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RESUMEN

El fruto de aguacate representa un ingreso economico muy importante a nivel local,
nacional e internacional. México es el principal pais exportador de este fruto a nivel
mundial. Sin embargo, las enfermedades por hongos representan un problema
econdémico ya que se han registrado pérdidas de hasta un 60% en la produccion.
En este trabajo se identificaron tres hongos filamentosos por secuenciacion de ADN
que fungen como fitopatégenos de frutos de aguacate Hass recolectados en
Yaonahuac, Puebla, México. Los hongos identificados fueron Fusarium
verticillioides, Fusarium solani y Clonostachys rosea. Por otro lado, se extrajeron,
caracterizaron y evaluaron los aceites esenciales de Thymus vulgaris, Cinamomum
verum, Litsea glaucescens, Pelargonium graveolens, Barkleyanthus salicifolius,
Ageratina rivalis y Eupatorium petiolare frente a estos microorganismos. Se obtuvo
una MIC de 2.993+0.061 mg/mL de aceite esencial de canela frente a F.
verticillioides y 2.137+0.042 mg/mL de aceite esencial de tomillo frente a F. solani.
En el caso de C. rosea, su MIC fue de 4.274+0.1 mg/mL y 2.993+£0.061 mg/mL de
aceite de tomillo y canela respectivamente. De acuerdo con los resultados arrojados
por la técnica de microdilucion en caldo, se procedié a elaborar los materiales
impregnados con aceite de canela y tomillo. Se elaboraron dos tipos de arcillas: una
cationica, la halloysita y otra anidnica, la hidrotalcita ambas impregnadas con aceite
esencial de canela. Las muestras fueron caracterizadas por difraccion de rayos X,
analisis térmicos y evaluadas contra C. rosea. Se observé que la hidrotalcita CANF1
tuvo una MIC de 3.33 mg/mL y la hidrotalcita CANF2 una MIC de 1.66 mg/mL.
También se elaboraron, caracterizaron (FT-IR, SEM, grosor, opacidad vy
transmitancia) y evaluaron peliculas de quitosano con aceite esencial de canela y
tomillo. Se demostré que la pelicula con aceite esencial ofrece una mayor proteccion
con 1.3% de aceite esencial en frutos de aguacate infectado durante 21 dias. Esto
se corrobor6 con la medicion de la firmeza del fruto y los analisis bromatolégicos

incluyendo la determinacion de acidos grasos especificos en los dias 0, 7, 15y 21.

Palabras clave: Aguacate, actividad antifUngica,materiales hibridos.



ABSTRACT

The avocado fruit is a relevant economic income at the local, national and
international levels. Mexico is the main exporter of this fruit worldwide, however,
fungal diseases represent an economic problem since production losses may be
around 60%. In this work, three filamentous fungi with phytopathogenic activity were
isolated from Hass avocado fruits collected in Yaonahuac, Puebla, Mexico and
identified by DNA sequencing. These fungi were Fusarium verticillioides, Fusarium
solani and Clonostachys rosea. On the other hand, the essential oils of Thymus
vulgaris, Cinamomum verum, Litsea glaucescens, Pelargonium graveolens,
Barkleyanthus salicifolius, Ageratina rivalis and Eupatorium petiolare were
extracted, characterized and evaluated against these microorganisms. The MIC
values for cinnamon essential oil against F. verticillioides oil was 2.993+0.061 mg/mL
whereas that of thyme essential oil against F. solani was 2.137+£0.042 mg/mL. For
C. rosea, the MIC of thyme and cinnamon essential oils were 4.274+0.1 mg/mL and
2.993+0.061 mg/mL, respectively. According to the results obtained by the broth
microdilution method, new materials impregnated with cinnamon and thyme oil were
elaborated. Two types of clay were made: one cationic, halloysite, and another
anionic, hydrotalcite, both impregnated with cinnamon essential oil. The samples
were characterized by X-ray diffraction, thermal analysis and evaluated against C.
rosea. The hydrotalcite CANF1 exerted a MIC of 3.33 mg/mL whereas the
hydrotalcite CANF2 produced a MIC of 1.66 mg/mL. Chitosan films with the essential
oils of cinnamon and thyme were also manufactured, characterized (FT-IR, SEM,
thickness, opacity and transmittance) and evaluated. The films containing 1.3 % w/v
essential oil showed greater protection in infected avocado fruit for 21 days. This
effect was endorsed by measuring fruit firmness, which is related to bromatological

content and specific fatty acids accumulated on days 0, 7, 15, and 21.

Keywords: Avocado, antifungal activity, hybrid materials.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El aguacate (Persea americana Mill) pertenece a la familia Lauraceae y es originario
principalmente de Guatemala y México. Rodriguez & Sanchez, (2005) reportaron
indicios de consumo de aguacate en Coxcatlan ubicado en Tehuacan, Puebla-
México. Esta es la evidencia mas antigua que datada entre los afios 8,000-7,000
A.C. Sin embargo, existen cultivares dentro de las cuales destacan Hass, Fuerte y
Criollo. Este fruto representa un ingreso econémico importante para el mercado
local, nacional e internacional de cualquier pais (Xoca et al., 2018).

El aguacate se cultiva en mas de 60 paises de los que destacan México, Chile,
Republica Dominicana, Indonesia, Pera y Colombia. El principal pais proveedor
internacional de este fruto es México con una aportacion de 45.95% del valor de las
exportaciones mundiales. Chavez et al., (2019) mencionan que este fruto es el mas
exitoso en la exportacion agroalimentaria a nacional. A nivel nacional, México tiene
una produccién anual de alrededor de 2,257,291.38 toneladas. Esta produccion se
obtiene de una superficie de cosecha de 209,480.63ha, obteniendo un rendimiento
de alredor de 10.78 t/ha (SIAP, 2020).

Por otra parte, el aguacate es una fuente importante de nutrientes dentro de los
cuales destacan el aporte de vitaminas A, By C (Bhuyan et al., 2019). Ademas de
ello, este fruto aporta algunos minerales como K, P, Mg y Fe (Pedreschi et al., 2019).
Impide la aceleracién del envejecimiento y beneficia al sistema digestivo por la
presencia de antioxidantes y fibra dentro de su composicion nutrimental (Rosero et
al., 2019). Dentro de su aporte lipidico se encuentra alto contenido de &cido
linoléico, acido oléico, acido palmitoléico y acido palmitico, asi como bajo contenido
de acido esteéarico (Bill et al., 2014).

No obstante, mientras este fruto representa una fuente de oportunidad para muchas
personas, se ha observado que algunos cultivos forman parte de las estadisticas de
Alai mentos perdidos o desperdici ados Ger
humano como actor intelectual. La produccién de aguacate no se descarta de la
estadistica antes mencionada ya que esta sujeta a grandes pérdidas debido a la

intervencién de factores de origen bidtico y abibtico presentes durante el ciclo



biologico del fruto y desde la cosecha hasta la comercializacion del fruto (Trinidad-
Angel et al., 2017; Arpaia et al., 2018). Estas pérdidas se reflejan por diversas
causas como la presencia de enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus
haciéndo al fruto mas vulnerables al ataque por otros fitopatdgenos. Si bien, la
calidad de un fruto siempre influye para la exportacion a nivel mundial ya que debe
ser de la mas alta calidad (Chavez et al., 2019).

Algunas de las enfermedades por las cuales se llegan a perder hasta 60% de la
produccién son la rofia, marchitez, manchas y pudricion de fruto. Dentro de los
microorganismo encargados de causar estas enfermedades, se encuentran hongos
como Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus stolonifer, Dothiorella sp,
Phytophthora cinnamomi, Sphaceloma perseae, Fusarium sp, entre otros.
Actualmente, la agricultura organica busca implementar alternativas que reduzcan
el dafio al medio ambiente, proteger la salud del productor y consumidor asi como
disminuir el uso de agroquimicos. Dentro de las alternativas se encuentra el uso de
aceites esenciales ya que se ha demostrado que la mayoria de las especies
aromaticas vegetales contienen voltiles con actividad defensiva. Ademas, se ha
demostrado que estos metabolitos secundarios poseen actividad antimicrobiana de
amplio espectro y que en combinacidén con otros materiales potencializan el efecto

fungicida.



2. ANTECEDENTES

2.1 Aguacate

2.1.1 Generalidades del aguacate

Al rederdor del mundo, existen 400 variedades de este fruto que presentan
caracteristicas diferentes con base en la forma, color y peso del fruto. Ademas, este
fruto de clasifica en tres razas horticolas mexicana, antillana y guatemalteca.
También, existe otra clasificacion tomando como referencia las clases en las que se
encuentra el aguacate Hass, fuerte, criollo, bacon entre otros.

El nombre cientifico de este fruto es Persea amerciana y el nombre en nahuatl es
Ahuacatl que significafit est 2 cul os f@utolcrec® erbadbbles frondosos e
con flores que nacen todo el afio. Por ello se considera que es un arbol perenne ya
que el fruto se encuentra todo el afio (SAGARPA, 2017).

2.1.2 Taxonomia

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: Persea americana Mill. (Pérez et al., 2015).

2.1.3 Caracteristicas botanicas

La raiz del aguacate es pivotante y ramificada de las cuales las raicillas secundarias
y terciarias se distribuyen en la supercie.El tallo es cilindrico, lefioso, ramificado y
erecto. Posee una corteza aspera y a veces surcada.Su copa tiene una estructura
globosa y sus hojas jovenes poseen un color verde rojizo y cuando maduran toman
un color verde un tanto opaco. Esta hojas se encuentran en espiral y brotan como

racimos. Ademas, tienen una longevidad que va de 10 a 12 meses.



En etapa de floracion, las flores poseen un color verde claro que miden 10 mm de
diametro, tienen simetria radial, 6rganos sexuales masculinos conocidos como
estambres (antera blanca y filamento verde) y drganos sexuales femeninos
llamados pistilos (blancos). Aular & Casares, (2011) menciona que cuenta con dos
grupos de nectarios por un lado estan los estaminodios y por el otro se encuentran
los verdaderos. Contiene un céliz con tres sepalos y una corola con 12 estambres.
Segun la SAGARPA, (2017) menciona que cada arbol puede producir hasta un
millén de flores y solo el 0.1% se transforma en fruto.

Por su parte, el fruto se caracteriza por ser una baya de proviene del gineceo
unicarpelar y que cuando este madura la pulpa toma una consistencia como la de
la mantequilla dura (SAGARPA, 2017). El pericarpio contiene tres capas, la primera
es el exocarpio que corresponde a la céscara del fruto. Enseguida esta el
mesocarpio que es la pulpa y finalmente se encuentra el endocarpio que es una
delgada cubierta que protege la semilla (IPGRI, 1995). Esta semilla carece de
endospermo en su madurez, es formada por dos cotiledones y una plumula.
Contiene hipocotileo y radicula y esta rodeado por dos cubiertas adheridas por el

centro.

2.1.4 Ciclo biolégico del aguacate.

AN
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Figura 1. Ciclo biolégico del aguacate. Fuente: Elaboracion propia.



El aguacate se caracteriza por ser un arbol perenne, es decir da frutos todo el afio
y su crecimiento es activo durante todo su ciclo biologico (Figura 1). Amortegui et
al. (2001) menciona que este proceso se divide en cuatro fases. La fase vegetativa
consta de yemas vegetativas que se transforman para generar crecimeinto en las
ramas del arbol y dura entre 8 y 10 meses con un reposo de 2 a 4 meses. En la fase
de floracion emergen dos tipos de yemas. Por un lado, la yema terminal o apical
gue se desarrolla vegetativamente y por otro se encuentran las yemas axilares que
generean las inflorescencias.

La tercera fase se denomina fructificacion donde inicia el procesos de multiplicacon
celular para formar un fruto. La duracion de esta fase depende de los factores
genéticos y ambientales donde se encuentra el cultivo. Ademdas, tiene
requerimientos muy especificos para desarrollarse. El agua es el principal recurso
gue una planta necesita para su desarrollo. Se ha observado que la ausencia de
este recuros, el tamafio del fruto de aguacate se ve afectado. Dentro de los
nutrientes que requiere se encuentra el N ya que influye en el proceso de cuajado,
capacidad de permanencia y desarrollo del fruto en el arbol. El Zn, es un elemento
que beneficia la formacion de frutos y ramas. El tercer requerimiento es el ambiente
en el que se desarrollo ya que el lugar debe ser libre de vientos calurosos y secos
o heladas.Ademas, el cultivo debe estar en latitudes de entre 800 a 2500 m, en el
suelo arcilloso o franco-arcilloso para un buen drenaje (SAGARPA, 2017).

El estado de madurez es la Ultima fase y se divide en tres partes a lo largo del ciclo
bioldgico. La primera es la madurez fisiologica y esta se caracteriza porque la
semilla es visible para germinar. Luego se tiene la madurez comercial que es
cuando el fruto cumple con el tamafio coracteristico del cultivar (cosecha).
Finalmente, la madurez en el consumo que es cuando el fruto tiene las mejores

propiedades organolépticas.

2.1.5 Contenido nutricional.

Valero et al. (2018) menciona que el agua contenida en el aguacate es poca a la

encontrada en otras frutas, el aporte lipidico es mayor, y este se ve reflejado en el



aporte caldrico como lo muestra en la Tabla 1. El aguacate se caracteriza por tener
un alto contenido de grasas. Dentro de las grasas se encuentran las insaturas
destacando de entre ellas el alto contenido de acido oleico en g/100g. Asi mismo,
los frutos de aguacate contienen vitamina E como potente antioxidante, vitamina C
y vitamina B6.

Tabla 1. Composicion nutricional del fruto de aguacate. Fuente: Valero et al., (2018)

Por 100 g de Por racion

porcién comestible (200 g)
Energia (kcal) 141 200
Proteinas (g) 15 2.1
Lipidos totales(g) 12 17.0
AG saturados (g) 1.41 2.0
AG monoinsaturados (g) 9.01 12.79
AG poliinsaturados (g) 1.04 1.48
¥ 3 (g)* 0.046 0.065
Cl18:2 Lin9@ei 0.986 1.400
Colesterol (mg/1000 kcal) 0 0
Hidratos de carbono (g) 5.9 8.4
Fibra (g) 1.8 2.6
Agua (9) 78.8 11.2
Calcio (mg) 16 22.7
Hierro(mg) 0.7 1.0
Yodo 2 2.8
Magnesio (mg) 41 58.2
Zinc (mg) 0.3 0.4
Sodio (mQ) 2 2.8
Potasio (mQ) 400 568
Fésforo(mg) 28 39.8
Selenio (ug) Tr Tr.
Tiamina (mg) 0.09 0.13
Riboflavina (mg) 0.12 0.17
Equivalentes niacina (mg) 15 2.1
Vitamina Bs (MQ) 0.42 0.60
Fosfatos (ug) 11 15.6
Vitamina B2 (UQ) 0 0
Vitamina C (mg) 17 24.1
Vitamina A: Eq. Retinol (png) 25 35.5
Vitamina D (ug) 0 0
Vitamina E (mg) 3.2 4.5




2.2 Importancia

A nivel mundial, México es el principal pais productor y exportador de aguacate.
Gracias a la apertura de la frontera y el Tratado de Libre Comercio con Estados
Unidos, este se convirtio en el mayor importador de este fruto. Aunque Estados
Unidos impuso regulaciones, la produccion y comercializacion de este fruto
representa un fuente importante en términos de bienestar para las familias
generando empleo y un impacto econémico para el pais.

El aguacate es considerado un cultivo que trae beneficios como la alta produccion
y demanda en el mundo. Por otro lado, contiene un alto contenido de energia,
proteinas y minerales alojados en la pulpa del fruto (Pérez et al., 2015). Ademas,
poseen algunas propiedades medicinales anti-raquiticas, combaten la fiebre, los
cOlicos mentruales y la migrafa. El aceite que se extrae en algunos casos se utiliza
para aliviar el reumatismo (Santillan et al., 2008).

Recientemente se ha comprobado que el aguacate es el vegetal que contiene mas
carnitina, un 4cido aminado que interviene en el metabolismo del masculo cardiaco,
por lo que se esta usando en el tratamiento de cardiopatias y en la falta de apetito.
Ademas, se utiliza como complemento de todo tipo de comidas debido a su
contenido nutricional por lo que es una buena fuente de ingresos para los

productores.

2.3 Produccion de aguacate Hass

Segun datos de la FAO, (2019) los principales paises productores son México, Pera
e Indonesia con un 68.3% de la produccion total de aguacate aproximadamente de
2.8 millones de toneladas anuales de 4.1 millones de toneladas a nivel mundial.
Ademas, de estos paises, Chile, Republica Dominicana y Colombia son productores
importantes. Sin embargo, México sigue siendo el principal productor, consumidor
y exportador con una tercera parte de la produccion del mundo.

En la Figura 2, se muestra también a los principales paieses importadores de

aguacate con los mas alto volimenes de aguacate.
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Figura 2. Principales paises importadores y exportadores de aguacate. Fuente: Elaboracion
propia.



2.3.1 Produccién de aguacate en México

Elaguacate mexicanome j or conoci do cseconsumden3ipaises ver deo

lo cual impacta positivamente la economia de lo productor generando ingresos al
pais. México es el principal proveedor del mercado internacional con una
exportacion de 45.95% del valor de las exportaciones mundiales, es decir, tiene una
aportacion de 1,664,000 toneladas. Ademas, este fruto es el mas exitoso de la
exportacion agroalimentaria a nivel nacional y muy importante en la dieta.

La SAGARPA, (2017) describe que las exportaciones mexicanas de aguacate en el
2016 representaron un porcentaje significativo de las importaciones de Guatemala
(100%), Canada (95.41%), Japon (97.72%), Estados Unidos (91.32%) y el Salvador
(90.23%) de los cual México tuvo un ingreso econdmico que beneficio a los
productores de todas partes del pais.

A inicios de 2020, el area sembrada de aguacate fue de 241,140 ha, de las cuales
se cosecharon 164,346 ha, es decir, se cosecharon 15,161 ha correspondiente al
10.2% mas con respecto al 2019. La mayor parte de la produccion obtenida de
aguacate en México es de Michoacan con una aportacion de 195,366 toneladas, es
decir, el 94.6% del total de la produccién nacional. Existen algunos estados que al
paso de los afios han incrementado su produccion, como Jalisco (19.6%),
Michoacén (0.2 %), Oaxaca (12.8%) y Guerrero (11.1%) (SADER, 2020).

En la Tabla 2 se muestra la produccion de aguacate por estado, estos datos fueron
extendidos por SIAP, (2021). Obteniendo una baja de 162,879.81 toneladas en la
produccion de este fruto y un rendimiento de 0.745 ton/ha. El comercio de aguacate
y otros productos horticolas por parte de México a otros paises es gracias a que se
cumplen con los requerimientos de sanidad e inocuidad impuestos por cada nacion
a la que se exporta. Actualmente, existe un estatus fitosanitario que brinda a los
productores el beneficio de comercializar su producto a mercados nacionales e
internacionales (SENASICA, 2017).



Tabla 2. Produccién de aguacate por estado en septiembre 2021. Fuente: SIAP (2021)

Entidad Superficie Produccion | Rendimiento
(ha) Ton/ha (udm/ha)
Sembrada |Cosechada| Siniestrada
1|Aguascalientes 55.85 0 0 0 0
2 | Baja California 64.5 0 18 0 0
3|Baja California 108 25 2 121.81 4.87
Sur

4 | Campeche 88.5 74 0 759.9 10.27
5| Colima 750.5 719.5 0 4,855.54 6.75
6 | Chiapas 3,373.81 1,739.31 0 8,241.01 4.74
7 | Durango 1,095.73 1,053.94 0 3,424.50 3.25
8 | Guanajuato 289.2 185.5 0 1,286.77 6.94
9 | Guerrero 3,475.58 2,870.41 0 19,846.26 6.91
10 | Hidalgo 894.7 436.7 0 3,087.58 7.07
11 | Jalisco 27,777.42| 21,413.56 0| 137,835.70 6.44
12 | México 11,362.16 7,709.49 0 88,591.20 11.49
13| Michoacéan 174,992.35| 166,918.20 0]1,369,155.64 8.2
14| Morelos 5,728.00 5,580.00 6 45,365.80 8.13
15 | Nayarit 7,933.30 6,939.30 0 24,369.91 3.51
16 |Nuevo Ledn 699 699 0 1,347.15 1.93
17 |Oaxaca 3,676.92 2,608.03 0 8,648.24 3.32
18| Puebla 3,283.78 2,388.45 0 18,024.23 7.55
19 | Querétaro 178 117.5 0 163.32 1.39
20 | San Luis Potosi 76.5 29.5 0 133.05 4.51
21 |Sinaloa 149.35 135 0 131.93 9.77
22| Sonora 418.8 0 0 0 0
23 | Tabasco 59 59 0 264.45 4.48
24 | Tamaulipas 26 0 0 0 0
25 | Tlaxcala 28 27 0 207.9 7.7
26 | Veracruz 1,042.30 737 0 6,230.45 8.45
27 | Yucatan 575.3 409.8 0 9,915.85 24.2
28 | Zacatecas 45.5 0 0 0 0

Total 248,248.05 | 222,753.69 26(1,752,008.19 7.87

10




2.3.2 Produccién estatal

De acuerdo con el Comité Nacional de Productores de Aguacate (Conapa), el
estado de Puebla suma 3,178 hectareas dedicadas a este fruto. En la entidad
existen 42 municipios productores entre los que destacan Quimixtlan, Tochimilco,
Atlixco, Tepexi de Rodriguez los cuales avanzan en el registro de zonas libres de
barrenado que es uno de los requisitos de las autoridades sanitarias para mas
adelante poder exportar. La APEAM (Asociacién de Productores y Empacadores
Exportadores de Aguacate de México) indicé que hasta el momento no existe ninguin
impedimento para que el aguacate mexicano llegue a la mesa de los consumidores
en Estados Unidos (L6pez, 2019).

Por otro lado, a nivel nacional, Puebla dejé de estar dentro de los primeros 8
productores. En el ciclo 2017-2018 fue el ultimo ciclo que Puebla estaba de los 8
primeros como se observa en las Tablas 3 y 4. Sin embargo, segun los ultimos datos
brindados por SIAP en septiembre 2021, Puebla se encuentra en sexto lugar como

productor de aguacate a pesar de que la produccioén a nivel nacional disminuy®.

Tabla 3. Produccidn de aguacate (miles de toneladas) en el ciclo 2017-2018. Fuente: SIAP

Entidad Produccion Variacion Estructura
Federativa 2017 2018 % %
18/17 2018

Nacional 1,762.1 1,959.9 11.2 100.0
Michoacan 1,368.5 1,497.2 9.4 76.4
Jalisco 136.2 173.3 27.2 8.8
México 93.0 95.1 2.3 49
Nayarit 40.2 49.2 22.6 2.5
Morelos 33.2 45.3 36.6 2.3
Guerrero 23.3 26.3 12.7 1.3
Puebla 13.5 14.6 6.1 0.7
Chiapas 9.2 14.0 51.5 0.7
Yucatan 10.1 9.2 -8.9 0.5
Oaxaca 8.3 8.0 -2.9 0.4

Resto 26.6 27.9 5.0 1.4
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Tabla 4. Produccién de aguacate (toneladas) en el ciclo 2019-2020. Fuente: SIAP

Entidad Produccién Variacion Part. %
Federativa 2019 2020 Absoluta % 2020

Nacional 205,439 206,466 1,027 0.5 100.0
Michoacan 195,042 195,366 9.4 0.2 94.6
Jalisco 8,157 9,759 1,602 19.6 4.7
Oaxaca 752 848 96 12.8 0.4
Guerrero 378 420 42 11.1 0.2
Chiapas 0 57 57 NA 0.03
Guanajuato | 100 16 -84 -84.0 0.01
Veracruz 305 0 -305 -100.0 0.0
Yucatan 706 0 -706 -100.0 0.0

En 2016 productores de la zona norte de Puebla, principalmente los municipios de
Tetela, Zacatlan y Teziutlan quienes estaban mas interesados en la tecnificacion de
sus cultivos, buscaron un convenio donde el gobierno del estado y el municipal
aportaran 100 mil pesos cada parte en material vegetativo y plantas de aguacate
para seguir con el cultivo de aguacate.

Para el 2017, la Sierra Norte y la Sierra Nororiental quisieron impulsar la produccién
de aguacate con el propésito de establecer 57,960 nuevas hectareas de cultivo.
Para ello la SAGARPA (Secretarias de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién) con apoyo del FIRA (Fondo de Garantia y Fomento para la
Agricultura, Ganaderia y Avicultura) se brind6é apoyo con asistencia técnica integral
a los productores que optaran por cultivar este fruto.

Segun SIAP en 2019 la produccion de aguacate en la zona de Teziutlan, Puebla fue
de 3,917.59 toneladas, en 2020 fueron 3,813.52 toneladas y en 2021 fueron 4,176.1
toneladas. En la Figura 3, se observan los municipios productores de aguacate de

la Sierra Norte de Puebla.
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Figura 3. Produccion de aguacate en Teziutlan, Puebla. Fuente: SIAP, (2021).

2.4 Enfermedades por hongos fitopatégenos del aguacate

Las enfermedades por hongos fitopatégenos tienen efectos sobre el desarrollo del
rendimiento de cualquier (Li et al., 2017). En los ultimos afios, las enfermedades por
hongos en los cultivos han presentado resistencia debido al uso indiscriminado de
agroquimicos. Gracias al uso de agroquimicos, muchos microorganismos han
generado resistencia y por consiguiente siguen afectando el rendimiento y calidad
de los cultivos. Por lo anterior, Peng et al., (2021) mencionan que esto se ha vuelto
un obstaculo para lograr llegar al desarrollo de una agricultura sostenible.

Los hongos fitopatbgenos secretan proteinas que pueden interactuar con el
hospedero durante la infeccidén. Se trata de proteinas efectoras que desempefian
funciones importantes en las células vegetales que dan pie a la interaccion entre
los patdgenos de las plantas y sus huéspedes.

El aguacate ha sufrido dafios por microorganismos patdégenos a lo largo de su ciclo
bioldgico y después de su cosecha. Estos dafios pueden llegar a ocasionar pérdidas
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de hasta el 60% o 100% que va a depender de las condiciones climéticas de la
region de cultivo.

En la Figura 4, se muestran los dafios resultado de las enfermedades por hongos
fitopatdgenos. Dentro de estas enfermedades se encuentran la rofia, la antracnosis,
la mancha negra o mancha angular, la pudriciéon y marchitez del fruto. Estas
enfermedades causan pérdidas econdmicas dentro y fuera del campo, lo cual

repercute en la economia del productor.

2.4.1 Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad comunmente ocasionada por Colletotrichum
gloeosporioides. El hongo es considerado el principal hongo que enferma frutos de
las regiones tropicales y subtropicales (Ruiz-Sanchez et al., 2014). Se conoce que
los frutos que enferman por Colletotrichum sp.,contribuyen a la pérdida de hasta el
20% de la produccion poscosechada.

Aunque, Colletotrichum es el causante de la antracnosis de frutos en aguacate no
es el tnico. En el aguacate esta enfermedad se caracteriza porque el fruto presenta
lesiones hundidas de color oscuro que a menudo son circulares y elipsoidales. Se
observa la presencia de esporas ya que la colonia tiene un color que va desde
salmén hasta naranja o rosada. Sin embargo, a menudo se puede confundir con
con otro tipo de antracnosis que presenta los mismos sintomas pero es causado por
Pestalotia sp. A comparacion de Colletotrichum gloeosporioides, Pestalotia sp

enferma la casacara del fruto y no penetra a la pulpa (Xoca et al., 2018).
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2.4.2 Rofa

Esta enfermedad causada por Sphaceloma perseae, este hongos es muy comun en
cultivos de aguacate ya que se ve favorecida por precipitaciones abundantes y
humedad relativa elevada en el ambiente causando el 80%del desarrollo de las
lesiones. Este hongo se caracteriza por afectar hojas y frutos que poco a poco
deterioran su integridad. Los sintomas de esta enfermedad se distinguen por la
presencia de lesiones redondas o irregulares que toman un color café claro, toman
una apariencia corchosa que pueden llegar a afectar a casi todo el fruto. Al igual
gue la antracnosis casada por Pestalotia sp, Sphaceloma perseae también presenta
lesiones en la cascara del fruto y no afecta a la pulpa (Tamayo, 2004). Sin embargo,
cuando el fruto presente grietas en la mayor parte de su epicarpio, es mayor el

riesgo que se corre de que otros microorganismos ingresen para enfermar el fruto.

2.4.3 Mancha angular o mancha negra del fruto

Se ha reportado a Pseudocercospora purpurea (Cercospora purpurea) como hongo
resposable de causar pérdidas de hasta el 2% del total de la produccion. La
severidad de la enfermedad radica en las condiciones en las que se encuentre
rodeado el cultivo. Estas condiciones son que el cultivo se encuentre en un lugar
con precipitacion elevada y en plantaciones débiles o mal nutridas. Este hongo
enferma a frutos incluso antes de la cosecha pero solo se hace presente la
enfermedad en el fruto poscosechado.

Los sintomas que presentan los frutos de aguacate son lesiones de 1 a 2 cm de
diametro donde sus bordes son irregulares y rojos. Dentro de los bordes la
coloracién es gris o negra y generalmente, las lesiénes son en la cascara dando

pauta a que la pulpa se encuentra intacta.
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2.4.4 Pudricién chocolate

Esta enfermedad es causada por el hongo Rhizopus stolonifer que se encuentra
mayoritariamente en el aire. Este microorganismo es un hongo fitopatégeno que
causa pérdidas cercanas al 30% ya que su principal funcién es deteriorar la calidad
del fruto. Si bien, este hongo solo enferma frutos cosechados y que no tengan
pedunculo, es decir que no afecta al fruto durante su ciclo de desarrollo.

El ataque de este hongo en frutos se manifiesta por la presencia de moho de color
gris en el pedunculo del fruto. Esto favorece que los conidiéforos en el momento de
expulsar los conidios y halla una lesion, estos ingresen poco a poco a la pulpa del
fruto generando una lesion café o marrén caracteristica de la pudricén interna. Con
el tiempo invade totalmente el fruto y al final afecta la cantidad de nutrientes que el
fruto contenga, dado asi un sabor desagradable.

2.4.5 Pudricién del fruto

Otro tipo de pudricén es la causada por Dothiorella sp, un hongo que se hace
presente en todos las partes del fruto. No obstante, se han registrado en mas
ocasiones la presencia de este hongo en el peduculo donde hay lesiones marrones
en la cascara y que avanza uniformemente hasta la semilla del fruto. En muchas
ocasiones estos sintomas se han confundido por los producidos por R. stolonifer.
Pero a diferencia de R. stolonifer, Dothiorella sp no presenta crecimiento micelial en
pedunculo sino que se observa el necrosamiento de los haces vasculares que se

encuentran en el interior del fruto.

Lasiodiplodia theobromae es otro hongo que enferma a frutos de poscosecha. Los
dafios se hacen evidentes cuando en la unién del pedunculo se observa una lesiéon
de color café oscuro. A comparacion de Dothiorella sp., L. theobromae presenta
crecimiento de micelio blanco en el origen de la infeccion que va avanzando al
interior del fruto deteriorando la firmeza de este. Los sintomas de la pudriciéon que

genera este hongo son similares a los que genera R. stolonifer.La diferencia radica
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en el color del micelio mientras el R. stolonifer es gris, L. theobromae presentan

crecimiento micelial blanquecino(Darvas, 1978).

2.4.6 Marchitez

El microorganismo encargado de la marchitez en cualquier estado de desarrollo de
plantas y frutos de aguacate es Phytophthora cinnamomi. Esta enfermedad afecta
la produccion debido a que disminuye la cantidad y calidad del fruto, hasta

desaparecer totalmente.

Antracnosis. Antracnosis. Rofia Mancha angular/negra.
Colletotrichum Pestalotia sp. Sphaceloma perseae. Pseudocercospora
gloeosporoides. purpurea.

Pudricion chocolate. Marchitez.
Rhizopus stolonifer. Lasiodiphdia Dothiorella sp. Phytophthora
theobromae cinhamomi.

Figura 4. Enfermedades en frutos de aguacate por hongos fitopatogenos. Fuente:

Elaboracion propia.
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2.5 Aceites esenciales

La mayoria de plantas contienen aceites esenciales los cuales juegan un papel
importante en los mecanismos de defensa del hospedero contra microorganismos
fitopatdgenos. Los aceites esenciales son inocuos para el medio ambiente, no son
toxicos en pequefias cantidades para los consumidores y ayudan al control de
enfermedades (Shahid et al., 2017).

El uso de aceites esenciales se ha convertido en una tendencia debido a la
necesidad de reducir el uso de agroquimicos en la agricultura. Conforme avanzan
los afios, ha incrementado el interés por la posible aplicacion de aceites esenciales
debido a que se han registrado microorganismos que presentan resistencia (Barrera
& Garcia, 2008).

Bosquez-Molina et al., (2010) mencionan que la mayoria de especies vegetales que
contiene aceites esenciales inhiben el desarrollo de los hongos y bacterias en varios
productos tanto en condiciones in vitro como in vivo. La actividad fungicida esta
ligada con el contenido de fenoles monoterpénicos del aceite esencial, tal es el caso
del timol (Thymus vulgaris), carvacrol (Origanum vulgare) y eugenol (Cinnamomum
verum) (Barrera & Garcia, 2008). También se ha reportado al aldehido cinamico de
la canela (Soliman & Badeaa, 2002).

Los aceites esenciales son mezclas complejas ya que en composicién quimica se
encuentran diversos compuestos como terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos y
compuestos fendlicos, los cuales son los encargados de brindar el aroma
caracteristico de cada aceite esencial (Bakkali et al., 2008). Su mecanismo de
accion se asocia con la capacidad de interactuar con el citoplasma del patégeno.
Esto debido a que los aceites esenciales como el de canela y orégano causan la
coagulacion del material proteico en el citoplasma. También pueden reducir el pH
dentro de las células interfiriendo con procesos como la transcripcion de ADN,
sintesis de proteinas y actividad enzimatica. En cuanto a la actividad enzimatica, los
aceites esenciales inhiben las enzimas que producen ATP y como resultado hay

una alteracion en el metabolismo.
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2.5.1 Thymus vulgaris L

Lia

Figura 5. Planta de Thymus vulgaris L. herborizada. Fuente: Elaboracion propia.

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Lamiales.
Familia: Lamiaceae.
Subfamilia: Nepetoideae.
Tribu: Mentheae.
Género: Thymus.

Especie: Thymus vulgaris.

Thymus vulgaris es una planta de la familia de las labiadas que usualmente se
emplea para condimentar o en la medicina tradicional. Su nombre es de origen
griego thymos o thyein que significa olor, aroma, aludiendo a una caracteristica por
la cual se usa como condimento en los alimentos preparados. Esta planta en estado

silvestre se encuentra distribuida en laderas con suelo calcareo.
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2.5.2 Cinnamomum verum

Figura 6. Trozos de Cinnamomum verum. Fuente: Elaboracién propia.

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Laurales.
Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomun.

Especie: Cinnamomum verum.

En México es conocida como canela del vocablo francés Canne que significa tubo.
Las hojas que presenta el arbol son ovaladas, tiesas, brillantes y olorosas . Estas
hojas miden entre 8 cm y 16 cm de largo x 3.5 cm a 7 cm de ancho. Las flores son
amarillasy se encuentran en racimos. Este arbol tiene frutos cafés con forma ovoide
y seco.

Este arbol crece en climas tropicales humedos y fructifics de junio a septiembre. En

México este arbol se encuentra en Veracruz, tabasco, Oaxca entre otros estados.
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2.5.3 Barkleyanthus salicifolius (Kunth) H. Rob. & Brettell

Figura 7. Planta herborizada de Barkleyanthus salicifolius (Kunth) H. Rob. & Brettell.
Fuente: Elaboracion propia.

Reino: Plantae.
Orden: Asterales.
Familia: Asteraceae.
Subfamilia: Asteroideae.
Tribu: Senecioneae.
Subtribu: Tussilagininae.
Género: Barkleyanthus.
Especie: B. salicifolius (Kunth)H. Rob. & Brettell.

Barkleyanthus salicifolius es perenne y se encuentra como arbusto lefioso con
ramificaciones a pocos centimetros de las raices. Llega a medir de 1-2 m hasta 4m
de altura. Tiene hojas que miden 9 cm x 1.5 cm son alternas y angostas un tanto
puntiagudas sin pelillos. Sus inflorescencias estdn compuestas de varias
cabezuelas que van acompafadas de bractéolas. La corola es amarilla y el fruto es
seco e indehiscente que contiene una semilla por lo que se le llama aquenio y es de
color café verdoso con pequefias vellosidades en su superficie. El apice del fruto
presenta numerosas cerdas blancas largas. Es una planta de rapido crecimiento
gue se encuentra en bosques de pino-encino, matorrales xerofilos y praderas a 3650

msnm.
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2.5.4 Litsea glaucescens Kunth

Figura 8. Planta de Litsea glaucescens Kunth . Fuente: Elaboracion propia.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Litsea

Especie: Litsea glaucescens Kunth.

Se caracteriza por ser un arbol o arbustos. Esta especie vegetal tiene hojas alternas,
glabras, domacios ausentes. Sus inflorescencias son pseudoumbeladas
normalmente solitarias o agrupadas pequefios racimos. También contiene flores
campanuladas con 6 pétalos ovados. Los estambres en flores masculinas contienen
entre 9 a 12 con filamentos de los cuales, los internos tienen glandulas basales. Las
anteras contienen cuatro esporangios verticales. El ovario es globoso en flores
femeninas y en las masculinas es atrofiado y mas o menos conspicuo. El rango de
su hébitat es extenso, puede habitar tanto en lugares humedos y escarpados
propios de los bosques mesdfilo de montafia o en areas menos humedas y mas

expuestas como en areas propias de los bosques de pino o de matorral.
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2.5.5 Ageratina rivalis (Greenm) King & Rob

Figura 9. Planta de Ageratina rivalis (Greenm) King & Rob. Fuente: Elaboracion propia.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Subfilo: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Eupatorieae
Subtribu: Oxylobinae
Género: Ageratina.
Especie: A. rivalis (Greenm) King & Rob.
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Se caracteriza por ser un arbusto de entre 1y 3 m; tiene tallos parduscos, esparcida
a densamente puberulentos con cortos tricomas curvados, generalmente con
maculas conspicuas, lineares, numerosas, esparcidas, negras. Hojas pecioladas;
laminas 4-13 x 2-11 cm, anchamente ovadas, las nervaduras patentes desde la
vena media en un angulo de 30-45°. Se encuentran divergentes de los margenes
basales de la hoja, ambas superficies no glandulosas, la superficie adaxial
uniformemente puberulenta entre las nervaduras. La base es anchamente
redondeada a subtruncada o cordata, los margenes generalmente con 20-30
dientes puntiagudos cercanos. El apice es agudo a cortamente acuminado, el
peciolo mide entre 2-6 cm. Las capitulescencia sobre tallos foliosos es densa y
anchamente corimbosa en 1-3 niveles. Sus ramas son ascendentes y los
pedunculos densamente puberulentos, sin glandulas estipitadas. Cabezuelas miden
7 mm x 0.6-1 mm, son lanceolados y sin glandulas estipitadas o sésiles Se
encuentra en bosques de neblina, bosques de Pinus-Quercus, bosques mesofilos,

campos abiertos.
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2.5.6 Pelargonium graveolens L. Hér. ex Airton

Figura 10. Planta herborizada de Pelargonium graveolens L. Hér. ex Airton. Fuente:
Elaboracion propia.

Reino: Plantae.

(sin rango): Eudicots.
Orden: Geraniales.
Familia: Geraniaceae.
Género: Pelargonium.
Especie: P. graveolens L'Hér. ex Aiton.

Son arbustos perennifolios de porte erecto muy ramificados que no superan 1,5
metros de altura. Estas plantas presentan hojas lobuladas muy divididas, de color
verde y bordes irregulares o dentados. La superficie de las hojas presenta una fina
vellosidad que la hace muy suave al tacto, con apariencia aterciopelada.
Generalmente las hojas son muy aromaticas, desprendiendo un aroma muy
agradable. Las flores aparecen en umbelas y pueden ser blancas o rosas. Florecen
desde finales del invierno hasta inicios de verano. Pelargonium es originario de
Sudafrica, aunque actualmente existen muchos hibridos, que derivan de cruces
entre los ejemplares silvestres de Pelargonium graveolens y otros tipos de
Pelargonium, todos ellos se suelen englobar bajo este nombre. Se les conoce
comunmente como Geranio oloroso o perfumado, por su aroma que puede ser
distinto dependiendo del cultivar, hay ejemplares con perfume a rosas, a citricos, a
canela o a menta. A algunas variedades se le atribuyen propiedades repelentes de

insectos, como los mosquitos.
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2.5.7 Eupatorium petiolare Moc. ex DC

Figura 11. Planta de Eupatorium petiolare Moc. ex DC. Fuente: Elaboracion propia.

Reino: Plantae.
Phylum o divisiéon: Tracheophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Asterales.
Familia: Compositae.
Género: Eupatorium.

Especie: Eupatorium petiolare.

Eupatorium petiolare se caracteriza por ser un arbusto de hasta de 2 m de altura.
Tiene hojas que son todo lo contrario a una planta normal ya que estas son mas
largas que anchas y tienen forma triangular. También, contienen pequefas
vellosidades de color verde en ambas caras. Sus flores son rosas y estan por
cabezuelas de 35 a 40. Este arbusto es originario de México, y se desarrolla en
sitios donde los climas sean célidos, semicalidos, semisecos o templados desde los
900-3900 msnm. Sin embargo, también se puede encontrar en bosques tropicales
caducifolio y subcaducifolio, matorral xeréfilo, bosque mesofilo de montafia o

bosques de encino y de pino.
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2.6 Quitosano

El quitosano es un polimero que segun Younes & Rinaudo, (2015) es obtenido de
diferentes grados de desacetilacion de quitina extraida del esqueleto de crustaceos.
Los grados de desacetilacion reflejan un equilibrio entre los dos tipos de residuos
(quitina y quitosano). Durante el proceso de desacetilacién se eliminan los grupos
acetilo y de esta manera se produce una reaccion de despolimerizacion mediante
cambios en el peso molecular del quitosano. El quitosano presenta grupos amino
en su estructura quimica los cuales pueden ser ionizados en un medio &cido y asi
se promueve la disolucion del quitosano para comportarse como polielectrolitico en
la solucion.

Ramos-Garcia et al. (2010) menciona que el tipo de manejo que se brinda a
productos vegetales durante la poscosecha muchas veces se pierde hasta 40% de
total del producto cosechado. Esto también depende del producto, el area de
produccion y época del afio. Algunos autores han propuesto el uso del quitosano
como una alternativa potencial para la conservacion de frutas y vegetales frescos.
El uso del quitosano en combinacion con ingredientes basicos adecuados al
producto puede fungir como barrera de proteccion. Ademas, de ello sirve como
vehiculo para incorporar aditivos como antioxidantes, colorantes y sustancias
antimicrobianas que contrarresten la presencia de microorganismos patégenos. Los
recubrimientos son considerados como matrices biodegradables y biocompatibles,
no son toxico ni genera efectos secundarios (Bautista et al., 2017).

Quitosano tiene potencial fiungico en contra de diferentes patégenos que pertenecen
al reino fungi en funcién de la concentracién utilizada, el peso molecular y el grado
de desacetilacion. Por otro lado, el quitosano posee carga policationica que hace
que se adhiera a la membrana plasmatica gracias a la carga negativa por los
fosfolipidos presentes en su composicion de tal manera que desactiva la
germinacion de esporas (Landero-Valenzuela et al., 2016). Sin embargo, no todos
los hongos presentan la misma sensibilidad al quitosano y esto puede ser debido a
la composicion de fosfolipidos de membrana y particularmente a la naturaleza de

sus cargas neutras (Ramos- Garcia et al., 2010).
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2.7 Arcillas

2.7.1 Halloysita

La halloysita es una arcilla cationica de tipo 1:1 dioctaédrico con una amplia
distribucion en suelos tropicales muy himedos y regiones subtropicales. Esta
formada por la meteorizacién de varios tipos de rocas igneas y no igneas. La
haloysita puede ser considerada como un polimorfo hidratado de la caolinita con
laminas curvadas que es capaz de ubicar moléculas de agua en el espaciado
interlaminar, teniendo una férmula general de Si2AI205(0OH)4-2H20. Las particulas
de haloysita pueden adoptar diferentes morfologias como esferas, tubos, placas o
listones. La forma tubular alargada estd mejor cristalizada, por lo que es la
morfologia mas comunmente encontrada.

Estructuralmente, los nanotubos de haloysita estan constituidos por una superficie
externa compuesta de grupos Si-O expuestos en la superficie externa de los
nanotubos y a los grupos Al-OH expuestos en la superficie interna. Dado que la
superficie exterior es predominantemente de silice, un 6xido &cido, la carga de la
superficie serd negativa en un amplio intervalo de pH, mientras que la alimina

muestra un mayor comportamiento anfétero.

2.7.2 Hidrotalcitas

Las hidrotalcitas (HT) conocidas también como arcillas aniénicas son minerales de
origen natural. Se caracteriza por ser un sélido poroso de estructura laminar. Estas
arcillas no son abundantes en la naturaleza como las arcillas cationicas. A

continuacion se presenta la formula de una hidrotalcita.
[(M 2 )1:x (M 3*) x(OH)2]* + [(A™) xmnH20] *

M 2* y M 3* son metales di y trivalentes, A™ es un anién de carga fimd x0esfla
relacién metalica molar M 2* / (M 2* + M 3*), Esta relacién puede tener valores de

0.20 a 0.33 mientas que fmoes el numero de moléculas de agua de cristalizacion.
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En la estructura de una hidrotalcita, la sustitucion isomorfica del cation divalente
mayoritario por un catidn trivalente genera un exceso de carga positiva que es
compensado por la incorporacion de aniones en el espacio interlaminar. Estos
aniones se encuentran unidos electrostaticamente a las laminas hidroxiladas que
resultan ser facilmente intercambiables por otros aniones presentes en disolucion
(Jobbagy, 2003).

Debido a las propiedades quimicas de las hidrotalcitas, estas pueden dar origen a
una gran variedad de productos a través de tratamientos térmicos que permiten
obtener diferentes mezclas con propiedades que permiten tener una elevada area
superficial especifica, una buena estabilidad térmica, alta dispersion y caracter
basico. Estas propiedades han conducido a que dichos materiales hayan recibido
mucha atencion y aplicacion en diversas areas (Rodriguez et al., 2016).

Cuando en la estructura el catiobn es magnesio, este se encuentra coordinado
hexaédricamente a seis grupos hidroxilo formando estructuras octaédricas. Estos
octaedros al compartir sus orillas forman laminas bidimensionales. Cuando algunos
cationes Mg 2* se reemplazan por Al 3*, se forma la hidrotalcita y el arreglo laminar
adquiere carga residual positiva. Las capas tipo brucita de las HT pueden ordenarse
unas sobre otras con dos simetrias diferentes, romboédrica 0 hexagonal y esto

dependera de la composicion de la capa tipo brucita y del método de sintesis.
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3. JUSTIFICACION

El aguacate es un fruto de importancia econémica a nivel mundial. Sin embargo,
tanto en México como en todo el mundo, la produccion de este cultivo esta sujeta a
grandes pérdidas debido a la presencia de enfermedades causadas principalmente
por hongos fitopatdégenos. Sin embargo, la agricultura convencional opta por el uso
indiscriminado de agroquimicos para combatir problemas fitosanitarios vy
contrarrestar las pérdidas econémicas.

Ante ello, cabe destacar la necesidad de controlar las enfermedades poscosecha
permitiendo el desarrollo de estrategias que contribuyan al éxito de la agricultura
sustentable. Esto se basa en manejar las enfermedades con alternativas amigables
al medio ambiente ademas de que cuiden la salud y la economia del productor y
consumidor.

Actualmente, los productos naturales gozan de amplia aceptacion que pueden
reemplazar cada vez mas a productos sintéticos o materiales generados
artificialmente. De este modo representan una opcién agroecolégica para el control
de enfermedades fungicas en cultivos de interés agrondmico. Es por ello que surgié
la tendencia de utilizar aceites esenciales y que cada vez aumenta debido a los
problemas que generan las pérdidas de produccién y los cambios en el medio
ambiente que se viven dia a dia. Ademas de ello, el quitosano ha sido justificado
tecnolégicamente en programas de agricultura sostenible ya que no causa
problemas contra la seguridad alimentaria.

Es por eso que el proposito de este estudio es generar materiales conteniendo
aceites esenciales como agentes bioactivos con actividad antifungicida en hongos
fitopatdgenos que afectan la calidad del aguacate producido en Yaonahuac, Puebla,

México.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:
W Generar materiales impregnados con aceites esenciales que presenten
actividad inhibitoria del crecimiento de hongos fitopatdgenos presentes en

poscosecha de aguacate 'Hass' en Teziutlan, Puebla.

4.2 Objetivos particulares:

W Identificar y aislar hongos fitopatogenos presentes en la poscosecha de
aguacate Hass.

W Extraer y caracterizar aceites esenciales de plantas aromaticas
comercializadas o nativas del Estado de Puebla como Thymus vulgaris,
Cinnamomum verum, Barkleyanthus salicifolius, Litsea glaucescens Kunth,

Ageratina rivalis, Pelargonium graveolens.

W Sintetizar y evaluar arcillas y peliculas que contengan aceites esenciales

sobre hongos fitopatdgenos de aguacate en condiciones in vitro e in vivo.

W Determinar el perfil metabolémico dirigido de frutos de aguacate infectado
con los hongos fitopatdogenos identificados y bajo los tratamientos con los

materiales generados.
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. HIPOTESIS
Los materiales hibridos impregnados con aceites esenciales presentaran

actividad inhibitoria del crecimiento de hongos fitopatdgenos del aguacate
Hass proveniente de la zona de Teziutlan, Puebla.
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6. METODOS

6.1 Sitio de estudio

El lugar de estudio es en el municipio de Yaondhuac ubicado en la region de

Teziutlan, Puebla (Figura 12). EI municipio se localiza en la parte noroeste del

Estado de Puebla, las coordenadas geograficas de Yaonahuac son latitud norte 19°

56N 55n, | ongi tud o c cdcidnede 1997 msen¥. Bl cltnd@ & 26 nj vy
templado humedo con lluvias todo el afio y una temperatura a anual entre 12°C y

18°C.

Figura 12. Localizacion del sitio de estudio. Fuente: Elaboracion propia.

6.2. Recuperacién y aislamiento de hongos de frutos de aguacate

6.2.1 Recoleccion de aguacates

Frutos de aguacate con sintomas de pudricion blanda fueron recolectados en

pl antaciones ubicadas en Yaon8huac Puebla, M
1780 msnm) en octubre de 2020.
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6.2.2 Camara humeda

Los frutos fueron transportados al laboratorio para su sanitizacion inmediata
hipoclorito de sodio al 20 % y agua destilada de acuerdo con Duque-Bautista et al.
(2017). Luego, estos frutos se depositaron en una caja de plastico limpia con un
algodon humedecido con agua estéril. La camara de hiumeda se almacenoé a 28 °C

y 90% de humedad relativa durante 5 dias en oscuridad.

6.2.3 Aislamiento y purificacién de hongos en medio de cultivo

Después de mostrar crecimiento, los hongos se sembraron en medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa (PDA) (200 g/L de papa; 20 g/L de agar bacteriolégico y 20 g/L de
dextrosa). Posteriormente, con las colonias purificadas se realizaron las pruebas de
patogenicidad (postulados de Koch) para después seguir con la identificacion de los

hongos fitopatégenos.

6.2.4 Pruebas de Koch

Frutos asintomaticos de aguacate Hass fueron lavados con agua destilada e
hipoclorito de sodio al 20%. Se realizaron tres lavados con la finalidad de eliminar
polvo y contaminantes externos. Enseguida fueron colocados en cajas de plastico
previamente lavadas y etiquetada por cada cepa aislada.

La inoculacion se realiz6 mediante la recoleccion directa de conidioforos del hongo
con ayuda de una aguja estéril y se inoculd el fruto de aguacate por penetracion
mecanica (Duque-Bautista et al., 2017). El proceso se llevé a cabo en condiciones
de esterilidad y las cajas fueron almacenadas durante 21 dias a 27 ° C en oscuridad.
Los microorganismos que presentaron dafio mecanico mas severo en el fruto fueron

sometidos a identificacion fisica y molecular.
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6.3 Pruebas de identificacion fisicas
La identificacion preliminar de los hongos se realizé mediante la observacion de las
estructuras reproductivas de cada cepa seleccionada como fitopatégenas después

de haber realizado las pruebas de patogenicidad.

6.3.1 Técnica de microcultivo

Para esta técnica se requiere preparar medio de cultivo agar papa-dextrosa (PDA),
200 g/L de papa; 20 g/L de agar bacterioldgico y 20 g/L de dextrosa. La placa con
medio fue cuadriculada con medidas de 1 cm x 1 cm en la base para después con
ayuda de un bisturi estéril se cortaron cuadros.

En una caja Petri de 100 mm x 15 mm se coloc6 una gasa humedecida y sobre ella,
dos hisopos los cuales serviran de base para el portaobjetos. El cuadro de agar fue
colocado sobre el portaobjetos y en cada lado se inocul6 una muestra del hongo
mediante puncién. Sobre este cuadro se coloc6 un cubreobjetos enseguida la placa
fue cubierta y se dej6 incubar por 5 dias a 27°C en oscuridad.

Finalmente, las estructuras son observadas a microscopio y con ayuda de las
Tablas 5 y 6 se pudieron conocer las caracteristicas morfolégicas tanto

microscopicamente como macroscépicamente.

Tabla 5. Caracteristicas de morfologia macroscépica. Fuente:Elaboracién propia.

Caracteristicas.

Forma Puntiforme, circular, flamentosa, irregular, rizoide, como

en huso.

Relieve o Topografia | Rugosa, crateriforme, verrucosa, plegada, lisa.

Borde o margen de la | entero, ondulado, lobulado, lacerado, filamentoso, rizado

colonia.

Consistencia Dura/Suave

Textura Algodonosa, granular, pulverulenta, aterciopelada.
Color Anverso y Reverso

Crecimiento. Rapido, moderado, lento.
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Tabla 6. Caracteristicas de morfologia microscépica. Fuente:Elaboracion propia

Caracteristica
Tipo de Hongo Hialino/Dematiaceo
Tipo de hifa Septada/Cenocitica
Reproduccion Sexual/Asexual
Estructuras Tipo de conidios, Estructuras reproductoras, Métulas,
observadas Fidlides, Estol6n, Forma de hifa, etc.
6.3.2 MEB.

Se prepararon microcultivos para observarlos por MEB. Esto en base al punto 7.3.1.

6.4 Pruebas de identificacion molecular

Para la identificacion molecular, la extraccion de DNA fue llevada a cabo con el Kit
E.Z.N.A. Plant DNA DS Mini Kit de la marca Omega Bio-Tek. Posteriormente, se
ensayaron los marcadores moleculares para hongos filamentosos. La identidad
molecular se logré mediante la secuenciacion del espaciador transcrito interno (ITS)
utilizando los cebadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Duque-Bautista et al., 2017). El gen del factor de
elongacion de la traduccién 1 alfa (TEF-1 U) utilizando -ikbs ceba
(ATGGGTAAGGAAGACAAGAC) y EF-2T (GGAAGTACCAGTGATCATGTT)
(Molnar et al., 2015). Las amplificaciones se secuenciaron utilizando los servicios
comerciales de Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur). Al final las secuencias fueron
comparadas con las depositadas en la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

6.4.1 Andlisis filogenético
Se hizo uso de la base de datos NCBI para buscar secuencias con valores altos de

identidad en base a la cepa de estudio. Asi mismo se tomo en cuenta una cepa
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como grupo externo para la construccion del arbol filogenético. De la base de datos
se descargo0 la secuencia correspondiente al ITS y EF-1 U Por medio del programa
Clustal X versién 2.0. se realizé la alineacion de las secuencias ITSYyEF-1 U por
separado. Posteriormente, se utilizé el programa de analisis evolutivos MEGA
version 11.0.11 para realizar la concatenacion de ambas secuencias y obtener el

arbol filogenético.

6.5 Preparacién de materiales

6.5.1 Extraccién de aceites esenciales

Cada planta fue recolectada y pesada para poder obtener rendimientos.
Posteriormente la materia vegetal fue cargada en un matraz balén de 1000 mL y se
adicion6 agua destilada. EI matraz fue insertado al equipo Clevenger y es puesto en
una parrilla de calentamiento donde la materia vegetal es calentada para liberar
vapor corriente arriba hacia el condensador. A la salida del condensador el equipo
esta lleno de agua donde el aceite esencial se va acumulando debido a la diferencia

de densidad. Este proceso tuvo una duracion de aproximadamente tres horas.

6.5.1.1 Caracterizacién quimica

Se realizé en una serie Hewlett Packard 6890 Il con una columna capilar HP-5 (30
m X 0,25 mm de D.I. cubierta con 0,25 pum de fenildimetilpolisiloxano 5:95 como fase
estacionaria). Los datos de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas se
corroboraron adicionalmente en un cromatografo de gases Varian CP3800
equipado con una columna capilar Factor Four VF-5ms (30 m X 0,25 mm DI, 25 um
de 5:95 fenil-dimetilpolisiloxano como fase estacionaria) acoplado a un modelo
Varian cuadrupolo 320MS. La fase moévil fue helio a 1 mL min-! de flujo.

Los volatiles del aceite esencial se identificaron en base a sus espectros de masas
(70 eV) usando la base de datos de referencia estandar NIST 2.0 y por comparacion

con los indices de retencion reportados en la literatura (Adams, 2007).
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6.5.1.2 Obtencién de rendimientos

La evaluacion de los rendimientos de los aceites esenciales fue determinada por el
porcentaje de rendimiento de aceite esencial (Y0RAE). Para poder obtener
rendimientos, las muestras serdn pesadas desde que se recolectan hasta el
momento en que pasara por el proceso de hidrodestilacion. Cuando este proceso

se termine se tomara nota del gramaje del aceite.

%RAE= (Peso AE/ Peso de Muestra) *100

6.5.2 Hidrotalcitas

La sintesis de la hidrotalcita de ZnAl se elabor6 con una relacion metalica molar
M2*:M3* de 3:1. Como primer paso, se preparé una solucién 2.5 M con las sales de
los nitratos de Aly Zn. A la par también se preparé solucion 2 M de NaOH el cual
fue el agente precipitante. Cada solucion se colocé en una bureta donde ambas
soluciones se agregaron lenta y simultineamente en un vaso de precipitado que
contenia 50 mL de agua destilada. El proceso de coprecipitacion se mantuvo en
agitacién constante a temperatura ambiente y se control6 el flujo de las soluciones
de cada una de las buretas, a fin de que el pH se mantuviera constante e igual a 8.
Una vez que se agoto la solucién de las sales metélicas, la mezcla se colocé en un
bafio de ultrasonido (Branson 5510, 135 W, 42 Hz) por 30 minutos. Posterior a la
sonicacién, el sélido se separdé de la solucion y se lavd con agua destilada
(aproximadamente 250 mL/g) y se dejo precipitar. Se decant6 la solucién y se lavo
nuevamente hasta que el pH fuera constante (aproximadamente 8.5). El solido se
recuperd por decantaciéon y se secd a 60 °C durante 24 horas en una estufa.
Finalmente, el sdlido resultante se pulverizdé en un mortero hasta obtener un polvo
fino.

La nanoarcilla tubular conocida como halloysita se obtuvo comercialmente de
Sigma-Aldrich. Su férmula quimica es Al2Si20Os(OH)4.2H20 y se empled
directamente del envase considerando una pureza del 100%.
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Para la impregnacion del aceite, se prepard una solucion 1:1 de agua:etanol donde
se agregd 0.024 mL aceite de canela concentrado por cada mL de solucion. A la
solucion resultante se le agrego 0.048 g de material (hidrotalcita o halloysita) por
cada mL de solucién. La mezcla resultante se colocé en un bafio de ultrasonido
(Branson 5510, 135 W, 42 Hz) por 30 minutos. Posterior a la sonicacién, el sélido
se recupero por decantacion y se seco a 60 °C durante 24 horas en una estufa.
Finalmente, el sdlido resultante se pulverizé en un mortero hasta obtener un polvo

fino.

6.5.2.1 Caracterizacion por difraccion de rayos X (XRD)
Los parametros estructurales del composito se obtuvieron por difraccion de rayos X

utilizando un aparato Bruker D8 Discover equipado con un detector tipo LynxEye.

6.5.2.2 Analisis termogravimétrico (TGA)

Los analisis de termogravimetria simultanea y calorimetria de barrido diferencial se
realizaron usando un equipo NETZSCH STA 449 F3 Jupiter para determinar
cambios de masa y efectos térmicos en un rango de temperatguras entre -150°C y
2400°C.

6.6 Evaluacion de materiales in vitro

6.6.1 Técnica de microdilucién en caldo

Esta técnica hace uso de inéculos de hifales los cuales se obtienen en placas con
una capa delgada (5 mL) de agar dextrosa de patata para facilitar la difusion del
compuesto de pruebas a través del agar. Al cortar discos de agar se adiciona al
medio de cultivo PDB previamente vertido a la microplaca. EI volumen (uL) de
solucion stock a evaluar se adiciona después de agregar el disco de agar. Después
se agrego0 el indicador de viabilidad y se incubo a 27°C durante 24 h en condiciones
de oscuridad (Chadha & Kale, 2015). Ya por ultimo se hace una lectura a 630 nm

en un lector de microplacas de 96 pozos, de los datos obtenidos se obtiene el
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promedio tanto del control positivo, control negativo, asi como evaluaciones de los
aceites esenciales. Se procede a calcular el porcentaje de inhibicion para determinar

la concentracion minima inhibitoria (MIC) con la siguiente formula:

b 0T B0 @HOd O @D Od QOO QN QAGQ
=06 O LEQ G &0 Q6% b Qb e ea DEH0

6.6.2 Evaluacion de hidrotalcitas en lentes de contacto suaves

Se pesaron 0.2, 0.4y 0.6 mg de ambas muestras (CanF1 y CanF2). Inmediatamente
se preparé medio de cultivo PDA y se colocaron las lentes de contacto suave en
cajas Petri de 60 x15 mm. Posteriormente se tomaron 300 pL de medio que fueron
agregados a tubos eppendorf previamente esterilizados. Se obtuvo una mezcla los
mas homogénea posible que fue adicionada a cada lente de contacto.

Se realizo el conteo de conidios en camara de Neubauer de las cuales se adicion6
una alicuota con 100 conidios a cada tratamiento y se incubaron a 28 °C por 72
horas. Los resultados fueron observados en microscopio electronico de barrido a
20X.

6.6.3 Elaboracion de biopeliculas

Las peliculas se prepararon basandose en el método empleado por Puscaselu et
al., (2020). Se prepar6 una solucién de quitosano al 1% (p/v) en acido acético al 1%
(v/v). Esta solucion se mantuvo bajo agitacion a 50 °C durante 60 minutos.
Enseguida se agregaron diferentes volumenes de aceite esencial para obtener una
concentracion de 0.4%, 0.7%,1.0% y 1.3% (v/v). Las peliculas fueron nombradas en
base a Formulacion (F), Canela o Tomillo (C o T) y la numeracion ascendente
conforme a la concentracion respectivamente (1-0.4%, 2-0.7%, 3-1.0% y 4-1.3%)
La solucion final se vertié en placas Petri de vidrio (100*15 mm) y se secO a

temperatura ambiente (27 °C) durante 72 horas.

40



6.6.2.1 Caracterizacion por FT-IR y SEM de las peliculas

Las peliculas de quitosano y aceite esencial se midieron utilizando en un rango de
numero de onda de 400-4000 cm. Para SEM, las peliculas fueron cortadas en
cuados de 1 cm?, enseguida estos cuadros son cubiertos por una capa fina de oro
al vacio para ser observadas en un microscopio JEOL JSM-6610.

6.6.2.2 Evaluacion de Grosor
El espesor de las peliculas se midi6 utilizando un micrémetro digital de alta precision
(iGaging, precision de 0,001 mm). Se realizaron diez mediciones al azar sobre toda

la superficie de la pelicula.

6.6.2.3 Opacidad

La opacidad se determiné por el método de Gutiérrez & Alvarez, (2017) con ligeras
modificaciones. Los datos se obtuvieron en un espectrofotometro UV-Vis
(UV1600PC) a 190-800 nm y se utilizé una celda vacia como blanco de control. La
transmitancia de la pelicula se determiné utilizando muestras con dimensiones de 1
a 5 cm de longitud que se colocaron dentro de la cubeta en orientacion
perpendicular a la fuente de luz. La opacidad de las peliculas se determiné midiendo
la absorbancia a 600 nm y se calculé mediante la ecuacion descrita por el autor

previamente mencionado.

6.7 Evaluacion de materiales in vivo

6.7.1 Evaluacién de la biopelicula en aguacates sanos

Se recolectaron frutos de aguacate que no presentaran sintomas de enfermedad.
Antes de probar las peliculas, los frutos fueron lavados con agua destilada e
hipoclorito de sodio al 20% durante 12 horas y se enjuag6 con agua destilada estéril.
Po otro lado, se realizé un conteo de conidios por camara de Neubauer para poder
inocular 100 conidios sobre la pelicula de cada fruto. La evaluacién de las peliculas
de quitosano y aceite esencial se realizd por quintuplicado por 21 dias. Para el

control positivo, el aguacate fue inoculado con los conidios sin ningln tratamiento.
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6.7.2 Evaluacién in situ de las peliculas

La evaluacion se llevo a cabo con muestras de pelicula, cortando un cuadro de 1
cm? de cada tratamiento. Se utiliz6 la misma solucién de conidios y sobre cada
muestra de pelicula se afiadieron 100 conidios. Como control positivo se corté un
cuadro de agar PDA del mismo tamafo de las peliculas y se afadieron solo los

conidios. Se monitoreo durante 7 dias a temperatura ambiente y en oscuridad

6.7.2 Evaluacion de la firmeza

Para determinar firmeza se utiliz6 un penetrémetro, se realizaran cinco
penetraciones a lo largo de la cascara del fruto. Posteriormente, el resultado se
calcul6 con el promedio de las cantidades otorgadas por el equipo y fue reportada
en Kg/cm?2,

6.8 Andlisis bromatolégico

Para hacer una comparacion entre los aguacates sanos y los que tenian biopelicula,
se procede hacer un andlisis bromatol6gico segin metodologias de la AOAC.
Proteina: Método 920.23 de la AOAC

Fibra: Método 962.09 de la AOAC

Grasa: Método 920.39 de la AOAC

Azucares reductores: Método 945.66 de la AOAC

6.9 Determinacién de 4cidos grasos.
La determinacion se realiz6 mediante la cuantificacion del contenido de tocoferoles

y acidos grasos en aguacate, metodologia reportada por Amado et al. (2019).
6.10 Andlisis estadistico

El analisis se realiz6 utilizando cinco repeticiones por tratamiento. Se utiliz6 un
disefio de bloques completamente al azar como analisis estadistico. Los datos se
sometieron a andlisis de varianza (ANOVA) y se utiliz6 una prueba de Tukey
(P<0.01) para la comparacion de medias, empleando el programa
STATGRAPHICS.
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7. RESULTADOS
7.1 Recuperacion y aislamiento de hongos de frutos de aguacate.
En la Figura 13A se muestran los aguacates que se recolectaron para recuperar los
hongos fitopatdgenos. Se observan indicios de antracnosis, rofia y pudricion
chocolate. Asi mismo, en la Figura 13B se observa el resultado de los aguacates
gue fueron sometidos a incubacion a temperatura ambiente y en oscuridad por cinco

dias.

Figura 13. A, Frutos con dafio en el epicarpio. B, Resultado de camara humeda.

Asi mismo, los hongos fueron sembrados en placas con medio de cultivo Agar Papa-
Dextrosa (PDA), incubados en las mismas condiciones y despues de cinco dias
obtuvieron las morfologias presentadas en la Figura 14. Cada cepa fue denominada
con la letra W y en orden de recuperacion se les asigno del nimero 1 al 7.

Figura 14. Morfologia de cepas de hongos recuperados de aguacates enfermos.
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7.2 Pruebas de patogenicidad

Una vez aislados y purificadas las cepas, estos fueron inoculados en frutos de
aguacacate sano. Las cinco cepas fueron probadas durante 21 dias en condiciones
de oscuridad y a temperatura ambiente. Se documento el cambio mediante
fotografias que son presentadas en la Figura 15. En la misma figura, en la ultima

columna se observa el dafio que causa el agente dentro del fruto.

Dia 1 Dia 5 Dia 9 Dia13  Dia 17 Dia 21
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Figura 15. Pruebas de patogenicidad de siete cepas de hongos fitopatégenos en frutos
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sanos de aguacate Hass.

Las cepas W1, W2, W3, W6 y W7 que se presentan en la Figura 16 fueron las

seleccionadas para repetir esta técnica con frutos sanos y las mismas condiciones
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de incubacién con el Unico cambio de que la inoculacién se realizé con los hongos

resultantes de las primeras pruebas de patogenicidad.

Figura 16. Cepas de hongos catalogadas como fitopatégenas.

El resultado de estas segundas pruebas se presenta en la Figura 17 donde de la
misma manera, en la Ultima columna se observa el dafio que provocan estos
agentes dentro del fruto. Sin embargo, no se descarta la idea de que a campo
abierto participan microorganismos oportunistas que intervienen en la pérdida total
del fruto (Duque-Bautista et al., 2017). Finalmente, se corroboraron que estas cepas
son de hongos fitopatdgenos porque repiten el mismo patron de infeccion.

Con estos resultados se confirman los postulados de Koch que enuncian en primer
plano que el microorganismo debe ser hallado y aislado del fruto enfermo. Asi
mismo, este microorganismo presento la misma enfermedad que el fruto original en

aguacates sanos.

7.3 Pruebas de identificacion fisicas y moleculares

Los microcultivos duraron alrededor de 6 dias en condiciones de oscuridad a 28°C

se observaron las estructuras reproductivas en microscopio electrénico de barrido.
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Los resultados fueron fotografiados, colocados en la Figura 17 y descritos en base

alas Tablas 5y 6.

Dia 1 Dia 5 Dia 9 Dia 13 Dia 17 Dia 21
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Figura 17. Segundas puebas de patogenicidad con cinco cepas de hongos fitopatdégenos
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en frutos sanos de aguacate Hass.

Por otra parte, en la identificacibn molecular se utilizan regiones génicas
conservadas para especies fungicas. El ITS es la region que mas se utiliza en el
ADN ribosomal (Rojo-Béez et al., 2017). Por el cual se usaron ITS reportados en
Duque-Bautista et al., (2017) concluyendo que las pruebas resultaron positivas para
hongo ascomicetos (Figura 18). Estas amplificaciones fueron enviadas a Macrogen
Inc. en Corea del Sur. Las secuencias fueron cotejadas en National Center of
Biotechnology Information.
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Figura 18. Gel de los resultados de PCR para cepas W2, W3, W6 y W7.

Los analisis de la secuencia del IF-1H en la base de datos del NCBI demostraron
su homologia (100%) con el gen de Fusarium verticillioides strain LGMF 1882
translation elongation factor 1-alpha (tefl) gene, partial cds (ID: MG838993.1)
(Figura 19A). La secuencia codificante con el ITS4 tuvo un 100% de homologia con
la secuencia ID: EU314975.1 de Gibberella moniliformis (Figura 19B). Si bien, la
forma teleomorfica de F. verticillioides es Gibberella moniliformis, que es
heterotalico, ya que el apareamiento ocurre entre colonias de distintos grupos
(Torre-Hernandez et al., 2014).

Sin embargo, se ha reportado la presencia de estos hongos fitopatbgenos de
aguacate Hass en Colombia donde 19 aislamientos pertenecientes al género
Fusarium, de los cuales el 73.7% se aislo de frutos, 15.8% de hojas y 5.3% de
pedunculo y raiz, respectivamente. Dentro de los 19 aislamientos se encuentra F.
verticillioides en frutos de aguacate (Hernandez-Medina et al., 2015). Por otra parte,
Fusarium verticillioides esta asociado a semillas de palto como hongo fitopatdégeno
en Ayacucho, Peru (Leon & Mattos, 2021).
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Figura 19. Alineamientos de Fusarium verticillioides. A, Resultados de alineamiento con IF-
1H, B, Resultados de alineamiento ITS4 (NCBI).

La cepa W1, presenté una morfologia macroscépica caracterizada por una colonia
blanca en el anverso y ligeramente color crema en el reverso (Figura 20A y 20B).
Tiene forma filamentosa, consistencia suave, textura algodonosa y borde lacerado.
Su crecimiento es lento ya que la colonia demora en crecer mas de siete dias. En
cuanto a su morfologia microscoépica se encontrd que es un hongo hialino, con hifas
septadas. Tiene macroconidios (Figura 20C) que se caracterizan por ser delgados,
largos y curveados. Estos se producen en una célula conidibgena denominada
fidlide. Tiene una parte ensanchada en su base, cuello terminal y un collarete. Sus
microconidios son ovales y algunos ovoides que miden aproximadamente 6.71 pm
de largo por 3.28 um de ancho (Figura 20D). En base a lo descrito en la morfologia

macroscopica y microscopica, el posible género al que pertenece la cepa W1 es
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Fusarium debido a las caracteristicas que presenta la cepa (Renteria-Martinez et
al., 2019; Espinoza-Ahumada et al., 2019).

Figura 20. Fusarium verticillioides. A, Anverso. B, Reverso. C, Macroconidios (50X). D,
Microconidios (100X).

Para la cepa cuyo codigo es W2, en el analisis de la secuencia del IF-1H en la base
de datos del NCBI demostr6é su homologia (98.46%) con el aislado Fusarium solani
NESO1 1 18 espaciador transcrito interno 1, secuencia parcial; Gen de ARN
ribosdbmico 5.8S y espaciador 2 transcrito interno, secuencia completa; y gen de
ARN ribosémico de subunidad grande, secuencia parcial (ID: MN452725.1) (Figura
21A). Por otro lado, la secuencia codificante con el ITS4 tuvo un 98.81% de
homologia con la secuencia ID: MN013857.1 de Fusarium solani aislado abc2,
DGGE gel band def2 espaciador transcrito interno 1, secuencia parcial; Gen de ARN
ribosdbmico 5.8S y espaciador 2 transcrito interno, secuencia completa; y gen de
ARN ribosémico de subunidad grande, secuencia parcial (Figura 21B).
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Figura 21. Fusarium solani. A, Resultados de alineamiento con IF-1H. B, Resultados de

alineamiento 1TS4 (NCBI).

En cuanto a la observacion de sus estructuras, la cepa presentd una colonia blanca

en su anverso y su reverso es color crema (Figura 22A y 22B), tiene forma

filamentosa,

textura algodonosa, borde filamentoso,

consistencia suave Yy

crecimiento moderado (4-7 dias). Los macroconidios eran rectos a ligeramente

curvados con paredes delgadas. Las células apicales estaban ligeramente curvadas

y ahusadas. Las monofidlides no ramificados con microconidios de 0 a 3 septos.

Las caracteristicas morfologicas fueron consistentes con lo descrito por Wanjiku et

al. (2020) y Dugassa et al. (2021).
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Figura 22. Fusarium solani. A, Anverso. B, Reverso. C, Monofidlides (50X). D,
Microconidios (50X).

Esta cepa fitopatdgena es la causante principal de la marchitez de las plantas de
chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) e inducen la pudricién de la raiz, clorosis
y defoliacion (Mejia-Bautista et al., 2016). Se ha encontrado provocando una intensa
pudricion de la raiz en la planta de habas (Dugassa et al., 2021). También fue
encontrada como hongo fitopatdgeno causante de la pudricién del fruto Cucurbita
maxima, variedad local (Tunez) cv. Bjaoui. (calabacita) (Moumniet al., 2021). Por
otro lado, se ha reportado el aislamiento de 14 hongos fitopatbgenos de 207
aislamientos pertenecientes a F. solani en frutos de aguacate obtenidos de huertas
y mercados. Estudio realizado en el condado de Muranga, que es el condado lider
en produccioén y exportacion de frutos de aguacate en Kenia (Wanjiku et al., 2020).
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Finalmente se ha encontrado que las cepas cuyo cédigo son W3, W6 y W7
pertenecen a Clonostachys rosea. Para demostrar esto se buscaron los resultados
de las secuencias en la base de datos del NCBI.

Siendo asi, que la cepa cuyo cédigo es W3, demostré su homologia (100%) con el
ITS4 de la cepa SC28B04 de Clonostachys rosea, secuencia parcial; Gen de ARN
ribosémico 5.8S y ITS2, secuencia completa; y gen de ARN ribosdmico de
subunidad grande, secuencia parcial (ID: MW113380.1) (Figura 23A). En adicion, la
secuencia codificante con el EF-1H tuvo un 99.49% de homologia con la secuencia
ID:MT415234.1 corresponde a Clonostachys rosea cepa Maho4 gen del factor de
elongacién de traduccion 1-alfa (TEF), cd parcial (Figura 23B).
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Figura 23. Clonostachys rosea (W3). A, Resultados de alineamiento con ITS4 B,
Resultados de alineamiento IF-1H (NCBI).

La cepa W6 tuvo una homologia del 100% y con el ITS4 el microorganismo

pertenece a la cepa FCR23 de Clonostachys rosea, secuencia parcial; Gen de ARN

52



ribosomico 5.8S e ITS2, secuencia completa; y gen de ARN ribosomico de
subunidad grande, secuencia parcial (ID: MW453182.1) (Figura 24A). En el caso
del EF-1H pertenece de igual forma al gen de la cepa Clonostachys rosea f. rosea
CML 2310 del factor de elongacion de traduccion l-alfa (tefl), cds parciales. La
secuencia codificante tuvo un 99.76% de homologia con la secuencia ID:
KX184998.1 (Figura 24B).
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Shict 354 CTTICARCACATECOBOM G EAETATTCTRRIERMATLOCI I TEAGTLATTT 303 Shict 248 TOCTTGACANGLTCAMGE!CGAGICTRAGUBTGETATCALCATCGATATCGLTCTCTEGA 294

Query 317  CAACOCTCATGOCCC TAGGEC G TOLTET TOEGEAT COGICAMAGECCOOGACERALGEIE TN Query 53 AGTTUGRGAE TCOCAMGTALCAGLTCALCGTCATTCOTATOTOOTTROAL - - - - {TATGT  5M
T T e
Sbict 314 CAACCCTCATGOOCC TAGGGE GTROTGT TROGGAT COGICAMGLCCGUGAGRALGRIE 373 Shjct M9 ASTTOGAGACTCCCAMGTACCACGTCALCETCATTCGTATETCATTECACCTATCTATEE 35t
Quary 377  GGOCCCTAAATETAGTGGGEACCOSTEGTOECCTOOCCTOOCAMGTAGTGATATTOCRE 436 - . . . . )
T R T T T Query 559 TOTRTATTGLAMAGGLATATTGAL TAM TRATACCECALAGA GETECORTCALCGTEA 63
Shfer 378 GGOCCCTAAATCTAGTGE(GEACCOSTCGTEEICTOOCTROGASGTAGTEATATTONGE 433 TEECCEERRE e e e e er vo e e e e e e e v

Shick 352 TGTGTGTTGLAAAGGLATOTTGAL TAALLGATACCLCALARAIGLTCCOGOTCALIGTGA 411
Query 437 ATOOGAGAGOGAGAGOCCC TGOOGTTAMALCICCASCTTTCCARGET TRALC TCAGATL &35
IEPPTRREE TR e e e e v e

¢ TTTCATCARGAALATG &
Shict  AM ATCLGAGAGTGAL GO TRIOGTTAAAILCCCAAL TTTCLARGLT TRE CTLALRTC &8 Query 648 ”lli“(l”””ﬁ s
Query 497  AGGTAGGAATACCCGE TGAM TTAMGCATATCAMAL 532 Shich 420 TTTCATUARGAACATGA 434
FELLERRELTERRRE el
Shfer 404 ACCTAGCAATALCCGCTGASCTTAMCCATATCARAL 53

Figura 24. Clonostachys rosea (W6). A, Resultados de alineamiento con ITS4. B,
Resultados de alineamiento IF-1H (NCBI).

Finalmente, para la cepa W7, con el ITS4 se obtuvo una homologia del 100%
(MN452772.1) con la cepa aislada Clonostachys rosea ARSO1 2 51 2 ITS1,
secuencia parcial; Gen de ARN ribosémico 5.8S y ITS2, secuencia completa; y gen
de ARN ribosémico de subunidad grande, secuencia parcial (Figura 25A). Para la
secuencia codificante con el EF-1H tuvo un 99.61% de homologia con la secuencia
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ID:MT465653.1 Clonostachys rosea traduccion factor de elongacion gen 1-alfa, cd

parcial (Figura 25B).

Clonostachys rosea isolate ARSO1_2 51 _2 || Clonostachys rosea translation elongation
internal transcribed spacer 1, partial sequence; || factor 1-alpha gene, partial cds
5.8S ribosomal RNA gene and internal || secvence 0 MT465653.1 Longth: 669 Numbor of Matcnes: 1
transcribed spacer 2, complete sequence; and || ruoge s 152 t0 669 Geras G
large subunit ribosomal RNA gene, partial

946 bits(512) 0.0 SI7/SIN97%) 1/519{0%) Plus/Plus

sequence
. - - . . Query 135 CCACGTCOATTCCGLCAMGTCTACCACCACTGOTCACTTGATCTALCAGTELGRTERTAT 1
Sequence 10: MNAS2772.1 Length: 535 Number of Matches: 1 CEEECEECE RO E R R
Sbhict 152 CCACGTCGATTCCCLCAMGTCTACCACCACTEOTCACTTGATCTACCAGTEGOTGLTAT 211
Range 1: 27 1o 349
. et e 55 rang Query 195 TOACAMGGTALCATTGACAMGTTCGAGAMGG TAMCAM AGCCACTCCTTIGATECCCAT 254
$97 brs{323) 2e-166 323/323(100%:) 0/323(0%) Plus/Plus A R R A R R A
Shjct 212 TCACAAGIGTALCATTGACAMGTTCGAGAMGL TAMCARCAGICACTCCTTTCATECCCATY 20
Query 21  CCATGTGRACATACCTACTGTTECTTCOSCGGGATTOCCCCGOECGICTCOTGTECCCCS 80
FERCEEELREERE O DR RO PR LR Query 255 ATCGTGLGGLGA TCGATCTCOCCCTGOECATTTTTTEIGCCCCTCTTACCCLTCCTCA 314
Sbjet 27 CCATGTGAACATACCTACTGTTECTTCOSCGGGATTGCCCCOGGCGLCTCATETECCCCE 86 POOEECRRR LR PR e e e e L R ey
Shjct 272 ATCGTGOGOCGAC TCGCATC TCACCC TGOECATTTTTTGIGECCCTCITACCCCTCCTCA 331
Query 81  GATCAGGCGOCCOCCTACGAAACTTAACTCTTETTTTATTTTCCAATCTTCTGAGTAGTY 148
FLLEEELTEELTREEE LR R EEELREEE e R R LS8 e RCCACANL SR LALAGTIATO 304
Shjct 87  CATCAGGCGCCCCCCTAGGAAMCTTAACTCTTGTTTTATTITGGAATCITCTGAGTAGTT 146 FLEERERE TEEERER LR R e R e
Shict 332 AMMGTTOM-TTTTTTGTGKCCATTTTAGTORGGCCACAM CCOGCCACAGTTATCGA 399
. 18 AAATAMATARAAL A CAMCEEATCTCTT GO TTCTCOCATCOATCAMGANE 3
S T || e 7 T e e o
3 M 22 a2 sarALrEr - - TCGA apas | | | | | | |
Sbjct 167 TTTACAMATAMTARAAACTTTCAACAACGGATCTCTTORTTCTGGCATCGATOMGAN 206 || cusce 391 TACANTTCTCAGOAGEUKATECTRACAATOR CAMCIGMKCCTETCRK. 450

Query 201 GUMKGAAATGGATAMGTAATGTGAATTGAGAATTCAGTGATCATCOARTCTTTEAA 268 || Query 435 AAGGGTTCCTTCAMGTACGCATGRGTCCTTGACAMGC TCAGECCGAGLGTAACETERT 454
FEELEEELREEEE TR LRV ER R R R T T T T T R T T E N Y TR T TR S I T IO
Shjct 207 CCAGCCAMATGCATAAGTAATGTCAATTECAGAATTCAGTGAATCATCRAATCTTTOAL 266 Shjct 451 AAGGGTTCCTTCAMGTACGLATGRGTCCTTGACAMGE TCAM (GAGLGTGAKGTGET 518
Query 261 CGCACATTGOGCCCGCCAGTATTCTGECOGECATECCTETCTGAGCETCATTTCAACCCT 320 Query 495 ATCACCATCGATATCECTCTCTGOAMGTTCGAGA TCCCAAGTACCAGGTCACCGTCATT 584
FLECERELELLREEE PR R R LR R LR RO PHOEEECEE R R R R
Sbjct 267 CGCACATTGOKCCGCCAGTATTCTGOCGOGCATECCTGTCTEAGCGTCATTTCARCCCT 326 Sbjct SI1 ATCACCATCGATATCGCTCTCTGOAMGTTCGAGAC TCCCAAGTACCAGGTCACCGTCATT 579
Query 321 CATGCCCCTAGRGCGTGETGTTS 343 Query 535 GGTATGTGGTTGCACCTATGTTGTGTGTTCCAMGGCATGTTGACTAMC TGATACCCCAC 614
T CEOLEEPPEEOREEL R PRE AL R R L TR AL T RE I
Shict 327 CATGCCCCTAGRACGTERTETTE 349 Sbict ST GGTATGTGGTTGRACCTATGTTGTGTGTTGCAMGGCATGTTGACTAM TGATACCCCAC 639

Query 615 AGACGCTCCCGOTCACCGTGATTTCATCARGAACATGAT 653
HOEEECERREEERCER TR R e
A Sbjct 631 AGACGCTCCCGOTCACCGTGATTTCATCAMGAMCATGAT 669 B

Figura 25. Clonostachys rosea (W7). A, Resultados de alineamiento con ITS4. B,
Resultados de alineamiento IF-1H (NCBI).

La morfologia macroscoépica de las cepas W3, W6 y W7 presentan un color blanco
en el reverso y dos de ellas tienen un color crema en el anverso (Figura 26A, By
28A, B). Mientras que la cepa W6 en su anverso es color amarillo como se observa
en la Figura 27B. Por otro lado, las cepas presentan textura algodonosa, forma
filamentosa, borde lacerado, consistencia suave y tienen un crecimiento moderado
(4-7 dias).

Clonostachys rosea es un hongo filamentoso hialino y en su morfologia
microscopica presenta conidioforos en dos formas distintas. La primera como
conidioforos ramificados verticilados (Figura 26C, 27D y 28C) y la segunda como
conidioforos ramificados penicilados (Figura 27C y 28D) lo cual concuerda con lo

reportado por Sun et al. (2020). Sin embargo, Anwar et al. (2018) y Afshari &
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Hemmati (2017), los mencionan como conidiéforos primarios a los verticilados y
conidiéforos secundarios a los penicilados.

Los conidios de los conidiéforos ramificados verticilados son mas largos y ovalados
teniendo forma de gota. En cambio, los conidios de los conidiéforos ramificados
penicilados presentan forma ovalada. Esto se puede corroborar con lo reportado por
Li et al. (2006). La diferencia entre estas dos formas de conidi6foros es que a
comparacion de los conidioforos penicilados, los conidioforos verticilados se
encuentran de 2-4 septos o verticilios de fidlides. Los conidi6foros penicilados se
observan de 2-3 septos con 2-4 fialides.

Ademas de ello, este microorganismo produce dos formas diferentes de conidios
durante su ciclo de vida: conidios y clamidosporas. Los conidios primarios midieron
aproximadamente 10.43 pm de largo por 4.42 um de ancho. Las clamidosporas son
globosas y presentan una pared lisa. Sun et al. (2020) comenta que Clonostachys
rosea forma clamidosporas cuando el microorganismo se encuentra en entornos
hostiles como pH desfavorables y bajas temperaturas. En comparacioén con los

conidios, las clamidosporas son significativamente mas grandes y resistentes a las

condiciones ambientales adversas.

Figura 26. Clonostachys rosea (W3), A. Anverso, B.Reverso, C. Conidi6foro penicilado
(50X), D. Conidioforo verticilado, E. Clamidosporas, F. Conidios (50X).
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Figura 27. Clonostachys rosea (W6). A, Anverso. B, Reverso. C, Conidiéforo penicilado
(50X), D. Conidiéforo verticilado, E. Clamidosporas, F. Conidios (100X).

Figura 28. Clonostachys rosea (W7). A, Anverso. B, Reverso. C, Conidi6foro verticilado
(50X). D, Conidi6foro penicilado (50X). E, Clamidosporas. F, Conidios (50X).
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Esta cepa fue determinada como patdégena ya que afecta a los frutos de aguacate
Hass. Sin embargo, se ha reportado la recuperacion de este hongo con mayor
frecuencia del suelo seguido de diferentes tipos de plantas, como cebada, cebolla,
fresa, rosa y cacao, en las que las raices, hojas y flores son las principales partes
aisladas, siendo la parte de mayor frecuencia la raiz (Sun et al., 2020). La cepa se
conoce como excelente agente biologico que juega un papel crucial en el control
biolégico de muchos tipos de patdgenos. Hasta la fecha, se ha informado que C.
rosea actla contra varios hongos patégenos de plantas.

Este agente de control biolégico es util incluso contra Fusarium solani o
Colletotrichum gloeosporioides, hongos que son capaces de enfermar frutos de
aguacate (Rodriguez et al., 2011). El antagonismo contra estos microorganismos
patégenos se debe a la competencia de nutrientes, micoparasitismo y la resistencia
inducida (Roberti et al., 2008). Ademas, su produccion de metabolitos secundarios
puede ejercer un efecto antibidtico, similar al encontrado en otros hongos de control
bioldgico.

Pero se ha reportado al menos dos trabajos donde este microorganismo funge como
fitopatdgeno. El primer reporte de C.rosea como agente causante de la pudricion de
la raiz de la soja y la colonizacién sistémica de la soja en Minnesota, Estados
Unidos. En el reporte comentan que este hongo pudo haber sido aislado
previamente de plantas de soja asintomaticas e identificado como Gliocladium
roseum (Bienapfl et al., 2012). El segundo reporte por Afshari & Hemmati (2017) es
sobre el aislamiento de C. rosea de plantas de habas que mostraron sintomas de
marchitez y pudricion, en el noroeste de Iran. Demostrando con un experimento de
patogenicidad de invernadero que esta especie es el agente causal de la

enfermedad.
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7.3.1 Andlisis filogenético

La historia evolutiva se infirid utilizando el método Neighbor-Joining. El arbol
obtenido del andlisis filogenético de los hongos fitopatdbgenos se muestra en la
Figura 29-31. Asi mismo, se anexan las Tablas 7-9 donde se presenta la informacion
de cada cepa que conforma el arbol filogenético.

Fusarnium verticillioides DET-51 [Brasil]

Fusarnium verticillioides JO-B499 [Jordania]

100%;
| Fusarium verticillioides JO-B466 [Jordania]

Fusarium verticillioides JO-B492 [Jordania]
100%s

' Fusarium verticillioides GMGHOZ2 [China]

Fusarium verticillioides Q2 [China]

Fusanum verticillioides HS17 [China]
1005

——Gibberella moniliformis 3 [Brasil]
100%:

ihoe, [ FUSarium verticillioides [México]

— Gibberella moniliformis 75 [Iran]

Fusarium oxysporum WM36-2 [China]

0.0020

Figura 29. Arbol filogenético de F. verticilliodes generado por secuecnias concatenadas de
ITSyEF-1 U.
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Para F. verticillioides, se muestra el arbol 6ptimo con la suma de longitud de rama
=0.03917030 (Figura 29). El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones
asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones) se muestra
junto a las ramas. El arbol esté dibujado a escala, con longitudes de rama en las
mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol
filogenético. El arbol tiene una escala de 0.0020 generado a partir de secuencias
concatenadas ITS-EF-1 U . Est e an §llisecuencias de mucléotdosr Se
eliminaron todas las posiciones con menos del 100% de cobertura del sitio, es decir,
se permitieron menos del 0 % de brechas de alineacién, datos faltantes y bases
ambiguas en cualquier posicion (opcion de eliminacion parcial). Hubo un total de
506 posiciones en el conjunto de datos final.

Entre las secuencias que tuvieron homologia con la cepa estudiada provienen de
China y Jordania. Asi mismo se observa en el primer grupo que tres secuencias de
Jordania estan agrupadas junto con una de China y otra de Brasil lo cual destaca
gue hay cierta similitud en la informacion genética de cada cepa. Estas cepas de
Jordania como se observa en la Tabla 7, fueron recuperadas de platano. Para el
caso de Brasil y China fueron recuperadas de Aspidosperma polyneuron y tabaco
respectivamente.

Ademas, se tiene como cepa externa a Fusarium oxysporum originaria de China.
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Tabla 7. Informacion de las secuencias que componen el arbol filogenético de Fusarium

verticillioides.

Especie Cepa Fuente de Pais No. Access

aislamiento ITS EF-1 U
Gibberella 75 Complejo de Iran JQ363719.1 | JQ432384.1
moniliformis especies de
Fusarium fujikuroi

Fusarium HS17 Trigo y maiz China | KY426418.1 | KY435737.1
verticillioides

Gibberella 3 Granos de maiz Brasil JQ363718.1 | GU989124.1
moniliformis

Fusarium GMGHO02 Tobaco China | MW386816.1 | MW383503.1
verticillioides

Fusarium JO-B492 Platano Jordania | MN335234.1 | MN335239.1
verticillioides

Fusarium JO-B466 Platano Jordania | MN335233.1 | MN335238.1
verticillioides

Fusarium Q2 Maiz China | MN698249.1 | MN689177.1
verticillioides

Fusarium DET-51 Aspidosperma Brasil KX385056.1 | MN223455.1
verticillioides polyneuron

Fusarium JO-B499 Platano Jordania | MN335235.1 | MN335240.1
verticillioides

Fusarium WM36-2 China | MK158493.1 | MK266485.1
oxysporum

Cepa Aguacate México
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Fusarium solani THOS-2 [China]

100%G
1 Fusarium solani THO7-2 [Chinal

100%0

Fusarium solani DHO1-3 [Chinal

100%|L Fysarium solani FS07-1 [China]

Fusarium solani FPOST-174 [Espafia]

Fusarium solani NW-FVA 3177 [Alemania]

100 %G
- Fusarnium solani HB-ZB-F06-14 [China]

- Fusarnium solani Fo6 [Estados Unidos]

L Fusarium solani [México]
100%:

Fusarnum solani LH10-6 [Chinal

- Fusarium solani DE20 [Malasia]

Neocosmospora perseae CPC:26833 [italia]

—
0.0z

Figura 30. Arbol filogenético de F. solani generado por secuecnias concatenadas de ITS y
EF-1 U.

Para F. solani se muestra el arbol 6ptimo con la suma de longitud de rama =
0.23497162 (Figura 30). El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones
asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones) se muestra
junto a las ramas. El arbol estéa dibujado a escala, con longitudes de rama en las
mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol
filogenético. El arbol tiene una escala de 0.020 generado a partir de secuencias
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concatenadas ITS-EF-1 UEste andlisis involucr6 12 secuencias de nucleétidos. Se
eliminaron todas las posiciones con menos del 100 % de cobertura del sitio, es decir,
se permitieron menos del 0 % de brechas de alineacion, datos faltantes y bases
ambiguas en cualquier posicion (opcion de eliminacion parcial). Hubo un total de
1014 posiciones en el conjunto de datos final.

La mayoria de secuencias halladas con la infomacion genética de la cepa Fusarium
solani de este trabajo proviene de China de Panax ginseng donde principalmente
se recuperd el microorganismo de la raiz de la planta. Sin embargo, no deja de
pasar desapercibida en fruto porque la mayoria de hongos del género Fusarium
atacan desde la raiz de una planta hasta el fruto producido por esta. En la Tabla 8

se observan los diferentes paises de los cuales se hallaron las cepas.

Tabla 8. Informacion de las secuencias que componen el arbol filogenético de Fusarium

solani.
Especie Cepa Fuente de Pais No. Access
aislamiento ITS EF-1 U
Fusarum solani FSO07-1 Panax China | MN636714.1 | MN650117.1
ginseng
Fusairum solani DHO01-3 Ginseng China | MN637839.1 | MN650105.1
(raiz)
Fusairum solani THO5-2 Ginseng China | MN637848.1 | MN652892.1
(raiz)
Fusairum solani | LH10-6 [] Oryza China | MK611942.1 | MN927129.1
sativa
Fusairum solani F56 Lilium Estados | HQ379676.1 | KY020039.1
longiflorum | Unidos
Fusairum solani | FPOST- Fresa Espafia | KY484986.1 | KX215054.1
174
Fusairum solani HB-ZB- Remolacha | China KT213074.1 | KT213256.1
F06-14 azucarera
Fusairum solani DE20 Suelo de Malasia | KF897899.1 | KM580560.1
manglares
Fusairum solani THO7-2 Ginseng China | MN637851.1 | MN652894.1
(raiz)
Fusairum solani NW- Fraxinus | Alemania | MH191237.1 | MH220421.1
FVA 3177 | excelsior
Neocosmospora | CPC:26833 Persea Italia LT991944.1 | LT991906.1
perseae americana
Cepa Aguacate México
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Clonostachys rosea Maho4 [Tailandia]
Clonostachys rosea C08-9 [México]
Clonostachys rosea DG-5-1 [Chinal
Clonostachys rosea HQ-3-1 [China]
Clonostachys rosea HQ-4 [China]

Clonostachys rosea HQ-6 [China]
100 %

Clonostachys rosea HQ-10-1 [China]
Clonostachys rosea (SBordj01) A [Argeria]
Clonostachys rosea 2R2 [Argeria]
Clonostachys rosea MzE3C3 [Argeria]
‘Clonastachys rosea 1sidE4C2 [Argeria]
Clonostachys rosea 2sidE3C2 [Argeria]

Clonostachys sp YFCC 892 [China]

Trichoderma stromaticum GJ597-181[Estados Unidos]

—

0.0z

Figura 31. Arbol filogenético de Clonostachys rosea (W6) generado por secuecnias

concatenadas de ITSy EF-1 U .

Para C. rosea, se muestra el arbol 6ptimo con la suma de longitud de rama =
0.22056366 (Figura 31). El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones
asociados se agruparon en la prueba de arranque (1000 repeticiones) se muestra
junto a las ramas. El arbol esta dibujado a escala, con longitudes de rama en las
mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol
filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon usando el método de Maxima

Verosimilitud Compuesta y estan en las unidades del niumero de sustituciones
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transversionales por sitio. El arbol tiene una escala de 0.020 con longitudes de rama
en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para el arbol
filogenético generado a partir de secuencias concatenadas ITS-EF-1 UEste anélisis
involucré 14 secuencias de nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones con
menos del 100 % de cobertura del sitio, es decir, se permitieron menos del 0 % de
brechas de alineacion, datos faltantes y bases ambiguas en cualquier posicion
(opcidén de eliminacion parcial). Hubo un total de 2379 posiciones en el conjunto de
datos final.

La secuencia de la cepa de México, Clonostachys rosea C08-9 (indicada en
negritas), se agrupd con 13 secuencias de diversos paises. La mayoria de las
secuencias con la que se relaciona la cepa estudiada son de China. Qui et al., (2022)
aisl6 esta cepa de Clonostachys rosea de la raiz podrida de Astragalus
membranaceus encontrando varias del mismo microorganismo de las cuales 4
cepas se encuentran concatenadas en el arbol filogenético (HQ-3-1, HQ-4, HQ-6 y
HQ-10-1). Por otra parte, las cepas que se ubican genéticamente mas cerca de la
cepa estudiada, Clonostachys rosea DG-5-1 es una cepa hallada en pudricién de la
raiz de Angelica sinensis causada por este microorganismo en China (Ma et al.,
2022). Por otro lado, la cepa Clonostachys rosea Maho4 halla en Tailandia fue
aislada de hongos en semillas y frutas silvestres reportado por Perera et al. (2020).
Ademas, Trichoderma stromaticum GJS 97-181 se consider6 como microorganismo
externo debido a que tiene relaciones genéticas con Clonostachys rosea. La
diferencia radica en la familia a la que pertenecen ambos. En cambio, Trichoderma
pertenece a la familia Hypocreaceae, Clonostachys rosea pertenece a
Bionectriaceae.

Tomando como referencia en su conjunto, la informacion anterior indica que
Clonostchys rosea es de origen monofilético ya que todas las cepas de
Clonostachys incluidas en el arbol filogenético han evolucionado a partir de una
poblacion ancestral comun. Esto indica que Clonostachys rosea C08-9 procede de
una pequefa poblacién fundadora que en el pasado adquirié patogenicidad (Tabla
9).
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Existen muchos factores por el cual una cepa desarrolla patogenicidad, este radica

en la variacion en los fenotipos de patogenicidad y virulencia producidos por la

acumulacion de cambios genéticos recientes. Esto es posterior a la evolucion del

microorganismo y el area geografica en que el huésped se encuentre.

Tabla 9. Informacién de las secuencias que componen el arbol filogenético de Clonostachys

rosea (W6).

Especie Cepa Fuente de Pais No. Access
aislamiento ITS EF-1 U

Trichoderma | GJS 97-181 Cacao USA AF097910.1 | AY937447.1

stromaticum

Clonostachys | MzE3C3 Papa Argeria MK752438.1 | MK752494.1
rosea

Clonostachys 2R2 Papa Argeria MK752436.1 | MK752493.1
rosea

Clonostachys | 1sidE4C2 Papa Argeria MK752439.1 | MK752495.1
rosea

Clonostachys | 2sidE3C2 Papa Argeria MK752440.1 | MK752496.1
rosea

Clonostachys | (5Bordj01) Papa Argeria MK752434.1 | MK752492.1
rosea A

Clonostachys | HQ-10-1 Astragalus China MZ433204.1 | MZ451398.1
rosea membranaceus

Clonostachys HQ-6 Astragalus China MZ433200.1 | MZ451395.1
rosea membranaceus

Clonostachys HQ-4 Astragalus China MZ433199.1 | MZ451394.1
rosea membranaceus

Clonostachys HQ-3-1 Astragalus China MZ433198.1 | MZ451393.1
rosea membranaceus

Clonostachys DG-5-1 Angelica China MZ425507.1 | MZ451389.1
rosea sinensis

Clonostachys Maho4 Frutas Tailandia | MT215574.1 | MT415234.1
rosea

Clonostachys C08-9 Aguacate México OM473286.1 | OM715999.1
rosea

Clonostachys | YFCC 892 Genus China MW199070.1 | MW295970.1
Sp
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7.4 Preparaciéon de materiales

7.4.1 Extraccion de aceites esenciales

La recoleccion de las especies vegetales se llevd a cabo en tres puntos: Yaonahuac
(Pelargonium graveolens 177901, Ageratina rivalis 177884 (hoja) y Eupatorium
petiolare Moc. 177882 (flor)); Tepeaca (Thymus vulgaris L. 177883 y Litsea
glaucescens Kunth 177881) y San Andrés Cholula (Barkleyanthus salicifolius).

Las especies vegetales, fueron certificadas en el Herbario de la Facultad de
Ciencias (FCME) en la UNAM, el folio de registro y fichas técnicas se muestran en
los anexos. Las plantas sometidas a extraccion de aceite esencial se muestran en
la Figura 32. Para la extraccion con el método de hidrodestilacion, se utilizé 100 g.
de material vegetal por cada especie para poder obtener los rendimientos. Asi

mismo, en la Figura 32 se observa la coloracidén que presenta cada aceite esencial.

e, |

Ageratina Eupatorium Litsea  Cinnamomum  pejargonjum  Thymus —Barkleyanthus
rivalis. petiolare Moc. glaucescens. verum. graveolens. vulgaris L. salicifolius.

= 9
Ageratina  Eupatorium Litsea Cinnamomum Pelargonium Thymus Barkleyanthus
rivalis. petiolare Moc. glaucescens.  yorym. graveolens. vulgaris L. gajicifolius.

Figura 32. Coloracién de cada aceite esencial extraido.
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7.4.1.1 Caracterizacion quimica

La caracterizacion quimica se llevo a cabo por Cromatografia de Gases acoplada a
espectrometria de Masas, GC-MS por sus siglas en inglés.

El andlisis del aceite esencial de tomillo arrojo como componente mayoritario al
compuesto timol con un 43.6% de total localizado a los 33 minutos, enseguida se
encuentra el componente o-Cimeno con un 15.7% a los 18 minutos y como tercer
compuesto se encuentra el gamma-Terpineno con un 12.4% localizado a los 20
minutos. En la Figura 33 se encuentra el cromatograma del analisis de este aceite
gue va acompafado de la Tabla 10 donde se presentan todos los compuestos que
conforman el aceite esencial de tomillo. Mufioz-Acevedo et al. (2009) y Sellamuthu
et al. (2013) reportaron como componente mayoritario al timol (34%) seguido de p-
cimeno (17.7%) y como tercer compuesto se encontré el Gamma-Terpineno (6.8%).
Si bien, el aceite esencial solo difiere en el terpeno o-cimeno y en el porcentaje de
abundancia.

Coy & Eunice (2013) reportaron la presencia de 13 componentes mas que en este
trabajo donde su componente mayoritario es el 3-pineno (29,0 %), el 1,8-cineol (21,5
%) y el o-cimeno (17,9 %). Al final esto componentes difieren por el 1,8-cineol ya

gue en el aceite analizado en el presente trabajo no se registro la presencia.
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Figura 33. Cromatograma de la composicion quimica de Thymus vulgaris L.
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Tabla 10. Composicion quimica del aceite esencial de Thymus vulgaris L.

Pico Nombre IR Abundancia (%)
1 Alfa-Pineno 939 2.5
2 Canfeno 946 2.8
3 Beta-Pineno 974 2.1
4 Alpha-Felandreno 1002 0.5
5 (2E)-Hexenyl acetato 1010 2.9
6 0-Cimeno 1022 15.7
7 Gama-Terpineno 1054 12.4
8 Linalool 1095 1.6
9 1-Terpineol 1130 2.4
10 Canfor 1141 0.5
11 Borneol 1165 1.4
12 Alfa-Terpineol 1186 0.3
13 Timol, metil eter 1232 1.7
14 Timol 1289 43.6
15 Beta-Cubebeno 1387 3.3
16 Beta-Elemeno 1389 0.5
17 Beta-Cariofileno 1417 1.2
TOTAL 95.4

Para Cinnamomum verum el principal componente mayoritario fue el cimaldehido
con un 45.9 % del total de la composicion presente como el décimo compuesto
detectado (Figura 34) y colocada en la Tabla 11. También se encuentra 1,2,8-p-
mentatriona con un 7.9% y como tercer componente mayoritario se encuentra el
linalol ocupando un 6.8% y que es detectado a los 18 minutos. Otros trabajos como
el reportado por Pajaro et al. (2017) mencionan al eugenol (59.39%) como
compuesto mayoritario seguido del (E)-Cinnamaldehyde. Por otro lado, Osorio et al.
(2017) concuerda con lo reportado en este escrito ya que como compuesto
mayoritario tiene al (E)-cinnamaldehyde (89,25%) seguido del thymol (3.40%),
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menthol (3.39%), linalool (2.13%) y camphor (1.13%). Sin embargo, no dejan de
pertenecer al grupo de los terpenos. La mayoria de los aceites esenciales tienen
principios activos y la actividad fungicida estad asociada con sus fenoles
monoterpénicos tales como: timol, carvacrol, aldehido, cindmico y geranio (Barrera
& Garcia, 2008).
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Figura 34. Cromatograma de la composicion quimica de Cinnamomum verum.
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Tabla 11. Composicion quimica de Cinnamomum verum.

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

En el caso de Pelargonium graveolens comdnmente conocida como citronela. Su
aceite esencial estd compuesto por 14 compuestos de los cuales los tres
compuestos mayoritarios son el geraniol con el 43.9% localizado en el pico 5 de la
Figura 35 donde se presenta el cromatograma. En segundo lugar, se encuentra el
citronelol con un 17.4% del total de los compuestos y finalmente en tercer lugar,

estd el compuesto mentona con un 9.5% el cual esta localizado en el pico 2 y

seflalado en la Tabla 12.
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Figura 35. Cromatograma de la composicion quimica de Pelargonium graveolens.

Tabla 12. Composicién quimica de Pelargonium graveolens

Pico Nombre IR Abundancia (%)
1 Linalool 1095 6.9
2 Mentona 1148 9.5
3 Mentol 1167 1.3
4 Citronelol 1225 17.4
5 Geraniol 1252 43.9
6 Beta-Bourboneno 1388 1.6
7 Alfa-Gurjuneno 1409 7.4
8 Neryl propanoato 1454 2.7
9 Nerolidol 1532 0.7
10 Geranil acetato 1379 1.2
11 2-Phenil ethil tiglato 1584 2.2
12 Tau-cadinol 1640 0.8
13 Geranil tiglato 1696 2.5
14 (2Z,6E)-Farnesal 1715 0.5
TOTAL 98.6
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Se ha reportado el perfil quimico del aceite comercial de P. graveolens donde se
determind la presencia de noventa y siete compuestos que representan el 99,04%
del aceite total.

El componente mayoritario fue el citronelol (22,28%), seguido del geraniol (15,50%),
lacetato de geranio (13,13%), limoneno (9,27%), el alcohol feniletilico (5,93%) vy el
linalol. (5,59%) (Szutt et al., 2019). A diferencia de este aceite esencial comercial
contiene mas componentes quimicos que el descrito en este trabajo.

El analisis del aceite esencial de Pelargonium graveolens reportado por Kardan-
Yamchi et al. (2020) mostré 52 componentes que representan el 99,4% de la
composi ci - n dcérbnela @%4%), & geralidl (2%7%) y el nerol (11,7%)
fueron los principales componentes del aceite esencial, seguidos de la trans-
mentan-3-ona (2,9%), p -mentona (2,7%), pero los componentes butirato de
citronelil-n (2,6%), alcohol feniletilico (2,4%), acetato de geranilo (1,5%) y 6xido de
rosa (1,5%) no se encontraron en la composicién quimica del aceite analizado para

este trabajo al igual que el nerol.

En la Figura 36 se muestra el cromatograma de la composicién quimica de Litsea
glaucescens, mejor conocido como laurel. Ademas, va acompafiada de la Tabla 13

donde se enlistan los compuestos del aceite esencial de laurel.
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Figura 36. Cromatograma de la composicion quimica de Litsea glaucescens.
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El primer compuesto mayoritario se encuentra en el pico 4 y su nombre es 1,8-
cineol, este conforma el 44.6% del total de los compuestos. En segundo lugar, se
encuentra el dihidrocarveol con un 23.8% y fue detectado a los 29 minutos segun lo
observado en el picol0. El tercer compuesto mayoritario es el que se muestra en el
pi co urpmeno o un Bl1%. En total, este aceite esencial esta formado por
28 compuestos que, en comparacion con los demas aceites esenciales analizados,
este es el que tiene mas componentes.

Entre los componentes mayoritarios identificados, a través de la base de datos
NI ST, se encontraron eucal i p-terpiheno((1D.04%9,
bcymeno (9 nodpdend (9.42%), (-)-terpinen-4-ol (8.42%) y (-)-b-pineno
(8.06%) (Lazcano-Torres et al., 2019).

Jiménez-Pérez et al. (2011) reportaron principalmente monoterpenos, presentando
mayor contenido de ecualiptol, linalool, terpinen-4-01 Yy erWpi neol ;-
cy me n-oy, -fkkeno; los cuales son compuestos comunes en estas especies.
También, Guzman-Gutiérrez et al. (2012) encontraron en el aceite de L.
glaucescens mayor cantidad de eucaliptol y o-cymeno, seguido de otros
constituyentes como limoneno, terpinen4-o | , | i-n gbi ;meeln,o, Uy 9
mayoria de los componentes reportados por otros autores, se encuentran en la
Tabla 13. Sin embargo, el aceite analizado en este trabajo tiene mas componentes

gue los aceites esenciales que se han reportado.

Tabla 13. Composicion quimica de Litsea glaucescens.

Pico Nombre IR Abundancia (%)
1 Alfa-Pineno 939 5.1
2 Canfeno 954 2.6
3 Beta-Pineno 979 3.1
4 1,8-Cineol 1026 44.6
5 Gama-Terpineno 1054 2.4
6 Terpinoleno 1086 0.3
7 Linalool 1095 0.5
8 1-Terpineol 1130 1.4

73

7%) , i

adems§8s

terpin



9 Terpinen-4-ol 1177 2.5
10 Dihidrocarveol 1193 23.8
11 Carvona 1243 0.9
12 Bornil acetato 1254 1.3
13 Trans-Carvona oxide 1276 0.3
14 neo-Isopulegil acetate 1277 0.4
15 Alil octanoato 1280 0.3
16 Safrol 1287 0.5
17 Trans-dihidro-alfa-Terpinil acetato 1300 0.7
18 Cis-Pinocaril acetato 1311 1.2
19 Geranil acetato 1379 0.9
20 Beta-Cariofileno 1408 0.9
21 Alfa -Humuleno 1452 0.3
22 Isobornil n-butanoato 1473 0.5
23 Alfa-Muuroleno 1500 0.4
24 (2)-Nerolidol 1531 0.4
25 Caryofileno oxide 1582 0.4
26 Sesquituriferol 1604 0.3
27 (2)-Lanceol 1760 0.5
28 Butyl dodecanoato 1786 0.6
TOTAL 97.1

El aceite esencial de Ageratina rivalis (hoja) es el segundo con mas compuestos.
Estos son 22 compuestos que son enlistados en la Tabla 14 en base al
cromatograma que se presenta en la Figura 37. El primer componente mayoritario
es el que esta ubicado en el pico 22 y fue detectado a los 52 minutos, se trata de
procerina con un 28. 3%. En s-telgndrand obicddo g ar ,

en el pico 4 y finalmente esta el pico 13 cuyo compuesto es el cedreno con un 5.7%.
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Figura 37. Cromatograma de la composicion quimica de Ageratina rivalis (hoja).

Tabla 14. Composicion quimica de Ageratina rivalis (hoja).

Pico Nombre IR Abundancia (%)
1 Alfa-Pineno 939 2.3
2 Canfeno 954 2.8
3 Beta-Pineno 979 1.2
4 Alfa-Felandreno 1002 6.1
5 Alfa-Terpineno 1017 3.8
6 Limoneno 1024 2.5
7 (E)-Beta-Ocimeno 1044 2.2
8 Bornil acetato 1254 2.7
9 Beta-Bourboneno 1387 1.9
10 Beta-Elemeno 1389 3.5
11 Beta-Cariofileno 1408 2.1
12 Beta-Farneseno 1440 1.2
13 Cedrano 1441 5.7
14 Gamma-Muuroleno 1479 3.1
15 Beta-Selineno 1490 3.9
16 Beta-Bisaboleno 1505 14
17 Germacreno D-4-ol 1574 1.9
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18 1-epi-Cubenol 1627 2.7
19 Epi-Alfa-Cadinol 1638 3.8
20 (2)-Lanceol 1760 4.4
21 14-hidroxi-alfa-Muuroleno 1780 5.4
22 Procerina 1931 28.3
TOTAL 92.9

En la Tabla 15 se enlistan los componentes del perfil quimico de Eupatorium
petiolare (flor) con base en el cromatograma de la Figura 38. Este aceite esencial
tiene 14 compuestos, de los cuales el compuesto mayoritario es U-cedreno ubicado
en el pico 5 con un 33.7% de total de compuestos. En segundo lugar, se encuentra

b-cubebeno con un 20.8% y finalmente esta el compuesto bornil-acetato ubicado en

el pico 3y conforma el 7.3% del total de los componentes.
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Figura 38. Cromatograma de la composicion quimica de Eupatorium petiolare (flor).

Tabla 15. Composicion quimica de Eupatorium petiolare (flor).

Pico Nombre IR Abundancia (%)
1 Tricicleno 921 2.5
2 Alfa-Thujeno 924 3.6
3 Bornil acetato 1254 7.3
4 Beta-Cubebeno 1387 20.8
5 Alfa-Cedreno 1410 33.7
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6 Alfa-Santaleno 1416 1.2
7 Elemol 1548 6.2
8 Saptulenol 1577 7.2
9 Globulol 1590 2.4
10 Guaiol 1600 2.1
11 1-epi-Cubenol 1627 11
12 Camazuleno 1731 2.4
13 (E)-Nuciferol 1756 2.6
14 Procerina 1931 1.2
TOTAL 94.3

En el caso de Barkleyanthus salicifolius conocido como azomiate. Este aceite

esencial comunmente utilizado para remedios medicinales conste de 17

compuestos enlistados en la Tabla 16. El principal compuesto mayoritario es el

epoxido de aromadendreno ubicado en el pico 12 del cromatograma en la Figura

39. Enseguida, se encuentra el Tau-murulol con un 7.7% y como tercer compuesto

mayoritario, esta localizado en el pico 6 se encuentra el U-farneseno.
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Figura 39. Cromatograma de la composicion quimica de Barkleyanthus salicifolius.

77




Tabla 16. Composicion quimica de Barkleyanthus salicifolius.

Pico Nombre IR | Abundancia (%)
1 1,3,5-Undecatrieno, (E,Z)- 1170 1.7
2 Beta-Cubebeno 1387 2.5
3 beta-Elemeno 1389 0.7
4 o-Elemeno 1434 5.8
5 Beta-Cariofileno 1436 3.6
6 Alfa farneseno 1440 6.2
7 3-Buten-2-one,4-(2-hidroxi-2,6,6- 1494 2.7
trimetilciclohexil)
8 delta-Cadineno 1522 3.9
9 Nerolidol 1531 5.6
10 | Elemol 1548 2.8
11 | Carotol 1594 1.9
12 | Epo6xido de Aromadendreno 1639 37.6
13 | Tau-cadinol 1640 2.1
14 | Tau-Muurolol 1642 7.7
15 | Cubenol 1645 2.3
16 | Amil cinnamaldehido 1649 0.9
17 | Sesquicineole-2-one 1702 4.3
TOTAL 92.3

7.4.1.2 Obtencién de rendimientos

Empleando la formula antes descrita en la siguiente Tabla 17 se observa la
obtencion de aceite esencial de cada especie vegetal por cada 100 gramos.
Ademas, en la Figura 40 se aprecia una comparacion en cuanto al porcentaje de

rendimiento que cada aceite esencial.
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Tabla 17. Porcentaje del rendimiento de cada aceite esencial.

Nombre cientifico Nombre gr. AE %RAE
comun
Thymus vulgaris L. Tomillo 9.696 0.22889518
Cinnamomum verum Canela 8.269 0.32452904
Pelargonium graveolens. Citronela 3.9996 1.2537931
Litsea glaucescens Kunth. Laurel 0.588 0.41702128
Ageratina rivalis. El(hoja) 0.309 0.09307229
Eupatorium petiolare Moc. E2(flor) 0.516 0.17793103
Barkleyanthus salicifolius. Azomiate 1.895 0.21907514
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Figura 40. Comparacion de los porcentajes de rendimiento de las especies vegetales.

En base al resultado del rendimiento de aceite esencial de Thymus vulgaris tuvo un

rendimiento de 0.229 %. Este aceite esencial se le han atribuido propiedades por

Su accion antii espasmadica, antitusiva, antimicrobiana, antifingica y propiedades

antioxidantes como lo menciona Guerrero-Lagunes et al., (2011).
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En cambio, para aceites esenciales como el de Ageratina rivalis (hoja), Eupatorium
petiolare Moc (flor) y Barkleyanthus salicifolius su rendimiento es bajo comparado
con los otros aceites esenciales extraidos de las especies vegetales. Normalmente
las destilaciones por arrastre de vapor duran alrededor de 3 horas o mas horas
segun la hierba que se trate, obteniéndose muy poca cantidad de esencia. Esto se
debe a que el contenido en aceites de las plantas es bajo, y por ello se requiere
destilar grandes cantidades de especies vegetales para obtener un volumen que
justifique el gasto de destilacion. En dicho caso, los rendimientos suelen ser
menores al 1%, es decir destilando 100 kg. de hierba fresca, obtendremos menos
de 1 kg. de aceite esencial.

Para las especies vegetales Litsea glaucescens Kunth, Cinnamomum verum
comparadas con Palargonium graveolens, el rendimiento el muy bajo. En la Figura
40 se puede observar que la especie vegetal que tiene mejor rendimiento
comparado con las demas especies es Pelargonium graveolens (citronela).

7.5 Evaluacion de materiales in vitro

7.5.1 Técnica de microdilucion en caldo

En primera instancia se prepararon las soluciones stock donde se agregan 100pL
de aceite esencial en 900 pL de etanol absoluto obteniendo las concentraciones que

se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Concentraciones de las soluciones stock.

Nombre cientifico Nombre mg/mL
comun

Thymus vulgaris L. Tomillo 91.889
Cinnamomum verum Canela 83.667
Pelargonium graveolens L"Hér. ex Aiton. Citronela 53.222
Litsea glaucescens Kunth. Laurel 89.778
Ageratina rivalis (Greenm.) King & Rob. (hoja) El(hoja) 68.111
Eupatorium petiolare Moc. ex DC (flor) E2(flor) 64.111
Barkleyanthus salicifolius (Kunth) H. Rob. & Brettell. | Azomiate 99.778
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La evaluacién de estos aceites consta en primer lugar de hacer pruebas
preliminares. En estas pruebas preliminares se adicionaron 2 uL, 10 pL y 20 yL de

la solucion stock y cuyas concentraciones de aceite contenido en el pozo se

presentan en la Tabla 19.

Tabla 19. Concentracion de la solucion stock en 300 L.

Aceite esencial 2uL 10uL 20puL

Tomillo 0.427 mg/mL 2.137 mg/mL 4.274 mg/mL
Canela 0.599 mg/mL 2.993 mg/mL 5.985 mg/mL
Citronela 0.454 mg/mL 2.270 mg/mL 4.541 mg/mL
Laurel 0.355 mg/mL 1.774 mg/mL 3.548 mg/mL
El 0.613 mg/mL 3.063 mg/mL 6.126 mg/mL
E2 0.558 mg/mL 2.789 mg/mL 5.578 mg/mL
Azomiate 0.665 mg/mL 3.326 mg/mL 6.652 mg/mL

Se realizaron los calculos para el control positivo (medio de cultivo PDB y disco de
agar con micelio), control negativo (medio de cultivo PDB y la concentracion maxima
de aceite esencial), para 2 L (288 pL de medio cultivo PDB y 2 uL de solucién stock
de aceite esencial), 10 pL (280 pL de medio de cultivo PDB y 10 uL de solucién
stock de aceite esencial) y para 20 pL (270 pL de medio de cultivo PDB y 20 pL de
la solucion stock de aceite esencial). Una vez llenado la placa se incubé a 27 °C por
24 horas para posteriormente agregar el indicador de vialidad (resazurina) y se
incuba por 24 horas mas. Se hizo la lectura a 630 nm y se continuo con el calculo
del porcentaje de inhibicion de la cual se obtuvieron los resultados de la Tabla 20
afadiendo la Figura 41 donde se muestra la coloracién de los pozos por aceite

esencial y concentracion evaluada.
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Figura 41. Resultados de las pruebas preliminares de las cinco cepas seleccionadas.

Tabla 20. Concentraciones de aceite esencial con el porcentaje de inhibicion del 100%.

Tomillo Canela Citronela

Fusarium verticillioides 2.993+0.061 mg/mL

Fusarium solani 2.137+0.042 mg/mL

Clonostachys  rosea | 2.137 £0.110 mg/mL | 2.993£0.053 mg/mL | 4.541+0.075 mg/mL
(W3)

Clonostachys  rosea | 2.137 +0.470 mg/mL | 2.993+0.082 mg/mL
(W6)

Clonostachys  rosea | 2.137 £0.002 mg/mL | 2.993£0.053 mg/mL | 4.541+0.102 mg/mL
(W7)

Las casillas que estan vacias en la Tabla 20, se debe a que la m&xima concentracion

que se utilizé no fue suficiente para inhibir el crecimiento de hongo fitopatégeno o
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en su defecto no tiene actividad antimicrobiana. Tal es el caso de la cepa W3y W7
contra la maxima concentracion de aceite esencial de laurel que no logro inhibir
totalmente el crecimiento por lo cual se deberia aumentar la concentracion para
lograr que no hay actividad antimicrobiana. Por otro lado, cuando el indicador vira a
color rosa significa que hay actividad microbiana, pero en algunos ensayos
preliminares el indicador se degrad6 aun mas por lo que el color era mas claro lo
que puede indicar que el microorganismo tiene la capacidad de degradarlo
generando otro compuesto. Cuando el indicador de viabilidad se torna en un color
rosa la resazurina pasa a reducirse a resorufina. Pero hay casos donde el

microorganismo es capaz de reducirlo aun mas lo cual se genera dihidroresorufina.

F. verticillioides expuesto al aceite esencial de canela elimina por completo su
desarrollo siendo asi la MIC de 2.993+0.061 mg/mL. Como componente importante,
el cinamaldehido actlda inhibiendo la produccién de enzimas intracelulares tales
como las amilasas y proteasas lo que provoca el deterioro de la pared y un alto
grado de lisis celular. Ademas, al exponer esta cepa frente a los deméas aceites
analizados no se tiene respuesta alguna del bloqueo de su desarrollo por lo tanto la

actividad antimicrobiana de los demas aceites esenciales es nula.

Rosell6 et al., (2015) reportaron que en la prueba in vitro, los aceites esenciales de
canela, clavo y orégano redujeron el crecimiento de F. verticillioides en casi un
100%, siendo el orégano el aceite esencial mas eficaz para inhibir el crecimiento de
este. Ademas, para complementar estos resultados, realizaron la evaluacion in vivo.
Revelando que el efecto del aceite esencial de orégano sobre el desarrollo de este
en granos de arroz inoculados demostro su efectividad.

Se ha reportado el uso de aceites esenciales extraidos de la hoja de canela, clavo
de olor, orégano, hierba de limén y palmarosa (Velluti et al., 2004) que inhiben el
cremiento de este hongo. También el uso de especies como Zataria multiflora,
Cuminum cyminum, Foeniculum vulgare, Pinaceae y Heracleum persicum para
extraer aceites esenciales y obtener una alta actividad antifingica e inhibicion de

crecimiento micelial (Naeini et al., 2010).

83



Para el hongo F. moniliforme, Medina-Romero et al., (2021) evaluaron cuatro
concentraciones de prueba (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 uL / mL) de aceite de L. graveolens
mostraron una inhibicion del crecimiento significativa del 98%.

Para el caso de W2 (F. solani) en la Figura 39 se observa que el aceite esencial de
tomillo con una concentracion de 2.137+0.042mg/mL inhibe el 100% de la actividad
microbiana. Ademas, cabe destacar que si se aumenta tan solo un poco la
concentracion del aceite esencial de canela y citronela también se lograra inhibir
totalmente la actividad de este hongo.

Zaker (2014) concluyé que el extracto metandlico de hojas de Artemisia annua al
15%, es capaz de inhibir el crecimiento de F. solani. Rodriguez-Castro et al., (2020)
también probdé que el extracto metandlico en solucién con Larrea tridentata es
efectivo para inhibir totalmente el crecimiento de F. solani hasta por diez dias.
Mientras que el extracto metandlico de Rosmarinus officinalis se puede usar para el
manejo de este hongo con menor efectividad que el de Larrea tridentata.

Otro reporte menciona que F. solani, tuvo una inhibicion superior al 60% a una
concentracion de 0.5 pL/mL de aceite de B. morelensis de igual manera se aumenté
la concentracion de aceite a 4 pL/mL para poder alcanzar al menos un 85% de
inhibicion. También evaluaron el aceite de L. graveolens resultando una inhibicién
superior al 75% a una concentracion de 0.5 uL/mL (Medina-Romero et al., 2021).
La inhibicion del crecimiento de F.solani con la presencia de aceites esenciales
puede deberse a la presencia de fenoles, aldehidos y alcoholes inherentes, que
provocan la despolarizacion de las membranas mitocondriales, lo que disminuye el
potencial de membrana, afectando los canales idnicos, reduciendo el gradiente de
pH Yy que a la vez afecta al proton. Como resultado de todos estos procesos, hay
un cambio en la fluidez de la membrana que hacen que las membranas se vuelvan
anormalmente permeables, lo que provoca la fuga de radicales, citocromo c, iones
de calcio y proteinas, como en el caso del estrés oxidativo y la insuficiencia
bioenergética.

En cuanto a las cepas W3, W6 y W7 que pertenecen a Clonostachys rosea, la
canela nuevamente aparece como una buena opcion para inhibir el crecimiento ya

gue la concentracion que inhibe el 100% del crecimiento es de 2.993+0.053 mg/mL.
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Sin embargo, los aceites esenciales de tomillo y citronela (W3 y W7) también inhiben
el 100% de la actividad microbiana con 2.137£0.110 mg/mL y 4.541+0.075 mg/mL
respectivamente.

Si bien, la informacion que se tienen acerca de esta cepa es que es un
microrganismo antagonista (control biol6gico) y que solo hay dos reportes en todo
el mundo donde C. rosea se comporta como microrganismo patdgeno en plantas de
haba y en raiz de soja. Respecto al control de este microorganismo como patégeno

no hay referencias en frutos de aguacate.

Los aceites esenciales reducen o inhiben completamente la produccion de conidios
debido a los compuestos presentes en ellos, como terpenos, alcoholes, fenoles y
cetonas (Kadogliou et al., 2011). A nivel celular se conoce que, para entrar en la
pared celular, los grupos hidroxilo interfieren con los lipidos de la membrana y
generan cambios bioquimicos en el gradiente, el pH y los electrolitos. Debido a estos
cambios, la adaptacion de los hongos durante la colonizacion de frutas y verduras,

particularmente durante la fase de germinacion, se ve fuertemente afectada.

Los aceites esenciales afectan el crecimiento del micelio y la germinacion de los
conidios al disminuir la produccion de ergosterol, que es el principal componente de
esteroles de la membrana celular de los hongos y juega un papel vital en el
mantenimiento de la funcién e integridad celular. La disminucion del contenido de
ergosterol conduce a un desequilibrio en la permeabilidad celular y la ruptura de los
organulos celulares. También hay una fuga significativa de iones celulares vitales
(Ca ?*, K * y Mg?*), deformacion en los conidiéforos y depresiones notables en los
conidios (Sachar et al., 2016).

Al final de todo, los aceites esenciales tienen muchas ventajas ya que son agentes
antimicoéticos naturales, seguros, ecologicos, rentables, renovables y facilmente

biodegradables para la conservacion de alimentos (Pandey et al., 2017).
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7.5.2 Evaluacién de las arcillas

*Unidades en mg/ml

Figura 42. Resultados de las microdiluciones de hidrotalcitas con aceite esencial de canela
vs C. rosea.

Los resultados de la evaluacion de las arcillas (Figura 42) demuestra que ambas
son efectivas contra el crecimiento de Clonostachys rosea en diferente
concentracion. Por otro lado, la halloysita Can-F1 tiene una concentracion minima
inhibitoria de 3.33 mg/mL, la hidrotalcita Can-F2 tiene una concentracion mas baja,
es decir, su concentracién minima inhibitoria es de 1.66 mg/mL.

Sin embargo, se hicieron experimentos en lentes de contacto suave que indican
que tanto la halloysita Can-F1 (Figura 43A) como hidrotalcitaCan-F2 (Figura 43B)
son efectivas en el crecimiento de Clonostachys rosea. Para corroborar esto, se
observaron en microscopico electronico de barrido a 20X (Figura 44 y 45) donde se
observa claramente la germinacion de conidios en el control positivo mientras que

en los tratamientos se observan conidios sin germinar.
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Figura 43. Evaluacién de arcillas en lentes de contacto suaves contra C. rosea A. Halloysita
Can-F1, B. Hidrotalcita Can-F2.
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Figura 45. Resultados Can-F2; A. Control positivo, B. 0.2 mg, C. 0.4 mg, D.0.6 mg.
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7.5.2.1 Difraccion de rayos X

Este método es para el analisis de muestras cristalinas, cuyo fundamento es

caracterizar la estructura cristalina que posee la muestra. Esto se lleva a cabo

cuando la muestra se calienta o enfria en una atmosfera definida.

El difractograma de las muestras de las arcillas se realiz6 mediante una radiacion

de rayos X con una longitud de onda de 1.54060 A (CuK U1). La Figura 46 presenta

los difractogramas correspondientes a la halloysita y halloysita impregnada con

aceite esencial de canela. Ambas muestras mostraron picos bien definidos cuyos
2ndices de Miller (001) y (002) sete,guecontrar
son caracteristicos de los planos cristalinos que se atribuyen a la halloysita. No
obstante, en ambas muestras se observa |l a pr
la cual corresponde, de acuerdo con el patrén de difraccion 00-005-0490, a un SiO2

gue se conoce como cuarzo, el cual se encuentra en los yacimientos naturales junto

a la halloysita. Por otro lado, se observa que el proceso de impregnacion con el

aceite esencial de canela no modificd la estructura original de la halloysita,

demostrando que el proceso empleado es adecuado para la generacion de

materiales hibridos.
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Figura 46. Difractograma de la halloysista y de la halloysita impregnada con aceite de

canela Can-F1.

En la Figura 47 se observan los difractogramas de la hidrotalcita y la hidratalcita
impregnada con aceite esencial de canela (Can-F2). En ambas muestras se
identificaron los planos cristalinos caracteristicos de los materiales tipo hidrotalcita,
de acuerdo con el patron de difraccion JPDS 0147 0191, a 10, 20, 30, 34, 61y 62°
2d, que corresponden a | os 2ndices de

respectivamente. Del plano (003) se obtiene la distancia interplanar, cuyo valor es
de 8.7 A, lo cual se atribuye a la presencia de nitratos como aniones interlaminares,
similar a lo reportado por Cruz-Hernandez et al., (2020) para hidrotalcitas
impregnadas con moléculas organicas como la melanina. Por otro lado, la
hidrotalcita impregnada con aceite esencial de canela presenté un hombro en el
plano (003), cuya distancia interplanar es de 7.7 A, o cual se atribuye a la presencia
de aniones carbonato en el espacio interlaminar. Estos resultados indican que el

proceso de impregnacion no modificd la estructura interna de las muestras de
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hidrotalcita, no obstante, propicio el intercambio de aniones carbonato en el espacio

interlaminar.
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Figura 47. Difractograma de la hidrotalcita Can-F2.

7.5.2.2 TGA/DSC

Esta técnica determina la masa de una muestra cuando se calienta, se enfria o se
mantiene a temperatura constante.

La Figura 48 muestra el analisis termogravimétrico de la halloysita (F1) y halloysita
impregnada con aceite esencial de canela (CANF1). Ambas muestras presentan
una pérdida de masa del 7% en temperaturas entre 30 y 170 °C. En temperaturas
entre 170 y 600°C, la halloysita presenta una segunda etapa de pérdida de masa
de 17%, mientras que la halloysita impregnada con aceite de canela presenté una
segunda etapa de pérdida de masa de 9%. Con estos resultados se puede observar
que la pérdida de masa de la halloysita impregnada con aceite esencial de canela
es menor que la halloysita natural, esto puede deberse a que el aceite retiene

parcialmente las moléculas de agua al inicio del proceso, no obstante, mantiene
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estable a todo el material durante todo el andlisis, en comparacion con la muestra

de halloysita sola.
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Figura 48. Curvas TGA/DSC de Can-F1

Por otra parte, en la Figura 49 se observa las curvas de pérdida de masa de la
hidrotalcita (F2sinc) y la hidrotalcita impregnada con aceite esencial de canela
(CANF2). En la hidrotalcita impregnada con aceite de canela se observan dos
etapas de pérdida de masa, la primera con una pérdida de 43% en temperaturas
entre 30 y 160°C; la segunda etapa con una pérdida de masa de 15% entre
temperaturas de 170 y 600°C. Por otro lado, en la muestra de hidrotalcita sola, se
observan tres etapas de pérdida de masa, la primera con una pérdida de 25% en
temperaturas entre 30 y 240°C, la segunda etapa presentd una pérdida de masa de
5% en temperaturas entre 240 y 320°C; finalmente, la tercera etapa presenté una
pérdida de 5% en temperaturas entre 320 y 600°C. En este caso, se observa que el

contenido de aceite esencial de canela es mayor que en la halloysita (30%),
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mostrando que la hidrotalcita es mas afin a los compuestos organicos del aceite de

canela.
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Figura 49. Curvas TGA/DSC de Can-F2

7.5.3 Elaboracion de biopeliculas

En la Figura 50, se observan las peliculas de quitosano con aceite esencial de
tomillo y en la Figura 51 se encuentran las peliculas de quitosano con aceite
esencial de canela. Se puede observar que conforme aumenta la cantidad de aceite
esencial afladida a la formulacion el color se torna blanco y después de tres dias de
secado. Al final, la pelicula se torna color amarillo conforme a la concentracion de
aceite esencial. Entre mas aceite esencial contenga la pelicula la coloracion se

tornara amarilla.
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Quitosano FT1

Figura 51. Peliculas de quitosano y aceite esencial de canela.
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7.5.3.1 Caracterizacion por FT-IRy SEM

El espectro obtenido por FT-IR del aceite esencial de Cinnamomum verum (Figura
52A) muestra picos a 3486 cm! el cual es asociado a enlaces hidroxilo. Las sefiales
encontradas a 2961 cm y 2926 cm™ son especificas para grupos CH2 y CHs con
vibracién de estiramiento asimétrico y simétrico. En 1450 cm, 1379 cm™ y 1119
cm® corresponde a los grupos CH y al grupo C-O se trata del metabolito secundario
linalol que se encuentra en el aceite esencial siendo esto corroborado con la
investigacion previa de Jabir et al., (2019) y Das et al., (2021). Las sefiales tipicas
de linalol se observan a 3486 cm ya corresponde a la vibraciéon de -OH del grupo
fenol. Las sefiales a 3486 cm™ y 3070 cm™ corresponde a la vibracion del
estiramiento del enlace C-H del anillo aromatico del metabolito eugenol. Ademas,
las bandas que se encuentran entre 2800 cm™ y 3000 cm™ corresponden a la
vibracion del estiramiento simétrico y asimétrico del enlace de los grupos metil y
metileno. A 1450 cmty 1379 cm y 748 cm! son atribuidos a la vibracién del enlace
de flexion del grupo metil y metileno. Para el pico atribuido al enlace C=C se
encontré a 1669 cmy 1571 cm! pertenecientes al anillo aromatico. Finalmente, a
976 cm esta sefial es atribuida al enlace del grupo vinilo (-C=CH2) (Medvecka et
al., 2020).

Las bandas de nuestro compuesto mayoritario E- cinamaldehido aparecen a 3063
cm-1 del estiramiento del enlace C-H del anillo aromatico. La sefial a 2900 cm™ y
2926 cm* corresponden al estiramiento del enlace C-H y CHz, la banda encontrada
2816 cm™ es debido al estiramiento del enlace C-H del grupo aldehido. La sefial a
1732 cm* corresponde a la vibracion de estiramiento del doble enlace C-O del grupo
carbonilo (Canales et al., 2019).

El espectro de FT-IR de las peliculas elaboradas con aceite esencial de canela
(Figura 52B) muestran sefales que corresponden a la vibracion de estiramiento de
enlace de NH y OH a 3297 cm™ mientras que las bandas de absorciéon 2941 cm™ y
2877 cm™ corresponde a la vibracién del enlace de estiramiento asimétrico y
simétrico de -CHs del grupo metilo esto se corrobora con las bandas entre 1400 cm-
1 -1470 cmty 1300 cm™ -1385 cm que corresponden a la vibracion de tension

simétrica y asimétrica del enlace CHs( U s y Esiiba mhbios han sido atribuidos
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con la formacién de cadenas de hidrogeno entre el quitosano y los atomos
electronegativos de los volatiles presentes en el aceite esencial (Tao et al., 2017;
Morales-Rabanales et al., 2022)

Deshmukh et al., (2021), reporto una sefial a 1562 cm™ correspondiente a la
vibracion del enlace -NH y 1040 cm™ que es asociado con el enlace C-O asi como
la probable interaccidn entre el aceite esencial y el quitosano. Es importante
mencionar que al aumentar la concentracion del aceite esencial no produce un

cambio significativo en la longitud de onda.
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Figura 52. A. FT-IR del aceite esencial de canela, B. FT-IR de las peliculas de quitosano y
aceite esencial.

El espectro del aceite esencial de tomillo (Figura 53A) muestra una sefal a 3329
cm ! debido al estiramiento de los grupos O1 H enlazados con H por la presencia del
grupo fenol en el timol que en su estructura presenta un grupo OH.

Damian et al., (2016) menciona que se produce un ensanchamiento de banda
cuando hay enlaces por puente de hidrégeno y se observa una ligera disminucion
en la frecuencia de absorcién (3600 cm'1-3000 cm™).

La sefial a 2930 cm* representa el estiramiento caracteristico de las vibraciones
asimétricas y simétricas del grupo CH2 presente, pero en baja intensidad que

concuerda con lo reportado por Berechet et al., (2020). Hay sefiales que muestran
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la presencia de estiramiento y vibracién de CHs(vas)de acuerdo con los picos en
2962 cmy 2877 cmque podrian corresponder al beta-cubebeno. La sefial en 1718
cm? indica el sobretono de flexién fuera del campo C-H, la sefial es intensa y
presenta estiramiento debido al carbonilo presente en el compuesto (2E)-Hexenyl
acetate. La banda en 1624 cm corresponde al estiramiento C=Ci C. El pico en
1585 cm?! indica la presencia de un grupo aromatico lo que concuerda por la
presencia del anillo aromatico en el timol. La sefial 1459 cm indica vibracion de
flexién de CH:z solapada con la flexion asimétrica del grupo metilo lo cual concuerda
con los reportado en Damian et al., (2016). Esta sefial corresponde a alpha-pinene
lo cual se corrobora con la sefial en 1016 cm™. El pico a 1484-1359 cm
corresponde a la vibracion de flexion de los grupos Ci H presentes en camphene
(Genc et al., 2015). La sefial en 1424 cm'! indica flexién asimétrica de -CHs y las
sefiales en 1285 y 1226 cm'?! son por la presencia del estiramiento Ci Oi C y 940
cm'les la sefial caracteristica para denotar la presencia de “Yterpineno (Berechet
et al., 2020) el cual es un componente mayoritario en el aceite esencial de tomillo.
A 1151 cm'!se observa la sefial de la banda de absorcién del C-OH Catauro et al.,
(2017). La sefial en 806 cm' ! corresponde a la superposicion de la sefial relacionada
con Ci H debido a la presencia de timol y o-cimeno.

Ademas de ello, el espectro del quitosano muestra una sefial a 3282.09 cm* que
corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace O-H y el grupo amino debido
a la presencia del polimero ya que es grande y ancha.

Las sefales a 2937.01 y 2883.66 cm™ se relaciona con el estiramiento del grupo
CHs del quitosano. Asi mismo, las sefales en 1414.94 y 1322.35 cm-1 son
caracter2sticos del estiramiento de fl exi - -n
metilo. Morales et al., (2022) mencionan que las sefiales producidas se deben a la
presencia de enlaces electrostaticos entre el aceite esencial y el quitosano. Ademas,
la sefiales a 1593 cm producida por el grupo NH y una sefial a 1036.4 cm-1 del

grupo C=0 son como huellas dactilares que cotejan lo mencionado anteriormente.
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Figura 53. A. FT-IR del aceite esencial de tomillo, B. FT-IR de las peliculas de quitosano y
aceite esencial.

La microestructura de la pelicula puede ofrecernos informacion acerca de la
distribucién de los componentes y dar un mayor entendimiento de las propiedades
de la pelicula.

La superficie de las peliculas FC1 a FC4 (Figura 54A) mostraron una estructura
continua, lisa y homogénea al igual que la pelicula de quitosano puro. Esta misma
morfologia fue reportada por Kadam et al., (2021) donde también utilizaron
quitosano y extracto de Cedrus deodara para demostrar su importancia como
material antioxidante para el desarrollo de un material de envasado polimérico activo
buscando implementarlo en la industria alimentaria.

La vista transversal (Figura 54B) muestra la homogenicidad de los componentes
dado que no se observa ninguna irregularidad como gotas, burbujas de aire y
grietas. Algunos trabajos han reportado que la adicion de aceites esenciales en
soluciones poliméricas genera una morfologia densa y la aparicion de gotitas de
aceites esenciales (Valderrama et al., 2016; Pereira et al., 2019). Sin embargo, en
la pelicula cuya concentracion es de 1.3% (FC4) presenta pequeiias cavidades por
la presencia del aceite esencial.

También se percibe un aumento en el grosor de las peliculas FC1- FC4 conforme

aumenta la concentracion del aceite esencial. El grosor de las peliculas de canela
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FC1, FC2 FC3 y FC4 fue de 0.234 mm, 0.268 mm, 0.284 mm y 0.350 mm

respectivamente.
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Figura 54. Micrografias de A) superficie y B) vista transversal de las peliculas de quitosano

y aceite esencial de canela.
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En cuanto a las peliculas de quitosano y aceite esencial de tomillo muestran una
superficie homogénea (Figura 55A). Todas las peliculas muestran una superficie sin
fracturas. Se observan diferencias no significativas entre todas las peliculas por lo
cual se afirma que el aceite esencial de tomillo se incorpor6 totalmente al quitosano
conforme aumenta la concentracion.

En cuanto a la vista transversal (Figura 55B), las peliculas que contienen mayor
cantidad de aceite esencial presentan una superficie mas homogénea que las que
contienen menor concentracion. Cabe resaltar que las peliculas FT1y FT2 son las
que presentan pequefios granulos que, a comparacion de las peliculas de canela,
los granulos son menos evidentes. En vista de esto, se plantea que el método de
fundicion con solvente generd una miscibilidad uniforme por lo que la distribucion
de aceite esencial hace clara la evidencia de un buen comportamiento en conjunto
con el polimero.

Aligual que las peliculas de canela, en las peliculas de tomillo se percibe el aumento
de grosor en base a la concentracion de aceite esencial. El grosor de las peliculas
de tomillo FT1, FT2 FT3 y FT4 fue de 0.1823 mm, 0.2385 mm, 0.2394 mm y 0.302

mm respectivamente.
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Figura 55. Micrografias de A) superficie y B) vista transversal de las peliculas de quitosano
y aceite esencial de tomillo.
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7.5.3.2 Evaluacion de transmitancia y opacidad
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Figura 56. A) Transmitancia y B) opacidad de las peliculas de quitosano y aceite esencial

de canela.

Una de las caracteristicas deseable del material es la de proteger el alimento de los
efectos de la luz especialmente de la radiacion UV (Kanatt et al., 2012).

El resultado de la transmitancia (UV-Vis) a través de peliculas de quitosano que
contienen diversas cantidades de aceite esencial de canela se muestra en la Figura
56A. La transmitancia de UV (190-300 nm) y luz visible (350-800) fue menor en
peliculas que contenian 1.0 y 1.3% de aceite esencial de canela (FC3-FC4) que en
aguellas que contenian quitosano puro. Sin embargo, las peliculas cuya
concentracion era 0.4% en 700-900 nm se observa un comportamiento parecido al
del quitosano puro.

Este resultado indica que las peliculas hibridas de quitosano que contienen aceite
esencial tienen la capacidad de mejorar las propiedades de barrera del quitosano
puro. Por tanto, la incorporacion de aceites esenciales puede disminuir la
penetracion de la luz ultravioleta mejorando su eficacia como potencial material de
envasado para evitar la peroxidacion lipidica.

Los resultados de la opacidad para las diferentes peliculas se muestran en la Figura
54B la cual denota que conforme aumenta la concentracion de aceite esencial, las
peliculas seran méas opaca que las demas. Y también las peliculas de quitosano

puro eran menos opacas que otras peliculas lo que concuerda con Gutiérrez &
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Alvarez, (2017) quienes informaron resultados similares para peliculas de arcilla de

almidon de maiz que contienen extractos de arandanos.

120 2

A B 1.8
16

80 214
1.2

100 o =

60

40 8

6

a
b
200 300 400 500 GO0 700 8O0 900 1000 02 s g ﬁ . '
, .
FT1 FT2 FT3 FT4

Longitud de onda (nm) Quitosano

Transmitancia (%)
Opacidad Ag

= oo

20

0

— QUitosano FT1 FT2 T2 FT4 Tratamientos

Figura 57. A) Transmitancia y B) opacidad de las peliculas de quitosano y aceite esencial
de tomillo.

El resultado de la transmitancia (UV-Vis) a través de peliculas de quitosano que
contienen diversas cantidades de aceite esencial de tomillo se muestra en la Figura
57A. Cabe resaltar que la transmitancia es mas alta que la transmitancia de las
peliculas que contienen canela. Es decir, que las peliculas de tomillo son menos
opacas de las peliculas de canela. Al observar la Figura 57A se denota que la
pelicula de aceite esencial de tomillo a una concentracion de 0.4% es menos opaca
que la pelicula de quitosano lo cual también se observa en la Figura 57B. También
la transmitancia de las peliculas de aceite esencial de tomillo y a diferentes
concentraciones siguen el patron del comportamiento de la pelicula que solo tiene
quitosano.

Segun Sukhija et al., (2016), los materiales de envasado opacos protegen los
alimentos de la degradacién oxidativa producida por la radiacion UV. Asi, las
peliculas que contienen las mayores concentraciones de aceite esencial de canela
(las mas opacas), pueden ejercer mejores propiedades de conservacion en los

alimentos envasados (Gutiérrez & Alvarez, 2017; Sukhija et al., 2016).
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7.6. Evaluacion de materiales in vivo

7.6.1 Evaluacién de la biopelicula en aguacates sanos

La incorporacion de la pelicula hibrida que es una combinacion de dos agentes
antifangicos (quitosano y el aceite esencial de Cinnamomum verum) resulté como
un efecto protector de los sintomas provocados por la invasion de F. verticillioides
hasta por un periodo de 21 dias. En la Figura 58 se muestra una cinética de
crecimiento donde se comparan todos los tratamientos. En base a esto, se observé
que conforme aumentaba la concentracion de aceite esencial, el crecimiento del
hongo se fue retrasando en comparacion con el aguacate infectado con este

microorganismo.
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Figura 58. Cinética de crecimiento de Fusarium verticillioides en aguacates tratados.

En la Figura 59 se puede observar que los aguacates infectados con el hongo
filamentoso presentan indicios de crecimiento desde el dia 5 lo contrario a lo que
ocurre con los aguacates que contienen la pelicula. Asi mismo se observa que las

peliculas denominadas como FC1 y FC2 al dia 9 ya presentan crecimiento por lo
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cual se deja en claro que estas peliculas no ayudan a disminuir el crecimiento del
microorganismo.

No obstante, el aguacate tratado con la pelicula FC3 presenta crecimiento de este
microorganismo en el dia 9. La parte positiva es el crecimiento se encuentra fuera
del area de donde se encuentra la pelicula. Hasta el dia 21, se observa crecimiento
de este microorganismo sobre la pelicula sin afectar al fruto.

Interesantemente, los aguacates tratados con la pelicula FC4 no mostraron algin
signo de infeccion por F. verticillioides hasta el dia 21 al igual que los aguacates que
ayudaron como grupo control negativo. Por lo tanto, las peliculas cumplieron con su
funcién de retrasar o controlar el crecimiento de F. verticillioides. En la Figura 60, se
observa el experimento de germinacién de conidios el cual demuestra que estos
fueron incapaces de proliferar sobre la superficie de la pelicula FC3 y FC4 durante
un periodo de 7 dias de incubacién en condiciones éptimas de crecimiento. Como
puede observarse en la Figura, los controles de viabilidad de conidios (conidios
germinados en PDA) contrastan el efecto fungistatico del nuevo material generado
material que puede funcionar como una barrera preventiva sobre la colonizacién de

F. verticillioides y probablemente de otras especies relacionadas.
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Figura 59. Evaluacion de peliculas de quitosano y aceite esencial (Cinnamomum verum)

vs F. verticillioides.
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Figura 60. Evaluacion in situ de peliculas de quitosano y aceite esencial (Cinnamomum
verum) vs F. verticillioides.

La actividad antimicrobiana del aceite esencial se ha atribuido a la presencia de
compuestos aromaticos y grupos fendlicos como el eugenol el cual esta presente
en el aceite esencial de canela.

Algunos estudios como el reportado por Silva et al., (2013) también utilizaron aceite
esencial de hojas de canela en frutos de fresa poscosechada. Aqui se pudo
comprobar que el uso de este aceite esencial provocd una disminucion de
crecimiento de micelios del hongo Botrytis cinerea Pers en la superficie de las
fresas.

En la evaluacion in vivo de Fusarium solani contra aceite esencial de tomillo,
muestran una clara evidencia que el aceite esencial de tomillo previene el
crecimiento y mantiene por mas tiempo la integridad del fruto. En la Figura 61 se
muestra una cinética de crecimiento de F. solani vs peliculas. En esta figura se
aprecia que los aguacates infectados presentan crecimiento en el dia 3. Mientras
que, en el tratamiento con peliculas de puro quitosano hay indicios de crecimiento

en el dia 4.
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Figura 61. Cinética de crecimiento de Fusarium solani en aguacates tratados.

Esto es una clara evidencia que el quitosano puro no controla el crecimiento de
microorganismos y de manera visual esta informacién se presenta en la Figura 62.
Ademas, se realizo la evaluacion in situ de las peliculas y los resultados se muestran
en la Figura 63. Donde a pesar de descartar la evaluacion del tratamiento con 0.4%,
la concentracion a 0.7% presenta crecimiento sobre la pelicula en un lapso de 7
dias. La razon por la que se eliminé el tratamiento a la concentracion méas bajo fue
porque se ha observado en las demas evaluaciones, que una concentracion muy

baja no ayuda a inhibir el crecimiento del microorganismo.
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Figura 62. Evaluacion de peliculas de quitosano y aceite esencial (Thymus vulgaris) vs F.

solani.
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Figura 63. Evaluacion in situ de peliculas de quitosano y aceite esencial (Thymus vulgaris)

vs F. solani.

En la Figura 64 se observa la cinética de crecimiento y en la Figura 65 la evaluacion
de las peliculas de canela contra la cepa W6 de Clonostachys rosea. Se denota que
las concentraciones bajas al igual que en los otros experimentos, no inhiben por
completo el crecimiento de este hongo en comparacion con las concentraciones
altas. Esto se puede corrobora en la Figura 66 donde se presenta la evaluacion in
situ que arroja un ligero crecimiento en las concentraciones bajas en un lapso de 7
dias.

C. rosea en especifico la cepa con el cédigo W6, fue la que presenté mayor dafio
por lo cual fue la que se empled para los ensayos in vivo. En los resultados de esta
evaluacion se observa que el aguacate infectado presenta un crecimiento al dia 11
por lo contrario a la cepa de F. verticillioides. En cambio, el tratamiento con la

pelicula FC1 el crecimiento es retrasado hasta el dia 17, con la pelicula FC2 hasta
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el dia 19 y con FC3 hasta el dia 21. Por lo contrario, la pelicula FC4 logran inhibir el

crecimiento manteniendo intacto el fruto en el &rea donde es cubierto por el material.
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Figura 64. Cinética de crecimiento de C. rosea en aguacates tratados.
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Figura 65. Evaluacion de peliculas de quitosano y aceite esencial (Cinnamomum verum)
vs C. rosea.
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Figura 66. Evaluacion in situ de peliculas de quitosano y aceite esencial (Cinnamomum

verum) vs C. rosea.

En la Figura 67 se observa que el tratamiento con 0.4% de aceite esencial muestra
crecimiento al dia 19. En cuanto al tratamiento con aceite esencial al 0.7% en el dia
21 presenta un ligero crecimiento. Sin embargo, presenta un mayor control del
crecimiento en comparacion con el tratamiento FT1 (Figura 68).

Por el contrario, las peliculas cuyas concentraciones son 1.0% y 1.3% no presentan
crecimiento al dia 21, lo cual indica que las peliculas cumplen con la funcion de
potencializar el efecto fungicida. Esto se puede corroborar en la Figura 69 donde se
presentan como control positivo el crecimiento de conidios en medio de cultivo PDA
y los tratamientos fueron cuadros de pelicula inoculado con el mismo namero de

conidios.
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Figura 67. Cinética de crecimiento de C. rosea en aguacates tratados.
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Figura 68. Evaluacion de peliculas de quitosano y aceite esencial (Thymus vulgaris) vs C.
rosea.
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Figura 69. Evaluacion in situ de peliculas de quitosano y aceite esencial (Thymus vulgaris)

vs C. rosea.

Adicionalmente, las peliculas lograron retrasaron el crecimiento de
microorganismos Yy la pigmentacion causada por la acumulacion de melanina, en
comparacion con el grupo de aguacates sanos.

Hernandez et al., (2018) hicieron uso de peliculas biodegradables de quitosano,
cera de abeja, acido oleico y aceites esenciales de tomillo, clavo y canela a la
concentracion del 1 % que inhibieron el desarrollo de hongos fitopatdgenos de
papaya in vitro. Sin embargo, se empled el uso de las peliculas sobre frutos de
papaya y se observé un mejor efecto en el control de la enfermedad causada por C.
gloeosporioides cuando los frutos se conservaron a temperatura controlada (14+2
°C), sin afectar los parametros fisioldgicos de las frutas tratadas, lo que permitio

extender hasta 19 dias la vida util y calidad de los frutos de papaya.

116



El quitosano es un polimero que se ha reportado que presenta cambios en la
morfologia de hongos que son expuestos a él causando ruptura de la pared celular,
desorganizacion de la membrana celular, distribucion tanto anormal como cuerpos
de inclusibn no membranosos en el citoplasma asi como engrosamiento de las
paredes de las hifas dando lugar a las deformaciones (Romanazzi et al., 2017;
Chavez et al., 2019)

El mecanismo por el cual el recubrimiento conserva la calidad de frutas y vegetales
esto es debido a que crean una barrera fisica a los gases permitiendo modificare la
atmosfera interna de la fruta y de esta manera retardar la maduracion y senescencia
(Fernandez et al., 2015).

Este tipo de recubrimientos como posible empaque organico se ha reportado en
frutos como el mango donde la funcién fue reducir la pérdida de agua, las
propiedades sensoriales y se inhibio el crecimiento de microrganismos (Po-Jung et
al.,2007; Berumén et al., 2015). También se ha reportado en brocoli con el fin de
reducir la carga microbiana mesofita (Rojas-Grau et al., 2007).

Sarkhosh et al., (2017) probd las propiedades inhibitorias de extractos plantas como
los aceites esenciales extraidos de la menta, ajedrea, tomillo, canela y lavanda para
extender la vida util del fruto de aguacate. Este estudio concuerda con el trabajo
realizado ya que el aceite esencial de tomillo es un método alternativo que puede
ser utilizado para la mejora y mantenimiento de la vida util del aguacate. Ademas,
en el estudio reportado por estos autores mencionan que el aceite esencial de
ajedrea tiene un buen potencial para el control poscosecha de la antracnosis del
aguacate puesto que actua directamente sobre el patégeno.

Otros trabajos han reportado el uso de quitosano en combinacién con aceites
esenciales para inhibir el crecimiento de Alternaria citri usando Thymus vulgaris
(Arras & Usai, 2001), Botrytis cinerea con Cymbopogon martini Rox (Wilson, 1997),
hongos del género Penicillium con aceite esencial de Thymus vulgaris, C. sinensis
y Poncirus trifoliata (Arras & Usai, 2001) y Fusarium graminearum con Citrus
aurantifolia (Mishra & Dubey, 1994). Todos estos también fueron reportados como

especies de hongo fitopatdgenos en poscosecha de frutos.
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Al final, el quitosano si cumple su objetivo en conjunto con los aceites esenciales, el
cual es potencializar la actividad fungicida. Ya que el uso combinado de quitosano
y aceites esenciales es una buena alternativa para combatir microorganismos
patégenos (Chavez et al., 2019). En investigaciones la principal base para generar
una iniciativa es que hay la necesidad de controlar las enfermedades poscosecha
integrando actividades con la finalidad de seguir impulsando un sistema productivo
que beneficie al consumidor al contar con productos que satisfagan los

requerimientos calidad sin impactar de forma negativa al ambiente

7.7 Evaluacion de la firmeza del fruto

La firmeza es un parametro muy importante en la calidad de frutos perecederos. La
presencia de enfermedades en frutos hace que disminuya la turgencia llevando a
los productos a ser inservibles. Asi mismo, cuando los frutos presentan esta perdida,
tienden a ser susceptibles al dafio mecanico derivado del manejo poscosecha
(Morales-Rabanales et al., 2022). De ella depende la aceptabilidad del fruto, puesto
que es uno de los parametros que el consumidor toma en cuenta para la adquisicion
del fruto (Jha et al., 2012).

La firmeza de los aguacates que fueron inoculados con F. verticillioides (Figura 70)
mostraron una perdida evidente de su turgencia hasta en un 80% al dia 21. Sin
embargo, se observa claramente que el fruto de aguacate en el dia 7 ha perdido ya
el 35% de firmeza (p < 0.01). Por otro lado, los aguacates que fungieron como
control negativo mostraron una pérdida de turgencia entre el 10 y 20% desde dia 0
hasta el dia 21.

Las peliculas FC1(1.38 + 0.1 kg/cm?), FC2 (1.06 + 0.1 kg/cm?), FC3(1.56 + 0.5
kg/cm?) y FC4 (1.76 + 0.2 kg/cm?) conservaron significativamente la firmeza de los
aguacates (p < 0.01) al dia 21 en comparacion con el aguacate infectado con el
hongo. Cabe resaltar que la firmeza de los frutos sanos y aquella de los frutos
infectados pero tratados con la pelicula FC4 disminuyd aproximadamente 20% al

dia 21. Esto se debe al proceso natural de senescencia del fruto de aguacate.
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Figura 70. Evaluacion de firmeza en aguacates infectados con F. verticillioides vs peliculas

de quitosano con aceite esencial de canela (Cinnamomum verum).

En la Figura 71 se observa que la firmeza de los aguacates que fueron inoculados
con F. solani, tienen una perdida evidente de su turgencia hasta en un 69.5% al dia
21. Esto en base a que la firmeza del aguacate infectado al dia 21 fue de 3.16 £ 0.2
kg/cm?y en un aguacate sano la firmeza fue de 4.02+0.3 kg/cm?, Los resultados del
andlisis estadistico demuestra que existen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.01) en comparacién con los aguacates sano y tratados.

Por otro lado, los aguacates que fungieron como control negativo mostraron una
pérdida de turgencia entre el 19.5%, 33.3% y 26.6% menos entre cada dia evaluado
dia 0 hasta el dia 21. Asi mismo, los aguacates que contienen las peliculas de
quitosano sin aceite esencial tienen una pérdida de 13% mas que el aguacate sano
lo cual demuestra que las peliculas por si mismas no ayudan a mantener la calidad
del fruto.

Las peliculas FT2(5.06 + 0.2 kg/cm?), FT3 (6.12 + 0.2 kg/cm?)) y FT4 (7.46 + 0.2
kg/cm?) conservaron significativamente la firmeza de los aguacates (p < 0.01) al dia
21 en comparacion del aguacate infectado con el hongo e incluso del aguacate

sano.
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Figura 71. Evaluacion de firmeza en aguacates infectados con F. solani vs peliculas de

guitosano con aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris).

La cepa de Clonostachys rosea muestra que del dia 0 al dia 21 causa una pérdida
de firmeza de 77.7% ya que su firmeza en el dia 0 fue de 3.24 + 0.3 kg/cm? y al dia
21 fue de 0.72+ 0.2 kg/cm? (Figura 72). Por el contrario, los aguacates sanos
muestran una pérdida de 24% menos que el aguacate infectado al dia 21.

En el caso de los aguacates tratados con las peliculas FC1(1.14+0.1 kg/cm?),
FC2(1.54+0.2 kg/cm?), FC3(1.88+0.1 kg/cm?) y FC4(2.04+0.1 kg/cm?) al dia 21. Por
lo cual, se registraron diferencias estadisticamente significativas con p < 0.01 entre
|l os tratamientos y en comparaci - n ugaoer
mas las peliculas de quitosano y aceite esencial cumplen con su funcion de

potencializar el efecto fungicida.
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Figura 72. Evaluacion de firmeza en aguacates infectados con C. rosea vs peliculas de

guitosano con aceite esencial de canela (Cinnamomum verum).

Por ultimo, se encuentra la evaluacion de las peliculas de quitosano y aceite
esencial de tomillo vs C. rosea (Figura 73). Se observa que al dia 7 solo se
presentan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con maxima
concentracion de aceite con respecto de los controles y los tratamientos con baja
concentracion de aceite. Esto mismo se observa en el dia 15.

Para el dia 21 ya se observa claramente una diferencia estadisticamente
significativa entre el tratamiento FT4 y FT3 con respecto de los demas grupos. Al
dia 21, los tratamientos FT3 y FT4 conservan mas del 100% de su firmeza en
comparacion de un aguacate infectado con este microorganismo.

La firmeza de los aguacates tratados con los tratamientos FT1(), FT2(), FT3() y
FT4() conservaron mas la firmeza de los aguacates en comparacion de los tratados
con aceite esencial de canela.

Curiosamente, todos los aguacates tratados con el aceite esencial de canela y
expuestos con diferentes microorganismos pierden la cantidad de melanina situada
en el fruto. Po otra parte, con el aceite esencial de tomillo ocurre lo contrario y esto

se observa en la evaluacion in vivo y se refleja en la firmeza del fruto.
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Figura 73. Evaluacion de firmeza en aguacates infectados con C. rosea vs peliculas de
quitosano con aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris).

Bello et al., (2016) resalta en su trabajo de investigacion que la firmeza de los frutos
de aguacate poscosechado disminuyé durante el almacenamiento. Ademas,
reportaron que los frutos recubiertos con pectina a 1.5% presentaron una mayor
firmeza que los frutos que no tienen el recubrimiento. Este comportamiento puede
atribuirse a la degradacion de los componentes de la pared celular, principalmente
pectinas, debido a la accion de enzimas especificas como la pectinesterasa y la
poligalacturonasa (Huber et al., 2001). Las modificaciones a nivel celular traen como
consecuencia la pérdida de agua por parte de los tejidos vegetales, lo que también
se ha sefalado como un factor importante en los cambios de textura (Del valle et
al., 2005; Bello et al., 2016).

7.8 Andlisis bromatolégico

La pulpa de aguacate contiene de 13.5 a 24 % de lipidos, 0.8 a 4.8 % de
carbohidratos, 1.0 a 3.0 % de proteinay 1.4 a 3.0 % de fibra (Duarte et al., 2016).
Ademas, el aguacate es el fruto mas rico en proteinas y azucares incluida la sucrosa

de entre las demas frutas (Landahl et al., 2009).
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De acuerdo con los resultados de los andlisis bromatoldgicos, la cantidad de grasa
proteinas, fibra y azucares reductores disminuyd notoriamente en los aguacates
infectados con F. verticillioides. Este resultado puede estar relacionado con el
parasitismo ejercido por el hongo al requerir nutrientes para proliferar. En el caso de
la cantidad de proteinas, se observd que los aguacates infectados con F.
verticillioides disminuyeron hasta en un 40% este parametro al dia 21 en
comparacion con el control negativo (aguacate sano) (p < 0.01). Una tendencia
similar fue observada en la cantidad de fibra y azlcares reductores (p < 0.01).
Respecto al contenido de grasa total (Figura 74A), el aguacate infectado tuvo una
reduccion de aproximadamente 50% al dia 21 (p < 0.01). Es de importancia
mencionar que la grasa es un parametro muy importante para el contenido
nutricional del aguacate.

Por otro lado, la cantidad de proteinas (Figura 74B) en los aguacates tratados con
las peliculas FC1, FC2, FC3 y FC4 muestran diferencias estadisticamente
significativas con el grupo control positivo. Se observa que las peliculas cuya
concentracion es 1.0% (2.5 + 0.1 g/100g) y 1.3% (2.46 = 0.1 g/100g) mostraron
diferencias significativas (p < 0.01) en el dia 7. Sin embargo, a partir del dia 15 es
notoria la cantidad de proteinas que presenta los aguacates tratados con las
peliculas en comparacion con el grupo control.

La cantidad de grasas en los aguacates infectados disminuye a 7.1 + 0.4 g/100g al
dia 21. En el caso de los aguacates que fueron tratados con las peliculas FC1
(11.04 + 0.7 g/100g), FC2 (12.98 + 0.5 g/100g), FC3 (14.68 + 0.3 g/100g) y FC4
(14.9 + 0.3 g/1009) presentan diferencias estadisticamente significativas al dia 21(p
< 0.01). La proteccion que brindan las peliculas y sobre todo la FC4 hace que
preserven un 52.34% mas de la cantidad de grasas en comparacion con la cantidad
hallada en un aguacate infectado. Si bien, la grasa contribuye a la mayoria de las
calorias en un aguacate (Amado et al., 2019). Una porcién de aguacate de 1000 kJ
contiene alrededor de 25 g de grasa, la mayoria de los cuales son acidos grasos
monoinsaturados saludables. El contenido de lipidos en los aguacates es mas alto
gue en otras frutas. La mayoria de los lipidos que se encuentran en los aguacates

son lipidos polares (glucolipidos y fosfolipidos), que juegan un papel fundamental
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en diversos procesos celulares como el funcionamiento de las membranas celulares
como segundos mensajeros (Bao et al., 2011; Wang et al., 2015)

La fibra constituye la mayor parte de su contenido de carbohidratos y puede
alcanzar hasta 13.5 g en aguacates mas grandes. La mayor cantidad de fibra
insoluble y soluble (70% y 30%, respectivamente) se encuentran en la pulpa
(Bhuyan et al., 2019).

No obstante, la cantidad de fibra que se observo al dia 21 (Figura 74D) en aguacates
sanos presentaron un decaimiento natural (4.34 + 1.43 g/100g). En cuanto a la
cantidad de fibra en los aguacates tratados con la pelicula FC1(5.72 + 0.1 g/100g),
FC2 (5.98 + 0.8 g/100g), FC3 (6.86 £ 0.2 g/100g) y FC4 (6.92 + 0.1 g/100g) muestran
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo control
positivo (3.72 + 0.1 g/100g) al dia 21 (p < 0.01). Se puede afirmar que las peliculas
ejercer un efecto protector sobre el contenido de fibra. Este resultado podria estar
fuertemente relacionado con los resultados de firmeza. Nuestros resultados
globales sugieren que la aplicacién de la pelicula FC4 es capaz de preservar en al
menos un 59.44% la composicion nutrimental del aguacate Hass.

Los componentes principales de la gran mayoria de frutos son los azucares de
manera que conforme incrementa el periodo de madurez de los frutos, los niveles
de azucares totales aumentan (Figura 74C). Asi mismo, el porcentaje de solidos
solubles totales puede determinar el estado de madurez util de un fruto (Torres et
al., 2013). A diferencia de las otras biomoléculas organicas, los azlcares reductores
se calcularon en mg/100g de muestra. No obstante, se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre el control positivos (72.58 + 3.2 mg/100g) y los
aguacates tratados con las peliculas FC1(214.58 + 7.7 mg/100g), FC2(239.88 +
12.5 mg/100g), FC3(256.3 + 7.0 mg/100g) y FC4(266.14 + 7.7 mg/100g) al dia 21.
De esta manera se afirma que las peliculas preservan un x en comparaciéon con los
aguacates infectados. Se observa claramente en la gréfica x que al dia 7 ya se
observan las diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01). El menor indice
de madurez a través de una menor evolucion de los azucares se ha observado en
frutos de aguacate recubiertos con cera de abeja o cera carnauba (Feygenberg et
al., 2005).
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Cabe destacar que los frutos tratados con la pelicula FC4 mostraron niveles
estables de grasa, proteina, fibra y azucares reductores, los cuales fueron muy
similares a aquellos encontrados en los aguacates sanos. Por otro lado, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los parametros
bromatoldgicos de los aguacates sanos y aquellos tratados con la pelicula FC4.
Estos resultados sugieren que el uso de la pelicula FC4 es altamente efectiva como
agente fungistatico, ya que los aguacates tratados con este material ya habian sido

infectados con F. verticillioides.
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En el caso F. solani, la cantidad de grasas (Figura75A) en los aguacates infectados
disminuye a 1.36 = 0.4 g/100g al dia 21. Por lo contrario, los aguacates que fueron
tratados con FT3 (13.5 + 1.2 g/100g) y FT4 (15.025 + 0.2 g/100g) presentan
diferencias estadisticamente significativas al dia 21(p<0.01). Sin embargo, aquellos
frutos que fueron tratados con las peliculas de quitosano (3.24+0.8 g/100g) y
FT2(4.14+£0.4 g/100g) no presentaron diferencias estadisticamente significativas
con los frutos infectados, pero si con los frutos sanos al dia 21. Respecto al
contenido de grasa total en el aguacate infectado tuvo una reduccion de mas del
60% al dia 21 (p<0.01).

La cantidad de proteinas (Figura 75B), se observo que los aguacates infectados con
F. solani disminuyeron hasta en un 49% al dia 21 en comparacion con el control
negativo (aguacate sano) (p<0.01). Asi mismo, se observa que los aguacates
infectados, aguacates con pelicula de quitosano y con la pelicula FT2 no presentan
diferencias estadisticamente significativas ya que al dia 21 presentan casi la misma
cantidad de proteinas. Sin embargo, los aguacates con pelicula FT4 (2.875+0.2
g/100g) presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) incluso con
respecto de un aguacate sano (2.1+0.2 g/100g) ya que preserva hasta en 37% mas
el contenido de proteinas al dia 21. Por otra parte, los azUcares reductores (Figura
75C) disminuyen hasta en 90% en frutos infectados con este microorganismo al dia
21. En adicién al dia 21 los aguacates infectados (25.28+5.9 mg/100g) y los
aguacates tratados con quitosano (101.48+13.2 mg/100g) presentan diferencias
estadisticamente significativas respecto del contenido de azlcares en un aguacate
sano (203.9819.5 mg/100g) (p<0.01) pero si entre ellos. Finalmente, el contenido
de fibra (Figura 75D) en aguacates infectados con Fusarium solani demuestra que
existe también una pérdida del 90% del dia O al dia 21. Los tratamientos con
guitosano (1.98+0.4 ¢g/100g) y FT2(3.34+0.2 ¢g/100g) presentan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) al dia 21 con respecto de los aguacates
sanos ya que hay una pérdida del 70% y 21% respectivamente. Sin embargo,
aunque los tratamientos FT3(6.14+0.3 g/100g) y FT4(7.35£0.1 g/100g) mantienen
un poco mas el contenido de fibra no es lo suficiente para presentar diferencias

estadisticamente significativas (p<0.01) con respecto del aguacate sano.
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En cuanto a los resultados de la evaluacion de las peliculas de quitosano con aceite
esencial de tomillo contra C. rosea se observan en la Figura 76. En vista de que
este microrganismo fue el mas agresivo, los analisis demuestran una perdida aun
mayor que en los aguacates infectados contra las cepas de Fusarium.

En la Figura 76A se observa que la cantidad de grasas de los aguacates infectados
con el microorganismo (4.68+0.6 g/100g) presentan una pérdida del 70.9% del dia
0 al dia 21 lo cual demuestra lo mencionado anteriormente. Cabe resaltar que el
tratamiento con 0.4% de aceite esencial no presenta diferencias estadisticamente
significativas con los frutos infectados. Por otro lado, los tratamientos cuyas
concentraciones son 1% (14.22+1.3 g/100g) y 1.3% (14.44+0.7 g/100g) de aceite
esencial, estas si presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01)
con el grupo control positivo. Sin embargo, entre ambas concentraciones ocurre lo
contrario, es decir que no hay diferencias estadisticamente significativas. En
cambio, un aguacate tratado con la pelicula FT4 resguarda el 16.8% del contenido
de grasas mas que un aguacate sano.

En el caso de la cantidad de proteinas (Figura 76B), se observo que los aguacates
infectados disminuyeron hasta en un 78.6% al dia 21 en comparacién con el control
negativo (aguacate sano) (p < 0.01). En adicion, la cantidad de proteinas presente
en los aguacates tratados con las peliculas FT4 (2.42+0.08 g/100g) muestran
diferencias estadisticamente significativas con el grupo control negativo al dia 21.
Ademas, un aguacate tratado con las peliculas FT1, FT2, FT3 y FT4 resguardan en
mayor porcentaje de proteinas contenidas en el aguacate que en un aguacate
infectado con el microorganismo al dia 21.

Para la cantidad de azucares reductores (Figura 76C), se observa que un aguacate
infectado pierde el 76.8% del dia O al dia 21. En base a esto, se observan diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.01) con respecto de los demas tratamientos.
Asi mismo, al dia 21 los aguacates tratados con FT3 y FT4 presentan diferencias
estadisticamente significativas con aguacates sanos (216.58+5 mg/100g) ya que
preservan el 9.6% y el 20% respectivamente.

Finalmente, la cantidad de fibra en aguacates infectados y tratados con FT1

presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01) en el dia 15y 21
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con respecto a los otros tratamientos. Asi mismo, en el dia 21 el aguacate tratado
con la pelicula FT4 presenta diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01)

con respecto al aguacate sano.
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7.9 Determinacion de &cidos grasos.

El acido oléico es el principal acido graso del aguacate, representando el 45% de
sus acidos grasos totales (de Melo et al., 2019), y durante el proceso de maduracion,
el contenido de acido palmitico disminuye y el contenido de acido oleico aumenta
(Carvalho et al., 2015).

Otros acidos grasos presentes incluyen los acidos palmitico y palmitoleico con
cantidades mas pequefas (Bao et al., 2011; Bhuyan et al., 2019). Sin embargo, las
composiciones de estos acidos grasos dependen en gran medida de los cultivares,
la etapa de madurez y parte de la fruta y la ubicacion geogréfica del crecimiento de
la planta (Duarte et al., 2016).

Adicionalmente, el acido linoléico(Figura 77A) es un acido graso poliinsaturado que
cubre del 8%-13% del total de la composicion lipidica. Este &cido graso al dia 15 ya
presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01) entre los aguacates
tratados con la pelicula y el aguacate infectado con el microorganismo denotando
gue este acido graso se preserva en mayor contenido en los aguacates que fueron
cubiertos con las peliculas de quitosano y aceite esencial de canela. Este acido
graso fue el que mas se preservo en aguacates tratados con pelicula hasta en un
44.0% a 61.4% al dia 21 en comparacion con los otros tres estudiados en este
trabajo.

Por otro lado, se encuentra el acido oléico(Figura 77B), del cual se demuestra que
del dia 15 al dia 21 se observan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01)
con el aguacate infectado. Sin embargo, no se observan diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.01) entre el aguacate sano y los tratamientos
con pelicula FC3 y FCA4.

El 4cido palmitico (Figura 77C) es un acido graso saturado que conforma entre el
16% y 20% de la composicién lipidica. El contenido de este &cido graso se pierde
hasta en un 51.1% en un aguacate infectado al dia 21. No obstante, los aguacates
tratados con las peliculas muestran una preservacion hasta el dia 21 de 41.8% a
52.2% mas que en un aguacate infectado. De lo cual, notoriamente los tratamientos
con las peliculas demuestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01)

en comparacion con el aguacate infectado.
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Al final, se observo que el contenido de &cido palmitico en aguacates tratados y no
tratados con la pelicula es bajo mientras que el contenido de acido oleico es alto
debido a la madurez del fruto lo cual concuerda con Carvalho et al., (2015) donde
observan que el &cido palmitico disminuy6 significativamente con estados
crecientes de madurez del fruto (23.8-16.9%), mientras que el &cido oleico aument6
ligeramente con la madurez (56.5-59.1%). Asi mismo, Bhuyan et al., (2019) y de
Melo et al., (2019) mencionan lo mismo al dar a conocer el aporte nutrimental de un
aguacate.

Si bien se conoce que el &cido palmitoleico y el acido oleico son &cidos grasos
monoinsaturados que conforman entre el 66% y 72% del total de su composicion
lipidica (Vivero et al., 2019). En el primer caso, el contenido de acido palmitoleico
(Figura 77D) en los primeros 7 dias no se registran diferencias. Sin embargo, al dia
15 ya se observan diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) entre el
aguacate infectado y los aguacates tratados con las peliculas. Al dia 21, los
aguacates tratados con las peliculas FC1, FC2, FC3 y FC4 presentan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) incluso contra el aguacate sano. Se
observa que el recubrimiento resguarda entre el 40.4% a 50.5% del contenido de
este acido en comparacion con el aguacate infectado. Ademas, si se compara el
aguacate sano contra los aguacates tratados con pelicula, se preserva entre el
18.4% al 30% mas que un aguacate sano.

En el caso del &cido palmitoléico y el acido linoleico se llevan por un 8% mas que el
acido linoleico lo cual Carvalho et al., (2015) menciona en su estudio que el
contenido de &cido palmitoleico aumenté significativamente con la etapa de
madurez para todas las localidades de su estudio y el linoleico disminuyo

ligeramente con la maduracion.
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Para F. solani, la cantidad de acido linoléico (Figura78A) en los aguacates
infectados disminuye a 491.02+ 120.34 mg/100g al dia 21. Por lo contrario, los
aguacates que fueron tratados con FT4 (2489.7+ 65.72mg/100g) presentan
diferencias estadisticamente significativas al dia 21(p<0.01) con respecto de
aguacates sanos. Sin embargo, aquellos frutos que fueron infectados y otros
tratados con las peliculas de quitosano (11.91.04+123.2083 mg/100g) no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si, pero si con los
frutos sanos al dia 21. Respecto al contenido de &cido linoléico total en el aguacate
infectado tuvo una reduccion de mas del 70% al dia 21 (p<0.01).

La cantidad de &cido oléico (Figura 78B), se observé que los aguacates infectados
con F. solani disminuyeron hasta en un 44.6% al dia 21 en comparacién con el
control negativo (aguacate sano) (p<0.01). Asi mismo, se observa que los
aguacates infectados (2007.06+1106 mg/100g), aguacates con pelicula de
quitosano presentan diferencias estadisticamente significativas al dia 21 con
respecto de los aguacates sanos. Sin embargo, los aguacates con pelicula FT4
(4432.9+53.97 mg/100g) no presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.01) con respecto de un aguacate sano al dia 21

Por otra parte, acido palmitico (Figura 78C) disminuyen hasta en 63.5% mas en
frutos infectados con Fusarium solani al dia 21que en frutos sanos. En adicién al
dia 21 los aguacates infectados (910.44+69.54 mg/100g) y los aguacates tratados
con quitosano (1653.76+79.97 mg/100g) presentan diferencias estadisticamente
significativas respecto del contenido alojado en un aguacate sano (2497.84+ 89.10
mg/1009) (p<0.01). De la misma forma los aguacates tratados con las peliculas FT3
y FT4 presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto al
aguacate sano ya que preservan el 37.14% y 40% respectivamente.

Finalmente, el contenido de &cido palmitoleico (Figura 78D) en aguacates
infectados con Fusarium solani demuestra que existe también una pérdida del
67.6% con respecto del aguacate sano al dia 21. Los tratamientos con quitosano
(935.7£55.4 mg/100g) y FT2(1387.58+100 mg/100g) presentan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) al dia 21 con respecto de los aguacates

sanos. Sin embargo, aunque los tratamientos FT3(2499.74+45.17 mg/100qg) vy
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FT4(2588.6£65.6 mg/100g) mantienen un poco mas el contenido de este acido no
es lo suficiente para presentar diferencias estadisticamente significativas (p<0.01)

con respecto del aguacate sano.
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aguacates infectados con F. solani vs peliculas de quitosano con aceite esencial de tomillo.
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En la Figura 79A se observa que el contenido de acido linoléico en un aguacate
infectado presenta diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) desde el dia
7 al dia 21 con respecto a los demas. También se observa que la perdida de este
acido graso en el aguacate infectado es de 78.7% del dia O al dia 21. Para el dia
15, FT1 (646.88+47.6 mg/100g) ya presenta diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.01) con respecto de un aguacate sano (1941.54+60.7 mg/100g).
Siendo asi que al dia 21 los tratamientos FT3 y FT4 preservan el 24.5% y 26.6% el
contenido de acido linoléico que en un aguacate sano.

El contenido de &cido oléico (Figura 79B) en un aguacate infectado disminuye en
un 70.8% del dia 0 al dia 21. Ademds, este grupo presenta diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) desde el dia 7. No obstante, los
tratamientos FT3 y FT4 nuevamente preservan el contenido de acido que en un
aguacate sano. Entre los tratamientos se presenta una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.01) ya que mientras las concentraciones altas preservan el
contenido de este acido, las concentraciones bajas o bien presentan una cantidad
casi igual al fruto infectado (FT1) o al fruto sano (FT2).

Por otra parte, la cantidad de acido palmitico (Figura 79C) contenido en el fruto
infectado presenta diferencias estadisticamente significativas desde el dia 7 con
respecto a los demas tratamientos. Se puede observar una pérdida del 63.2% del
dia 0 al dia 21. Sin embargo, al dia 21 los aguacates con el tratamiento FT4
preservan 2112.52 mg/100g mas que un aguacate infectado. Y con respecto a un
aguacate sano, el tratamiento FT4 mantiene 557.34 mg/100g de lo cual la pelicula
nuevamente preserva el contenido nutrimental de un aguacate en comparacién de
un aguacate que no lleva tratamiento.

Por ultimo, en la Figura 79D se observa indiscutiblemente que el aguacate infectado
al dia 7 pierde mas del 50% de su contenido. Y es a partir de este dia hasta el dia
21 que se observan diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) con
respecto de los demas tratamientos. Asi mismo, la cantidad de acido palmitoléico
contenido en un aguacate tratado con FT2 (2066.82+113.09 mg/100g) y un
aguacate sano (2093.24+81.07 mg/100g) no presentan diferencias
estadisticamente significativas entre ellas al dia 21. Pero si hay diferencias
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estadisticamente significativas (p<0.01) entre el contenido de acido palmitoléico en
un aguacate tratado con FC4 y un aguacate sano al dia 21.

Los cambios en el contenido de acidos grasos alojados en un aguacate pueden
estar relacionado con la madurez del fruto y al metabolismo por el cual pasen los
acidos grasos durante la respiracion del fruto. Ozdemir & Topuz (2004) mencionan
gue en aguacates Hass y Fuerte durante periodos de cosecha y poscosecha la
composicibn de &cidos grasos en especial el acido oleico aumento
significativamente con una cosecha tardia y otros acidos grasos disminuyeron. Tal
es el caso del acido palmitico ya que en su estudio disminuyé 46.5% entre entre el
mes de noviembre y enero.

Otros trabajos como el de Villa et al., (2011) reportaron al acido oléico como el
principal acido graso ya que conforma entre el 67-70% del total de la composicién
lipidica en aguacates 'Hass', observando un aumento significativo de &cidos grasos
monoinsaturados y saturados durante la maduracién del aguacate, mientras que el
contenido de acidos grasos poliinsaturados disminuyd. Asi mismo, Landahl et al.,
(2009) y Pedreschi et al., (2014) observaron una acumulacion de &cidos en frutos

de aguacate 6Hassd6 durante su maduraci - n.
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Figura 79. Contenido de A, &cido linoléico. B, oléico. C, palmitico. D, palmitoléico en

aguacates infectados con C. rosea vs peliculas de quitosano con aceite esencial de tomillo.
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8. CONCLUSIONES

Actualmente el uso de aceites esenciales estd en tendencia como antimicrobiano.
Sin embargo, no es comun su uso en frutos poscosechados. Es por ello que se
encontré una alternativa para poder hacer uso de tecnologias que promuevan una
agricultura organica. Esta tecnologia fue la elaboracion de materiales que
comprobaron ser efectivos contra hongos silvestres de aguacate Hass
poscosechado de Yaondhuac, Puebla.

En primera se logré caracterizar cada uno de los hongos demostrando que el género
Fusarium (F. verticillioides y F. solani) sigue presente como hongo fitopatdgeno y
Clonostachys rosea se ha desarrollado como hongo fitopatégeno de aguacate Hass.
Cabe resaltar que Clonostachys rosea presentd mayor dafio en el fruto a
comparacion de los otros hongos pertenecientes al género Fusarium.

Por otro lado, dentro de los aceites esenciales que se obtuvieron, el aceite de
citronela, el falso laurel, canela y tomillo presentan un buen rendimeinto. Pero de
los siete aceites esenciales los méas efectivos fueron el aceite esencial de tomillo y
aceite esencial de canela con MIC de hasta 3.0 mg/mL.

Asi mismo, se prepararon dos tipos de arcillas impregnadas con aceite de canela'y
ambos materiales generados fueron caracterizados para demostrar que en su
composicion quimica se encuentra impregnado el aceite esencial de canela. Los
materiales hibridos resultantes fuero empleados en la inhibicion del hongo C. rosea.
Los resultados indicaron que la halloysita CANF1 tuvo una MIC de 3.33 mg/mL y la
hidrotalcita CANF2 una MIC de 1.66 mg/mL, demostrando que los dos materiales
hibridos son muy efectivos como agentes fungicidas, y que, ademas, la hidrotalcita
impregnada con canela resultdé ser mas activa que la halloysita también impregnada.
Cada hongo demostré que afecta la calidad del fruto que a la larga afecta la
economia de cada eslabon de la produccion y distribucion del fruto. Se observo que
a lo largo de 21 dias los hongos caracterizados y sobre todo Clonostachys rosea
disminuye el contenido nutrimental del fruto en mas del 50% del contenido total.

El uso de las peliculas de quitosano con aceite esencial demostré6 conservar la
firmeza del fruto. En adicion, especificamente el aceite esencial de tomillo mantiene

la pigmentacion verde del aguacate (melanina) durante 21 dias en comparacion con
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el aceite esencial de canela. Este parametro de calidad va de la mano con el
contenido de fibra alojado en el fruto.

Por otra parte, el contenido de los acidos grasos estudiados demuestra que el uso
del recubrimiento resguarda su concentracion a lo largo de 21 dias en comparacion
con el aguacate infectado con el microorganismo. Asi mismo, las peliculas con
0.4%, 0.7% presentan un comportamiento similar al del aguacate infectado. En base
a esto, se demostré que principalmente el uso de peliculas impregnadas con las
concentraciones altas (1.0% y 1.3%) de aceite esencial inhiben el crecimiento del
microorganismo y elongan la vida de anaquel del fruto conservando sus
propiedades fisico-quimicas. El uso de peliculas como posibles empaques permite
prolongar la vida atil del producto, evita la transpiracion, es biodegradable y no es

toxica.

Una prueba mas de que actualmente se puede optar por una agricultura sana. Una
agricultura sin uso de agroquimicos que afectan a productores, consumidores y el
medio ambiente principalmente el suelo porque es el que brinda el sustento
alimenticio para cada persona. E incluso la naturaleza nos brinda material vegetal

gue puede erradicar este uso que poco a poco deteriora el estado del planeta.
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10. ANEXOS

Fichas del herbario de la UNAM de cada una de las especies vegetales de las cuales
se extrajé en aceite esencial.

e

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

Folio: 177901
Especie: Pelargonium graveolens L'Hér. ex Aiton

Familia: Geramaceae Nombre comun: citronela
Localhidad: Yaonahuac, Puebla

Altitud: 1800 m.

Tipo de vegetacion: Bosque mesofilo de montafia

Forma bioldgica: Herbacea Tamano: (0.5 m.

Color flor: Rosa Fruto: No se colecto

Colector: Nemesio Villa Ruano Namero de colecta: s.n.

Usos: Medicinal Fecha colecta: 08/mayo/2020

Determind: R. Cruz Duran, 2021.

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

Folio: 177884
Especie: Ageratina rivalis (Greenm.) King & Rob.

Familia: Asteraceae Nombre comun: Eupatorium |
Localidad: Yaonahuac, Puebla

Alutud: 1800 m.

Tipo de vegetacion: Bosque mesofilo de montania

Forma biologica: Arbusto Tamafio: 2 m.

Color flor: blanca Fruto: No se colecto
Colector: Nemesio Villa Ruano Numero de colecta: s.n.

Usos: Medicinal Fecha colecta: 02/febrero/2020

Determino: R. Cruz Duran, 2021
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HERBARIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS (FCME), UNAM
PLANTAS DEL ESTADO DE PUEBLA, MEXICO

Folio: 177882
Especie: Eupatorium petiolare Moc. ex DC.

Familia: Asteraceae Nombre comin: Eupatorium 2
Localidad: Yaonahuac, Puebla

Alttud: 1800 m.

Tipo de vegetacion: Bosque mesafilo de montadia

Forma biologica: Arbusto Tamafo: 2 m.

Color flor: blanca Fruto: No se colecto

Colector: Nemesio Villa Ruano Numero de colecta: s.n.

Usos: Medicinal Fecha colecta: 02/febrero/2020

Determuno: R. Cruz Duran, 2021
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