reino Fungi

Filo Zygomycota
Clase Mucoromicotina
Orden Mucorales
Familia Mucoraceas
Género Rhizopus

Las especies de Rhizopus crecen como cuerpos filamentosos y ramificados que
generalmente carecen de paredes transversales (es decir, son cenociticos). Se
reproduce a través de la produccion de esporas tanto asexuales como sexuales.
Rhizopus spp. es un Zigomiceto, comunmente encontrado en el polvo de las casas,
suelo, frutas, nueces y semillas, también se presenta en alimentos en proceso de
descomposicion. La exposicion prolongada a las esporas ha provocado reportes de
problemas respiratorios (principalmente en personas inmunocomprometidas),
(Rodriguez, 2016).

2.7.3.1 Morfologia microscépica y macroscopica

Presenta un micelio macrosifonado (5 — 10um), hialino, cenocitico, en los puntos
en donde se conectan los esporangioforos y los estolones que presentan, se forman
rizoides (esta es una diferencia del género Absidia, en el cual se desarrollan
internodales). Los esporangioforos son largos y no se ramifican (a diferencia de Mucor
spp.), y culminan en esporangios de gran tamafio (40 — 275um), con esporangiosporas
hialinas o ligeramente cafés como se observa en la Figura 8A (Bonifaz, 2012. Larone,
2011). Son colonias de rapido crecimiento, las especies patdégenas tienden a crecer
mejor a 37°C; se caracterizan porque son de tamafo ilimitado (llegan a cubrir todo el
medio de cultivo). Son colonias blancas, al alcanzar la madurez (cuarto dia) comienzan

a adquirir una tonalidad gris oscura (la tonalidad se debe al desarrollo de las estructuras
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de reproduccion asexual las Endosporas), son vellosas algodonosas y secas como se

muestra en la Figura 8B (Bonifaz, 2012).
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Figura 8. A) Tincion de Rhizopus spp. (azul de algoddn lactofenol), observada a 10x.

(Bonifaz, 2012). B) Colonia madura de Rhizopus spp., cultivada en agar dextrosa

sabouroad (Rodriguez, 2016).

2.8 Control quimico

Los fungicidas sintéticos continGan siendo la estrategia dominante en el control de
algunos mohos patdgenos de frutas y hortalizas. En el caso de los frutos de tomate, esto
no es una excepcion. Durante varias décadas, se ha informado su uso tanto en pre como
en postcosecha (Matyjaszczyk, 2015; Shamurailatpam & Kumar, 2020). Los fungicidas
como Mancozeb y Azoxistrobina aplicados en frutos de tomate, a nivel in vivo se puede
observar que genera una reduccion del 50% de la lesion de la enfermedad ocasionada
por Alternaria y Colletotrichum (Patel, Dange & Patel, 2005; Chapin et al., 2006).

Existen tratamientos fisicos tales son los tratamientos térmicos que utilizan el calor
o el frio; que ha demostrado efectos benéficos en la conservacion de la calidad
postcosecha; el control del dafio por frio y el control de la presencia de patdégenos, son
seguros para el ser humano y no generan dafios al ambiente. Los métodos con alta
temperatura pueden utilizar agua caliente, aire caliente, vapor humedo o uso de cepillos
con agua caliente. Generalmente, las temperaturas empleadas para los tratamientos con
agua caliente oscilan entre 40-60 °C y se manejan tiempos de 1 a 5 min, dependiendo
del fruto a tratar (Sivakumar & Fallik, 2013).
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Uno de los tratamientos utilizados para la conservacion postcosecha de frutas y
hortalizas es el tratamiento UV-C el cual, en un estudio realizado con frutos de tomate,
se aplicé tratamiento UV-C y se observaron resultados después de 8 minutos a una dosis
de 4,2 kJ/m-2 y almacenado a 18°C durante 35 dias. Los datos obtenidos mostraron una
menor produccién de etileno el dia 25 en comparacion con los controles. Ademas, la
actividad reducida de varias enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular
(pectina metilesterasa, poligalacturonasa, celulasa), prolongo la vida util (Bu, Yu, Aisikaer
& Ying, 2013).

Las sales organicas e inorganicas son sustancias quimicas consideradas como
aditivos y reconocidas como seguras, por sus siglas en inglés "Generally Recognized As
Safe" (GRAS). Estos aditivos son ampliamente disponibles, faciles de manejar y de bajo
costo. Actualmente, se utilizan en la industria alimentaria debido a su baja toxicidad, y
pueden combinarse con otros sistemas para controlar enfermedades en frutas y
hortalizas como el tomate durante la etapa postcosecha (Palou, Ali, Fallik & Romanazzi,
2016). El quitosano, que es un polimero natural no toxico y biodegradable, se ha utilizado
en el control postcosecha de una amplia variedad de frutas y hortalizas (Duan et al.,
2019). Su efectividad se debe a sus propiedades antifungicas, su capacidad para inducir
mecanismos de defensa en los frutos tratados y su capacidad para formar peliculas

protectoras (Romanazzi, Feliziani & Sivakumar, 2018).

Segun Rodriguez Guzman et al. (2021), los aceites esenciales son compuestos
producidos como metabolitos secundarios por las plantas y se pueden obtener de
diferentes partes de su estructura, como raices, corteza, hojas, flores, frutos, cascaras y
exudados. Estos aceites esenciales son ampliamente utilizados en la industria
alimentaria y han despertado un gran interés debido a sus propiedades antimicrobianas,
especialmente en la etapa postcosecha de frutas y hortalizas (Romanazzi, Feliziani &
Sivakumar, 2018; Aguilar-Veloz et al., 2020).
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2.9 Antimicrobianos de origen natural

Los sistemas antimicrobianos naturales como los aceites esenciales (Aes) o
compuestos de origen natural son compuestos bioquimicos de plantas, animales y
microorganismos se han ganado adeptos en el &mbito de la conservacion alimentaria por
su efecto de “Defensa natural’. Por ejemplo, en Nigeria, los productos vegetales
naturales se utilizan mas que los antimicrobianos convencionales. En la mayoria de los
casos, los antimicrobianos se usan para prevenir el crecimiento de hongos y levaduras,
y su efecto depende en gran medida del pH. Se ha demostrado que los alimentos con un
pH acido generan una mayor efecto antimicrobiano cuando se utilizan compuestos de

aceites esenciales (Ismail, Pierson, 1990).

Un estudio realizado en los frutos de tomate de la variedad Rio Grande demostro
gue al rociarlos con una concentracion de 1 mg/mL de Ciprés (Cupressus sempervirens),
se logré una reduccion del 54% en la infeccidon causada por B. cinerea ( Rguez et al.,
2018). También, cuando fue probado el compuesto citral a una concentracion de 1 pl/L 'y
se observo una reduccion en la incidencia de la enfermedad del 37.4 % causada por B.
cinerea, asi como, un aumento de la actividad enzimatica de la peroxidasa y fenilalanina
amonio liasa (POD y PAL), relacionadas con la defensa de los frutos ante los patdgenos.
También se han realizado pruebas con aceites esenciales en combinacién con otras
sustancias antifangicas, como el timol con acido salicilico, y se ha observado una sinergia
en su efecto preventivo, lo que ha llevado a una reduccién del diametro de la lesion del
fruto de aproximadamente el 50%, causado por hongos como Fusarium solani y R.
stolonifera. Las ventajas que presenta frente a otros conservadores es que son de baja
toxicidad y se encuentran en abundancia en la naturaleza (Rodriguez Guzman et al,
2021).

Rodriguez Sauceda (2011) menciona que hay ocasiones en los que los
antimicrobianos no tiene ningun efecto; hasta sobrepasar su concentracion critica, esto
nos mostré en su experimento en donde utilizaron extractos de tomillo a diferentes
concentraciones para tratar de inhibir Salmonella typimurium, en donde observaron que

habia un punto de concentracion critica el cual mostraba su efecto inhibitorio, mientras
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en una concentracion menor no se mostraba el efecto. Con este experimento Raibaudi,
et al. (2006), interpretaron que los compuestos fendlicos “sensibilizan la membrana
celular, y al saturarse los sitios de accion, la célula sufre un dafio grave, provocando que

se colapse la membrana”.

2.10 Compuestos puros

Los compuestos mas comunes con propiedades antimicrobianas son los fenoles
gue son complejos volatiles que se encuentran en las especias arométicas y los aceites
esenciales. Estos compuestos, como el carvacrol, el timol y el eugenol, tienen una
potente actividad antimicrobiana frente a bacterias y hongos. También hay otras
compuestos con propiedades antimicrobianas; como lo es la alicina que se encuentra en
el ajo y capsaicina que se encuentra en los chiles picantes. Estos compuestos pueden
ser aislados y purificados para utilizarlos como agentes antimicrobianos en diversas
aplicaciones, como en la industria alimentaria y farmacéutica. Es importante tener en
cuenta que el uso de compuestos puros como agentes antimicrobianos debe ser
evaluado cuidadosamente para garantizar su eficacia y seguridad (Rodriguez Sauceda,
2011).

2.10.1 Eugenol

El Eugenol (acido cariofilico, acido eugénico, 2-metoxi-4-alilfenol) es un
compuesto natural que pertenece a la clase de los alilbencenos. A nivel quimico es un
liquido incoloro o amarillo palido, oscurece al aire, con fuerte olor a clavo. Practicamente
insoluble en agua. Densidad: 1,066 g/ml (20 °C) e indice de refraccion: 1,5410 (20 °C);
su estructura molecular presenta un anillo 36encénico con un grupo metoxi y una cadena
alil como se muestra en la Figura 9. El eugenol se encuentra presente en varios aceites
esenciales, como el aceite de clavo de olor y el aceite de canela, entre otros (ROTH,
2019).
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Figura 9. Estructura quimica de eugenol (Biomodel, 2023)

El eugenol presenta diversas propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas. En
términos de sus propiedades farmacoldgicas, se ha demostrado que puede actuar como
agente analgésico, anestésico y antiinflamatorio en el cuerpo humano. Ademas, también
tiene propiedades antibacterianas, antifingicas y antivirales. En el campo de la
odontologia, el eugenol se utiliza a menudo en la composicion de materiales dentales,
especialmente en la elaboracién de cementos dentales y de relleno para cavidades. En
combinacion con el 6xido de zinc, forma un compuesto llamado eugenolato de zinc, que
se utiliza comunmente como material de relleno dental. Por otro lado, en términos de sus
propiedades toxicoldgicas, se ha demostrado que el eugenol puede ser tdxico en altas
concentraciones. En particular, se ha encontrado que puede tener efectos negativos
sobre el sistema nervioso central, el higado y el riidon (Maldonado Ramirez et al., 2008 y
Gonzalez Escobar, 2002).

2.10.2 Cinamaldehido

El cinamaldehido es un compuesto organico que se encuentra en el aceite
esencial de la canela, y es responsable de su caracteristico aroma y sabor dulce. A nivel
quimico, presenta una estructura molecular con un anillo aromético y un grupo aldehido
(-CHO) como se muestra en la Figura 10, y suele presentarse como un liquido aceitoso

amarillo brillante (Carrizosa Balmont, 2014).
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Figura 10. Estructura quimica de cinamaldehido (Biomodel, 2023).

Entre las propiedades fisicas del cinamaldehido, destacan su densidad de 1,041
g/cm3 a 20 °C, su punto de fusion de -7.5 °C y un punto de ebullicion de 252.4 °C. Es
poco soluble en agua, pero se disuelve en alcohol y éter. También se presenta como un
compuesto altamente reactivo, especialmente ante sustancias oxidantes y agentes
reductores (ROTH, 2021). En el campo de la quimica, el cinamaldehido es utilizado como
reactivo en diversas sintesis organicas, y también como materia prima para la produccion
de otros compuestos quimicos. En el ambito médico, tiene propiedades antimicrobianas
y antiinflamatorias, por lo que puede ser utilizado en la elaboracion de medicamentos y

productos cosméticos (Casado Quesada, 2016).

2.11 Fase vapor

Los aceites esenciales que principalmente estan constituidos por compuestos
fendlicos (por ejemplo, carvacrol, timol o Eugenol), aldehidos y alcoholes son mas
efectivos en el control microbiano. Por lo contrario, los aceites esenciales ricos en linalool

presentan, regularmente, menor efecto antimicrobiano (Silva Gabriela Paris, 2021)

La mayoria de los compuesto activos en los aceites son volatiles generalmente de
bajo peso molecular, responsables de su bioactividad (Reyes-Jurado et al., 2015) estos
compuestos pueden ser monoterpenos (80% de los aceites esenciales), sesquiterpenos
y terpenoides por lo que se pueden trabajar generando una camara para una fase en

vapor.

Se han trabajado con distintos compuestos de aceites esenciales en los cuales se
han visto efectos favorables, como nos refiere Silva Gabriela Paris (2021), que “En

experimentos in vitro en fase gas, las esferas con AE presentaron mayor efectividad
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antifingica que el aceite libre, probablemente debido a la estabilizacion del AE”. Asi
mismo se han hecho otras investigaciones por parte del Centro de Desarrollo de
Productos Bidticos del IPN (2011), en el cual han hecho estudios de la actividad
antifangica del quitosano y aceites esenciales sobre Rhizopus stolonifer agente causal
de la pudricion blanda del tomate; en donde se muestra una inhibicion por parte de los
AE trabajados.

La lipofilicidad del AE es un aspecto importante para considerar cuando se aborda
el tema de su actividad antimicrobiana, ya que su facilidad para traspasar la membrana
celular del microorganismo es tanto mayor cuanto mayor es su lipofilicidad (Sin, C. et al.,
2021). En general el modo de accion de estos compuestos fendlicos no ha sido
determinado por completo; ya que se cree que puede inhibir enzimas esenciales,
reacciona con las membranas celulares o el material genético para alterar la funcion de
los lipidos, las proteinas, las concentraciones de sal, el pH y la temperatura (Rao, Chen
& McClements, 2019). Los principios activos de los AE pueden variar en funcién de su
composicién; ya que puede verse afectado por ciertas variables como el genotipo de la

planta, el lugar de extraccion, el ambiente y los cultivos (Rodriguez Sauceda, 2011).
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3. JUSTIFICACION

El tomate es una hortaliza con gran demanda a nivel mundial, ya que es versétil
en el consumo humano (tanto crudo o cocido); asi mismo es importante en la dieta de
las personas, por las vitaminas, minerales y compuestos que posee; que podria ayudar
aprevenir enfermedades, tales como el cancer o problemas de corazén. Los métodos de
almacenamiento de esta hortaliza, podria generar factores favorables para el desarrollo
de enfermedades que afecten a este fruto, ya sean virus, bacterias o mohos; los cuales
generar pérdidas de hasta el 100%. Tan solo Botrytis sp. puede provocar pérdidas
anuales de entre $10 y 100 000 millones US en todo el mundo (Weiberg et al., 2013). Al
tener un gran impacto en la agricultura, en la gastronomia y en la dieta humana, se busca
disminuir la perdida postcosecha del tomate; con métodos de conservacion tanto fisicos
como quimicos, los cuales pueden afectar directamente a la hortaliza cambiando sus
propiedades organolépticas o fisioldgicas del fruto, a la salud y al medio ambiente; es por
eso por lo que se plantea evaluar la capacidad antifingica de eugenol y cinamaldehido
en fase de vapor contra Botrytis cinérea, Fusarium spp. y Rhizopus spp., en tomate

(Solanum lycopersicum var uva).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad antifingica de eugenol y cinamaldehido en fase de
vapor contra Botrytis cinérea, Fusarium spp. y Rhizopus spp. en tomate (Solanum

lycopersicum var uva).

4.2 Objetivos Especificos

1. Aislar e identificar a los principales mohos deterioradores presentes en el tomate
(Solanum lycopersicum var uva).

2. Estandarizar la inoculacion in situm de esporas de los diversos mohos
deterioradores

3. Evaluar el efecto antifungico de eugenol y cinamaldehido en fase de vapor contra

Botrytis cinérea, Fusarium spp. y Rhizopus spp. inoculados in situm.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

Aislamiento e
identificacion de mohos
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tomate.
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Conteo de U.F.C. y
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42




6. MATERIALES Y EQUIPO
6.1 Material

El material requerido para esta tesis fue el siguiente
» Material vegetal: tomate uva (Solanum lycopersicum var uva) obtenidos del
supermercado Walmart ubicado en la colonia Jardines de San Manuel,

Puebla, Puebla; de la marca NatureSweet.
» Material de vidrio y reactivos de grado analitico: Los necesarios para cada

determinacion.

6.2 Equipos

Tabla 6. Descripcion de equipo, marca y modelo a utilizar en esta tesis.

Equipo Marca Modelo
Balanza analitica Ohuas Pionner PA313
Autoclave CISA As-25
Stomacher Seaward 400 circulator
Cuenta colonias Solbat Q20-2941
Vortex FINEPCR FINE VORTEX
Microscopio Lomo N980016
Céamara de Marienferld 0610030
Neubauer

Termdmetro digital Fluke 61

IR
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7. METODOLOGIA
7.1 Métodos

Para la realizacion de esta tesis se utilizaron las siguientes técnicas mostradas en
la Tabla 7

Tabla 7 Técnicas y métodos a utilizar en esta tesis con su referencia.

Método o técnica Referencia
Aislamiento de mohos: siembra en tubo Arias y Pifieros 2008.

Identificacion de mohos deterioradores: INIA, 2018
morfologia microscopia y macroscopica

Inoculacién de tomate: Puncién Estéril Aguilar et al., 2015

Tratamiento fase vapor: tratamiento con LoOpez-Malo, 2015
compuestos puros en fase vapor

Realizacion de cinéticas microbianas a NOM-111-SSA1-1994, Método para la
partir de dilucion y vertido en placa cuenta de mohos y levaduras en
alimentos

7.2 Aislamiento e identificacion de mohos deterioradores de tomate

Se obtuvieron los mohos del cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP;
los cuales se aislaron en PDA acidificado con acido tartarico al 10%, realizando hasta 3

resiembras con la finalidad de obtener cepas puras.

Los mohos encontrados en el cepario fueron los siguientes.

e Alternaria sp.

e Botrytis cinerea.

e Colletotrichum sp.
e Fusarium sp.

e Rhizopus sp
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Se crearon camaras como pruebas preliminares, para determinar cuales mohos
causaban un rapido deterioro del tomate. Los tomates fueron inoculados con 5 uL de
esporas de una suspension de cada moho del cepario. Una vez realizadas estas camaras
se almacenaron durante 20 dias a temperatura ambiente; y se buscaron los mohos que
generan un mayor efecto de pudricién en el tomate y en el menor tiempo en que tarda
en hacer ese efecto, siendo evaluados de manera cualitativa, para asi hacer la seleccion
de los mohos a utilizar. Una vez seleccionados los mohos se realiz6 la identificacion

microscopica y macroscopica.

Identificacion microscépica: se realizé mediante tincién de azul de metileno al
0.1% y microscopia directa de las esporas y micelios para su observacion y comparacion

bibliografica.

Identificacion macroscépica: Se realiz6 mediante la comparacion bibliografica,
tomando en cuenta la morfologia colonial, el tamafio, forma, coloracibn o pigmento

caracteristico del moho y su textura.

7.3 Conteo y ajuste de esporas

Una vez identificadas las cepas, se seleccionaron los mohos a utilizar y se
prosiguio a cultivarlos en picos de flauta en PDA acidificado con &cido tartarico al 10%
por 7 dias; una vez pasado ese tiempo se realiz6 un lavado de esporas agregando 10
mL de agua estéril a temperatura ambiente con el fin de generar una suspension madre
de las esporas. Posteriormente se realizdé un conteo de las esporas con la camara de
Neubauer con el fin de saber cuantas esporas hay por mL. Una vez teniendo el conteo
se ajusto el numero de esporas; en el cual se hicieron diluciones dependiendo del
resultado del conteo previo. El resultado final de la suspensién de esporas fue de 10° —
108 esporas/mL. De cada uno de los mohos seleccionados.

7.4 Obtencion y limpieza de Materia vegetal

Se seleccionaron los tomates con caracteristicas visibles de maduracion optima,
los cuales tienen que ser lo mas parecido en tamafio, maduracién y sin defectos en la

piel (sin fisuras o mallugados).
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Una vez seleccionados los tomates necesarios para el experimento, se prosiguio
a sanitizarlos en una solucién de hipoclorito de sodio a 200 ppm durante 10 min.
Posteriormente se enjuagaron con agua destilada y se secaron con toallas de papel.
Después de que se encontraron limpios y secos, se prosiguio a pesar cada uno de los
tomates a utilizar en la balanza analitica, cada uno de los pesos se registraron y se
identific el orden en que se utilizaron, con el fin de después de procesarlos de acuerdo
con la NOM-111-SSA1-1994.

7.5 Inoculacion de materia prima

Una vez sanitizados los tomates se prosiguié realizar una perforacion a una
profundidad de entre 2-3 mm en el area del pedunculo, para inocular 5 uL la solucion de
esporas hecha anteriormente, esto se realizé con la micropipeta de 10 uL con sus

puntillas respectivas y su ajuste correspondiente.

7.6 Compuestos de origen natural.

Para el tratamiento fase vapor se utilizaron eugenol y cinamaldehido a distintas
concentraciones como se muestran en la Tabla 8 los cuales se colocaron en pedazos de

papel filtro de un tamafo de 5x5 cm.

Tabla 8. Concentraciones utilizadas de eugenol y cinamaldehido, colocados en fase

vapor
Concentracion / Eugenol Cinamaldehido
Compuesto
Baja 31 uL/L 43 uL/L
Media 62 uL/L 74 uL/L
Alta 92 uL/L 105 pL/L
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7.7 Camara fase vapor

Para realizar la camara de fase vapor se utilizaron charolas plasticas, como se
muestra en la Figura 11; en donde la base de la charola (parte inferior) se colocaron los
tomates en moldes, con el fin de garantizar que el pedunculo del tomate donde fue
inoculado quede hacia arriba; en cada camara se colocé 3 tomates con su respectivo
moho inoculado; y en la parte superior de la camara se coloco el papel filtro con su
concentracion asignada como se muestran en la Tabla 8 y se prosigui6 a sellar la camara.
Los controles que se utilizaron fueron controles positivos, a los cuales no se les asigno

ningun tratamiento, solo el moho inoculado y su almacenamiento correspondiente.

Camara
Fase
Vapor

Figura 11. Esquema de camara fase vapor terminada (Bahena Montoya, 2022).

7.8 Almacenamiento de materia prima

El almacenamiento de las camaras se realiz6 a temperatura ambiente (T°A); que
en la ciudad de Puebla de Zaragoza que es aproximadamente de 20 °C; durante
diferentes dias como se muestra en la Tabla 9; y las camaras se almacenaron en cajas

plasticas, en donde se utilizo una caja por cada moho.
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Tabla 9. Dias de almacenamiento de los tomates inoculados con los mohos

deterioradores contra eugenol y cinamaldehido.

Tiempo en dias Botrytis cinérea, Fusarium sp y Rhizopus sp
Eugenol Cinamaldehido

0 dias v v

5 dias v v

10 dias v -

15 dias - v

20 dias v v

7.9 Dilucion, vertido en placa y conteo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC)
Una vez transcurrido el tiempo de almacenamiento de cada camara, los tomates

se tomaron para la determinacion de la UFC; esto se realizd de acuerdo con las normas
oficiales mexicanas: NOM-110-SSA1-1994, y la NOM-111-SSA1-1994.

, . . . . 1 1
Después de que se realizaron las diluciones, se escogieron —y para hacer

1000 © 100000
el vertido como lo maneja la norma. Se prosiguio a almacenar la placas en una caja de
cartén a T°A, para posteriormente hacer el conteo da las colonias obtenidas a los 5 dias
gue menciona la NOM-111-SSA1-1994 en el cuenta colonias Solbat Q20-2941.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Aislamiento e identificacion de mohos deterioradores en tomate

La primera parte de la investigacion se fundamenté en determinar in situm, a los
mohos capaces de causar el deterioro o pudricion del tomate en menor tiempo de
almacenamiento. Para los cuales los mohos utilizados fueron Alternaria sp., Botrytis
cinerea, Colletotrichum sp., Fusarium sp. y Rhizopus sp. Mostrando cualitativamente que
B. cinerea, Fusarium sp y Rhizopus sp fueron los mohos que causaron una pudricién
generada en menor tiempo en los tomates inoculados; siendo seleccionados para las
siguientes etapas de la investigacion. En la investigacion hecha por la Dra. Silva Gabriela
Paris (2021), menciona que realizo inoculacion de Botrytis cinerea, Alternaria alternata,
Penicillium expansum y Colletotrichum gloeosporioides, en frutos de frambuesa y
zarzamora, las cuales constaron de un almacenamiento de 21 dias, en donde se observo

el crecimiento y efecto por la inoculacion de mohos en las frutas.

8.2. Morfologia microscopica y macroscépica de los mohos de rapida pudricion

previamente seleccionados

8.2.1 Identificacién microscépica y macroscépica de Botrytis cinerea.

> ldentificacion microscopica

B. cinerea, es un moho que deteriora rapidamente al tomate, en la Figura 122 se
ve la morfologia microscopica obtenida en esta investigacion, donde se observa un
micelio alargado, con conidios ramificados y formacién de esclerocios negros. Esta
morfologia es concordante con diversas investigaciones (Barnett & hunter,1998;
Ellis,1971; Terrones Salgado, 2019), cuyos autores afiaden a la morfologia micelio
septado, conidios sin una forma ovoide definida (Figura 12B) y conidiéforos (2 mm o mas)
largos y ramificados, con presencia de conidios elipsoidales u ovoides, a menudo con un
hilio ligeramente protuberante, incoloro a marron palido, liso. Por otra parte, Tauma
(2023) refiere que el 79.3% de los cultivos de muestras aisladas presentaron esclerocios.
Esto es importante ya que estos son peculiares de B cinerea como lo menciona Beever

y Weeds (2004) quienes apoyan que el tamafio de los esclerocios, la forma y el método
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de unidn de las conidias a los conidiéforos son Utiles para delimitar algunas especies de

Botrytis.

lmm

Figura 12. Morfologia microscopica de Botrytis cinerea. 12%) Microscopia realizada en el

laboratorio (tincion con azul de metileno 0.1 % visto a 10x). 12B) microscopia directa hecha por

Terrones Salgado Et al., (2019).

» Morfologia macroscoépica

Tauma nos refiere que las colonias de B. cinerea en PDA se pueden clasificar

en ochos tipos morfologicos y de acuerdo con Martinez et al. (2003) las colonias se

agrupar en 2 tipos: micelial (M) y esclerocial (S). La clasificacion de 8 tipos

morfolégicos de colonias de B. cinerea se agrupan en M1, M2, M3, M4, S1, S2, S3y

S4, en el cual para S toman en consideracion el tamafio, forma y ubicacion de los

esclerocios en la placa (radial concéntrica o en el borde de la placa) y para M se

considera un micelio grueso, suelto, lanudo, en masa o corto.

En la Figura 132 se observa una colonia joven (5 dias) de color blanco amarillento

con un aspecto pulverulenta que de acuerdo con la clasificacion de Tauma (2023) y

Martinez et al. (2003) es una colonia S: en la microscopia se observa la formacion de

esclerocios y la formacion de estos puede deberse a las condiciones de almacenamiento;

asi mismo Jarvis (1977) menciona que la luz promueve la esporulacion e inhibe la

formacion de esclerocios en B. cinerea. Tomando en consideracién este factor y el hecho

de que es una colonia joven; no se observa la formacion de esclerocios en la placa. Las
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colonias de B. cinerea por lo general inician con un color blanquecino y con el tiempo van
tomando coloraciones gris-amarillenta hasta llegar a formar colonias color gris (Ellis,

1971; y Barnett y Hunter, 1998), como se muestra en la Figura 13B.

Tauma aisl6 a B. cinerea en arandanos, encontrando que el 79.3% de las colonias
aisladas se clasificaron de tipo S; mientras que el 20.7% restante fueron M. Estos
hallazgos coinciden con otras investigaciones con diferentes hospedadores (Martinez et
al., 2003 y Gaber et al., 2019).

Botrytis cinerea

Figura 13. Morfologia macroscopica de Botrytis cinerea. En la Figura 132) se muestra la
colonia realizada en PDA acidificado con &cido tartarico al 10%. Figura 13B) la colonia de Botrytis

cinerea hecha por Memenza Miriam (2009).

8.2.2 Identificacién microscopica y macroscépica de Fusarium sp.

» ldentificacién microscopica.

En la Figura 142 se puede observar hifas alargadas, ramificadas y septadas, asi
mismo se ven macroconidias que tiene de 2 a 3 septos con forma curveada o de
horquillas; de acuerdo con Macias et al. (2015) Fusarium spp. se caracteriza por tener
macroconidias con septos que van de 2 a 5. Asi mismo se ve la presencia de
monofialides y la presencia de unas pocas clamidosporas que se encuentran individuales
y en las partes terminales de los monofialides. De acuerdo con John F. Leslie and Brett

51



A. Summerell (2006); a INEI ANLIS (2019) F. Oxisporum se diferencia porque sus células
conididgenas son monofilales, pero mas cortas que F. solani; por su parte Macias
Camacho et al. (2015) describen microscopicamente de una forma general a Fusarium
spp. como macroconidias septadas, alargadas y ligeramente curvas; y que produce

microconidios en abundancia.

De acuerdo con Bohorquez y Diaz (2010) describen a F. oxysporum como macro
conidias que tiene de 1 a 5 septos y las microconidios de forma ovoide o de rifion y
ocasionalmente de 1 a 2 septos, que nacen de estructura monofidlides, tal como se
muestra en la Figura 14B de Robles Yerena et al (2016); en donde se muestra
abundantes microconidios y monofidlides. Otra de las caracteristicas del género
Fusarium es la presencia de clamidosporas en algunas especies como son F. oxysporum
y F. solani (Bohorquez y Diaz, 2010), las cuales se describen en abundancia, de gran
tamano, hialinas, de pared lisa o rugosa y que se pueden encontrar aisladas o en parejas,
intercalares o terminales. Macias Camacho et al. (2015) menciona en su trabajo que, en

F oxysporum se forman clamidosporas individuales o en pares.

Figura 14. Morfologia microscépica de Fusarium spp. En la figura 14?) la microscopia
realizada por en el laboratorio (muestra directa a 10x). Figura 14B) microscopia directa hecha
por Robles Yerena et al., (2016).

> Identificacion macroscopica.

52



La morfologia macroscopica se muestra en la Figura 152, como una cepa joven
de 5 dias notado por su poco crecimiento en la placa, caracterizada por la presencia de
un color blanco y algodonoso caracteristico de las cepas de Fusarium spp. En la Figura
15B de Robles Yerena et al., (2016) se puede observar una colonia joven de 8 dias de
edad, la cual presenta un crecimiento rapido y de color blanco, caracteristico de una cepa

joven.

Retana et al. (2017), describieron los primeros estados de desarrollo de Fusarium
sp. aislado de arandano y cultivado en PDA con un crecimiento algodonoso de color
blanquecino-rosa, en sus primeros estados de desarrollo, posteriormente con forme el
micelio se fue desarrollando se torné en el centro un color levemente a purpura.
Bohorquez y Diaz (2010) dicen que el crecimiento en PDA es rapido iniciando con
colonias es lisas y algodonosas; y que con el tiempo obtiene un aspecto como el fieltro,
de color blanco o salmén pdélido, tifiéndose de purpura su zona central. Las
esporodoquia, presente en algunas cepas, da una coloracién crema anaranjada al
cultivo; asi mismo Macias Camacho et al, (2015) describen que las cepas de Fusarium
spp. presentan micelio blanco, algodonoso con produccion de un pigmento difusible a

rosa.

Figura 15. Morfologia macroscopica de Fusarium spp. en PDA acidificado con &cido
tartarico al 10%. En la figura 152 se muestra el cultivo realizado en esta investigacién. Figura 15B

colonia realizada por Robles Yerena et al., (2016).
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8.2.3 Identificacion microscépica y macroscopica de Rhizopus sp.
> ldentificacion microscopica.

En la Figura 16A muestra la microscopia de Rhizopus donde se aprecia la
estructura de un esporangioforo con micelio no septado con una tonalidad obscura (color
puede ser atribuido a la tincion). En la parte superior de la microscopia se encuentra un
esporangio con forma subglobosa y color mas obscuro, caracteristico de Rhizopus spp.
Ademas, en todo el campo se observan pequefias estructuras que pertenecen a las
esporangiosporas. Esta ultima informacién no es concordante con lo mostrado por
Lezcano et al (2010), Figura 16B ya que en la imagen no se apreciar la forma de las
esporangiosporas, pero si se observan algunos rizoides. De igual forma no se aprecian
las estructuras de estoldn caracteristico de la union de esporangioforos de Rhizopus spp.
Lezcano et al. (2010) realizaron una descripcion mas amplia de Rhizopus spp. como un
saprofito con esporangiéforos con un tamafio de 900 a 3100 um de largo de paredes
lisas, no septado de color pardo claro, que surgen en grupos de 3 0 mas (dependiendo
la especie), a partir de rizoides y estolones opuestos, los cuales son hialinos. Los
esporangios tienen forma globoso o subglobosa, con una coloracion inicial blanca y

después negra.

Las esporangiosporas presentan diversas formas: alargadas, ovaladas y
redondas, pero casi siempre son irregulares de tamafio variable; esta descripcion
concuerda con Malone y Muskett (1964) para hacer referencia a la especie de R.
stolonifer. Por otro lado, Farrera et al. (2007) sefiala que en los primeros estadios del
micelio es blanco o hialino y después torna a una leve coloracién marrén y que las
esporangiosporas son oscuras, redondeadas de superficie rugosa. En una investigacion
realizada por Cruz Lachica et al. (2017) sobre la pudricion blanda en frutos de papaya
describen a R. oryzae, con micelio aéreo de color blanco en un inicio y posteriormente
grisdceo con esporangios de color café oscuro a negro, que contiene esporangiosporas

de apariencia estriada. En este caso en la Figura 17B se muestra la microscopia de
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Rhizopus sp. observando los esporangios del zigomiceto, asi como algunos rizoides, en
la base de los esporangioforos que no se ramifican.

www.idimages.org

Figura 16. Morfologia microscopica de Rhizopus sp. Figura 16A) microscopia realizada
en el laboratorio (tincion con azul de metileno 0.1 % visto a 10x). Figura 16B microscopia de

Rhizopus sp. realizada por Bonifaz (2012).
> Identificacion macroscopica.

La Figura 17B muestra la morfologia de referencia de Rodriguez (2016), con la
imagen de una colonia madura de Rhizopus spp. de morfologia vellosa, algodonosa,
blanca grisacea por la madurez del cultivo. Estos datos son parcialmente comparables
con la Figura 17A, ya que muestra una colonia micelial de blanco a gris, algodonosa, con
la aparicion de tonalidades café a marrén y unos puntos de coloracion negra indicando

la presencia de esporangios caracteristica de las cepas de Rhizopus spp.

En la investigacion de Farrera et al. (2007), en el cual aislaron a R. stolonifer en
PDA mencionan que muestran un micelio blanco en los primeros estadios y luego
cambian a marrdon en donde se destacan puntuaciones negras. En comparacion de los
aislamientos hechos por Lezcano et al. (2010) en PDA, describen que obtuvieron cepas
color blanca algodonosas cuando son jovenes y se tornaron a color parduzco con la
madurez, y una caracteristica importante de Rhizopus spp. es que es un rapido

crecimiento; ellos describen que las colonias cubrieron la placa Petri a las 24 a 48 h. en
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cuanto a R. oryzae descrito por Cruz Lachica et al., menciona que tiene un micelio aéreo

color blanco en un inicio y posteriormente grisaceo.

Figura 17. Morfologia macroscopica de Rhizopus spp. en PDA acidificado con &cido
tartarico al 10%. Figura 17A) se muestra el cultivo realizado en esta investigacion. Figura 17B)

colonia de Rhizopus sp hecha por Rodriguez, (2016).

8.3. Evaluacion antifungica del eugenol y cinamaldehido en fase vapor

La evaluacion antifingica de los compuestos volatiles se obtuvo a partir de los
datos obtenidos del vertido en placa (NOM-111-SSA1-1994). Estos valores permitieron
realizar las cinéticas de cada moho deteriorador a 20 dias de almacenamiento. Las
cinéticas de crecimiento de los mohos deterioradores contrastan con el efecto de
inhibiciébn de crecimiento (ciclos logaritmicos) que se produce, cuando se utilizan las
diferentes concentraciones de compuestos puros. En la Figura 19A y 19B se muestra el

efecto que ocasiond el eugenol y cinamaldehido vs B. cinerea respectivamente.

En la Figura 19A se observa el efecto de eugenol a los 5 dias de almacenamiento
mostrando que no existe diferencia (<_1 ciclo log) entre ninguna de las concentraciones
utilizadas (concentracién baja: 30.8 ul/L, media: 61.6 pl/L y alta: 92.4 ul/L) y el control.
No obstante, después de los 10 dias de almacenamiento se logro un efecto significativo
en todas las concentraciones (> 1 ciclo log), siendo la concentracion de 30.8 pl/L la que
mostro menor inhibicion; esta tendencia siguié durante los siguientes dias mostrando la

mayor inhibicion a los 20 dias de almacenamiento en donde se logré disminuir hasta 3
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ciclos log en todas concentraciones utilizadas sin que exista una diferencia significativa
entre ellas (alta, media y/o baja).

Un efecto contrastante se observo con el cinamaldehido vs Botritis (Figura 19B),
ya que al dia 5 de almacenamiento no se mostré ningun efecto entre los jitomates con y
sin las diversas concentraciones del compuesto puro (concentracion baja: 43.1 pl/L,
media: 73.9 ul/L y alta: 104.7 pl/L) en fase vapor. Sin embargo, al aumentar los dias de
almacenamiento se puede observar el efecto inhibitorio de todas las concentraciones de
cinamaldehido con respecto al control. Al dia 15 de almacenamiento la concentracion de
104.7 pl/L alcanza la mayor diferencia con 2 ciclos log respecto al control. Finalmente, a
los 20 dias de almacenamiento se muestra que el efecto inhibitorio de la concentraciéon
de 43.1 ul/L disminuye (< 1 ciclo log), con una tendencia a igualar al crecimiento del
control. Pero las concentraciones de 73.9 ul/L y 104.7 pl/L siguen con la tendencia
inhibitoria > 1 ciclo log. El efecto que tiene la concentracion baja puede deberse a 3
factores: 1) que la concentracion de cinamaldehido se haya saturado, 2) que por su
naturaleza el efecto inhibitorio se termine, 3) B. cinerea genere una resistencia después

de dias de almacenamiento con cinamaldehido.
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Figura 19. Cinética de B. cinerea inoculado en tomate uva con diferentes concentraciones
de eugenol 18A y cinamaldehido 18B colocado en fase de vapor (mL/L de aire), almacenado por
20 dias (25° C). m: sin compuesto puro, A: concentracion baja, e: concentracion media y +:
concentracion alta. (Eugenol. Baja: 31 mL/L, Media: 62 mL/L, Alta: 92 mL/L. Cinamaldehido. Baja:
43 mL/L, Media: 74 mL/L, Alta: 105 mL/L).
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Fusarium sp. fue otro moho deteriorador evaluado en tomate uva, quien mostré
mayor resistencia a las concentraciones de eugenol en comparacion con B. cinerea. En
la Figura 20A se muestra este efecto ya que el mayor efecto inhibitorio (1 ciclo log), lo
logré a la concentracion mas alta de eugenol (92.4 ul/L). Esta tendencia sigue a los 10
dias de almacenamiento, ya que es la Unica concentracién capaz de aumentar el efecto
inhibitorio a 1.5 ciclos log. Es decir, las concentraciones < 92.4 ul/L no tienen efecto
significativo en comparacion con el control. Sin embargo, a los 20 dias de
almacenamiento el efecto aumento, la concentracion alta alcanzo una inhibicion de 2.5

ciclos log y la concentraciones baja y media obtuvieron un efecto < 1.5 ciclos log en
comparacién con el control.

El comportamiento de cinética es diferente en la Figura 20B de cinamaldehido;
este no presenta ninguna diferencia significativa en los primeros dias de almacenamiento
en las concentraciones baja y media en comparacion del control; pero a los 15y 20 dias
se nota como se inhibe el crecimiento de F sp. siendo como maximo efecto a los 20 dias
por la concentracién alta, alcanzando su efecto inhibitorio de hasta 1.5 ciclos log; que es

menor al efecto alcanzado por eugenol.
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Figura 20. Cinética de Fusarium sp. inoculado en tomate uva con diferentes
concentraciones de eugenol 19A y cinamaldehido 19B colocado en fase de vapor (mL/L de aire);

almacenado por 20 dias (25° C). m: sin compuesto puro, A: concentracion baja, e: concentracion
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media y ¢: concentracion alta. (Eugenol. Baja: 31 mL/L, Media: 62 mL/L, Alta: 92 mL/L.
Cinamaldehido. Baja: 43 mL/L, Media: 74 mL/L, Alta: 105 mL/L).

En el caso de Rhizopus sp. es muy patrticular, tal y como se observa en la Figura
21Ay 21B hay un mayor efecto de resistencia en ambos casos. La tendencia del control
a lo largo de los 20 dias fue de un crecimiento lento pero exponencial y en el caso de las
concentraciones de eugenol, se observa que la concentracion baja tiene un efecto de 1
ciclo log hasta los 20 dias y la concentracion mas alta alcanza un efecto de 2 ciclos log.
En el caso de cinamaldehido la concentracion baja tiende a tener un efecto nulo frente a
Rhizopus sp., mientras que las concentraciones medias y altas a los 20 dias de

almacenamiento demostraron el mejor efecto generando; un efecto de inhibicion de 2

ciclos log.
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Figura 21. Cinética de Rhizopus sp. inoculado en tomate uva con diferentes
concentraciones de eugenol 20A y cinamaldehido 20B colocado en fase de vapor (mL/L de aire),
almacenado por 20 dias (25° C). m: sin compuesto puro, A: concentracion baja, e: concentracion
media y ¢: concentracion alta. (Eugenol. Baja: 31 mL/L, Media: 62 mL/L, Alta: 93mL/L.
Cinamaldehido. Baja: 43 mL/L, Media: 74 mL/L, Alta: 105 mL/L).

El efecto inhibitorio fungistatico que generd eugenol y cinamaldehido puede
deberse a distintos factores como se describen en la literatura; en donde los compuestos
puros como el eugenol tienen actividad bacteriana y fungicida como lo explica Gill et al.

(2006) en su trabajo “Inhibiciébn de ATPasas unidas a membrana de Escherichia coli y
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Listeria monocytogenes”; explicando el mecanismo por el cual afecta las ATPasa unidas

a la membrana; teniendo efectos en la produccién de ATP y en la regulacion del pH.

Asi mismo se han descrito en varias investigaciones los efectos que tiene eugenol
como agente conservante en alimentos; Jahanshiri et al.(2015), en su investigacion
“Efecto inhibidor del eugenol sobre la produccion de aflatoxina B1 en Aspergillus
parasiticus al regular negativamente la expresion de genes importantes en la via
biosintética de la toxina” demuestran el efecto que tiene eugenol a distintas
concentraciones; ellos encontraron que de acuerdo a la concentracion que se aplicaba
de eugenol, era el efecto de inhibicion ante A. parasiticus, teniendo en cuenta que igual
logré disminuir la expresiones de genes ver-1, nor-1, pksA, omtA y aflR, disminuyendo

asi mismo las aflatoxinas.

En la trabajo realizado por Casado Quesada (2016) en el cual nos muestra
“Propiedades antimicrobianas y liberacion de cinamaldehido en films de PLA” demuestra
gue todo los films fueron efectivos en el control antimicrobiano para E coli y L. innocua,
asi mismo muestra en su cinética de crecimiento el efecto bacteriostatico que posee
cinamaldehido; en su investigacion se observa la cinética de liberacién de cinamaldehido
en el cual utilizaron 2 tipos de alimentos, uno con pH neutro y uno de pH acido, en donde
se puede observar que desde el dia 1 hay efecto de liberacion y los valores de equilibrio
se alcanzan a tiempos largos de contacto (del orden de 8-16 dias), dependiendo del

simulante y del film.

En cada una de las cinéticas de B cinerea, Fusarium sp. y Rhizopus sp., puede
observar un efecto fungistatico, esto dependiendo de cada una de las concentraciones
aplicadas, teniendo en cuenta que el mayor efecto lo obtuvo la concentracion alta en
todos los casos y siendo la excepcion de un efecto fungistatico la concentraciébn menor
de cinamaldehido vs Rhizopus sp. por lo que puede deberse a distintos factores como:
1) La concentraciones utilizadas de cinamaldehido fueron muy bajas para poder alcanzar
un efecto de inhibicidén notorio en las cinéticas de Rhizopus sp. 2) Pudo haber un escape

de la fase gaseosa de cinamaldehido en la cAmara realizada. 3) Otro de los factores
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puede ser que Rhizopus sp. pudo generar resistencia a las concentraciones bajas de
cinamaldehido.
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9. CONCLUSIONES

e Se logr6 aislar los principales mohos que causan un mayor efecto de
deterioro en tomate (Solanum lycopersicum var uva).

e Se logré identificar de manera micro y macroscopicamente a Botrytis
cinerea, Fusarium sp y Rhizopus sp. principales mohos que causan un
efecto de podricion rapida en tomate.

e Se evaluo el efecto antifingico de eugenol y cinamaldehido vs mohos
deterioradores, concluyendo que a concentraciones altas propuestas (92
uL/L para eugenol y 105 uL/L para cinamaldehido) se ve el mayor efecto
antifangico.

e Eugenol presentd un mayor efecto fungistatico que cinamaldehido.

e Rhizopus sp. fue el moho que tuvo mayor resistencia a los tratamientos de

eugenol y cinamaldehido.
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10. SUGERENCIAS

e Realizar cinéticas utilizando concentraciones mas altas de eugenol y
cinamaldehido.

e Utilizar otros tipos de compuestos naturales a diferentes concentraciones.

e Determinar analisis sensoriales a los tomates con eugenol y cinamaldehido
a sus distintas concentraciones utilizadas (para determinar que los
compuestos no afecten sus caracteristicas organolépticas).

e Utilizar microscopia electronica de barrido para observar el dafio o efecto
causado por eugenol y cinamaldehido a nivel morfolégico de los mohos.

e Determinar el mecanismo de accion de eugenol y cinamaldehido sobre

Botrytis cinérea, Fusarium sp y Rhizopus sp.
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