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l. RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un fruto climatérico que se cosecha antes
de alcanzar su madurez comercial para conseguir una mayor vida poscosecha; sin
embargo, esta hortaliza es altamente susceptible al ataque de hongos fitopatégenos
como Botrytis cinerea (B. cinerea) que causa la enfermedad del moho gris, provocando
una disminucion en la vida Gtil y con ello grandes pérdidas econdmicas. Dentro de los
tratamientos que se han reportado para contrarrestar dichas probleméticas se
encuentran los recubrimientos comestibles, los cuales mantienen la calidad de los
frutos debido a las propiedades de barrera y algunos ademds presentan actividad
antimicrobiana. La cera de carnauba es uno de los recubrimientos comerciales mas
utilizados para proteger al fruto de la pérdida de humedad mientras que el mucilago de
Aloe vera puede funcionar como un aditivo debido a que mantiene la firmeza de los
frutos. Asi mismo, se ha reportado que los aceites esenciales presentan actividad
antifangica y al combinar dos de estos sus efectos pueden ser potenciados de manera
sinérgica. En este trabajo se evalué el efecto de un recubrimiento basado en una
emulsion de cera de carnauba y Aloe vera adicionado con la mezcla de aceite esencial
de cassia y limon mexicano sobre el desarrollo de moho gris y la calidad fisicoquimica
en frutos de tomate. Se evaluaron parametros in vitro (crecimiento radial micelial,
germinacion de conidios, efecto fungicida, indice de concentracion inhibitoria fraccional
y microscopia de fluorescencia) e in vivo (incidencia, severidad, color, pérdida de peso,
firmeza y solidos solubles totales [SST]) analizando los resultados por ANOVA
unifactorial y bifactorial, respectivamente. Las comparaciones de medias se realizaron

mediante la prueba de Fisher (a<0.05). Los aceites esenciales de cassia y limon



mexicano fueron efectivos para inhibir el desarrollo in vitro de B. cinerea. Al combinar
los aceites se logré una reduccion fraccional de hasta 1/8 presentando un efecto
sinérgico; asi mismo, las emulsiones adicionadas con los aceites lograron inhibir el
desarrollo de micelio y la germinacion de esporas presentando un efecto fungicida in
vitro. Ademas, las emulsiones lograron disminuir la incidencia y los sintomas de moho
gris en tomate de manera mas efectiva que un fungicida quimico y un recubrimiento
comercial, asi como también lograron reducir la pérdida de peso, de firmeza, SST y
color (L* y a*). Emulsiones elaboradas con cera de carnauba y Aloe vera y adicionadas
con una mezcla de aceites esenciales de cassia y limén mexicano representan una
nueva alternativa natural a los fungicidas quimicos sintéticos debido a que sus
componentes son inocuos y mostraron efectividad para retrasar el desarrollo de moho

gris y mantener la calidad de frutos de tomate almacenados a 12 °C por 25 dias.

(Palabras clave: tomate, Botrytis cinerea, emulsion, cera de carnauba, Aloe vera,

aceite esencial).



ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is a climacteric fruit harvested before
reaching commercial maturity to achieve a longer postharvest life; however, this
vegetable is highly susceptible to attack by phytopathogenic fungi such as Botrytis
cinerea (B. cinerea), which causes gray mold disease, leading to a decrease in shelf
life and significant economic losses. Among the reported treatments to counter these
problems are edible coatings, which maintain the quality of the fruits due to their barrier
properties, and some also have antimicrobial activity. Carnauba wax is one of the most
used commercial coatings to protect the fruit from moisture loss, while Aloe vera
mucilage can function as an additive because it maintains the firmness of the fruits.
Additionally, essential oils have been reported to have antifungal activity, and when two
of these are combined, their effects can be synergistically enhanced. In this work, the
effect of a coating based on an emulsion of carnauba wax and Aloe vera added with a
mixture of cassia and Mexican lime essential oils on the development of gray mold and
the physicochemical quality of tomato fruits was evaluated. In vitro parameters
(mycelial radial growth, conidia germination, fungicidal effect, fractional inhibitory
concentration index, and fluorescence microscopy) and in vivo parameters (incidence,
severity, color, weight loss, firmness, and total soluble solids [TSS]) were evaluated,
analyzing the results by unifactorial and bifactorial ANOVA, respectively. Means
comparisons were made using Fisher's test (a<0.05). Cassia and Mexican lime
essential oils were effective in inhibiting the in vitro development of B. cinerea.
Combining the oils achieved a fractional reduction of up to 1/8, showing a synergistic

effect; likewise, the emulsions added with the oils inhibited mycelium development and



spore germination, showing an in vitro fungicidal effect. Moreover, the emulsions
effectively reduced the incidence and symptoms of gray mold in tomatoes more than a
chemical fungicide and a commercial coating, as well as reducing weight loss, firmness
loss, TSS, and color (L* and a*). Emulsions made with carnauba wax and Aloe vera
added with a mixture of cassia and Mexican lime essential oils represent a new natural
alternative to synthetic chemical fungicides because their components are harmless
and showed effectiveness in delaying the development of gray mold and maintaining

the quality of tomato fruits stored at 12 °C for 25 days.

(Keywords: tomato, gray mold, Botrytis cinerea, emulsion, carnauba wax, Aloe

vera, essential oil).



1. INTRODUCCION

El tomate es un cultivo econdmicamente importante a nivel mundial, siendo China,
India y Turquia los mayores productores, mientras que México se posiciona en el
octavo lugar (FAOSTAT 2023). Este fruto es una fuente rica de vitaminas A, B1, B2,
B6, C y E, y minerales como P, K, Mg, Mn, Zn, Na, Fe y Ca (Palomo y col 2010).
Ademas, contiene nutrientes bioactivos como licopeno, B-caroteno, flavonoides y
derivados del acido hidroxicinamico que le confieren actividad antioxidante y
anticancerigena (Wu y col 2011; Raiola y col 2014). El tomate es un fruto climatérico
muy perecedero debido a su tasa de respiracion alta (Ashenfi 2017). Debido a esto, es
importante mantener un manejo adecuado, ya que su produccion puede verse
afectada por una rapida maduracion, dafio mecanico y el ataque de fitopatdgenos
como Botrytis cinerea, este ultimo es el principal problema poscosecha debido a que
en condiciones favorables de humedad y temperatura puede causar pérdidas de hasta

80% (Ruma y col 2023).

Dentro de los tratamientos que se han reportado para contrarrestar dicha
problematica se encuentran los recubrimientos comestibles que ayudan a mantener la
calidad de los frutos y reducir la contaminaciéon causada por fitopatégenos (Zambrano
y col 2017). La cera de carnauba es la cera vegetal mas importante en términos
econdémicos y actualmente es aplicada en tomate y pepino como recubrimiento, agente
de carga, regulador de acidez e intensificador de brillo; no obstante, se han realizado
muchas investigaciones en un intento por ampliar las posibilidades de aplicaciones de
esta materia prima (De Freitas y col 2019). Por otro lado, diferentes estudios han

demostrado las propiedades emulsionantes del gel Aloe vera como matriz polimérica,



lo convierte en una buena opcion para la encapsulacion de compuestos bioactivos,
ademas de presentar propiedades antiinflamatorias y antibiético al ser ingerido (Basha
y col 2020; Amani y col 2022). Asi mismo, existen diversos reportes de las propiedades
antisépticas, medicinales, antimicrobianas y antioxidantes de los aceites esenciales
como aditivos naturales en los alimentos (Nazzaro y col 2017). Sin embargo, no existen
estudios sobre el efecto de la aplicacion de una emulsion a base de cera de carnauba,
Aloe vera adicionada con la combinacion de dos aceites esenciales y su potencial
sinérgico sobre la inhibicion de moho gris causado por B. cinerea y la retencién de la

calidad en frutos de tomate.



1. REVISION DE LITERATURA

A. TOMATE
1. Origen y distribucién

El tomate es un fruto originario de los Andes en su forma silvestre y fue exportado
a Europa en el siglo XVI. Existen diferentes teorias de la domesticacion de este fruto
para su cultivo, las cuales sugieren diversos origenes; sin embargo, hasta la fecha, el
origen de la domesticacion del tomate no esta resuelto, se ha informado que los
tomates de Europa y América del norte comparten isoenzimas y marcadores
moleculares similares a los de México y América Central, lo que sugiere que el tomate
se introdujo en Europa y América del Norte de la regién andina (Bauchet y Causse
2012). Ninguna de las hipotesis sobre el origen de la domesticacion del tomate es
totalmente concluyente. Podria ser que la domesticacion se produjera de forma

independiente en diferentes regiones.

El ancestro mas probable de los tomates cultivados es el tomate cherry silvestre,
generalmente identificado como S. lycopersicum var. cerasiforme por su amplia
representacion en Centroamérica. En la actualidad, esta planta es comun en todo el
mundo y se ha convertido en un cultivo econbmicamente importante (Bergougnoux

2014; Gerszberg y col 2015).

2. Aspectos botanicos y clasificacion taxondmica
El tomate pertenece a la familia de las solanaceas (Cuadro 1), que contiene mas
de 3000 especies. Solanum es el género mas grande de la familia Solanaceae, que

abarca de 1250 a 1700 especies. Las especies del género Solanum estan presentes


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/isozyme
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073497501300195X#bb0565
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073497501300195X#bb0565
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/solanaceae

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Subgénero Potatoe
Seccion Petota
Especie Solanum lycopersicum

Fuente: NCBI (2023).


https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Asteridae
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanales
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanum
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanum_subg._Potatoe
https://es.wikipedia.org/wiki/Solanum_sect._Petota
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie

en todos los continentes templados y tropicales y se destacan por su diversidad

morfologica y ecoldgica (Gerszberg y col 2015).

Desde el punto de vista botanico, el tomate, perteneciente a la especie Solanum
lycopersicum L., es una baya de fruta. La morfologia puede variar segun la especie,
pudiendo presentar formas redondeados, alargados, periformes, etc. El tamafio varia
de los 3 hasta mas de 10 cm y el peso entre 80 y 300 gramos. La coloracion de los
tomates cambia de verde a rojo conforme avanza el estado de maduracion.
Generalmente, su sabor es ligeramente acido con un particular toque dulce (Monge y

Loria 2019; Constantino y col 2022).

3. Composicién quimica y nutrimental

El tomate posee un valor nutritivo alto debido a que es una fuente rica en vitaminas
y minerales, también contiene macronutrientes como proteinas, carbohidratos, grasas
y fibra, y cuenta con un contenido de agua alto (94.7%) y contenido de energia bajo
(22 kcal) (Cuadro 2) (Palomo y col 2010). Ademas, posee importantes nutrientes
bioactivos como licopeno, [-caroteno, flavonoides y derivados del acido

hidroxicinamico.

El tomate ha alcanzado gran popularidad, especialmente en los ultimos afios con
el descubrimiento de las actividades antioxidantes y anticancerigenas del licopeno (Wu
y col 2011; Raiola y col 2014), por lo que la produccion y el consumo de este cultivo

aumenta constantemente.

4. Produccién e importancia econémica

El tomate actualmente es cultivado en todo el mundo, principalmente en zonas


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/solanum

Cuadro 2. Aporte nutrimental de 100 g de tomate crudo con cascara

Tomate con cascara

Agua 94.7 g
Energia 22 Kcal
Proteina 0.7 g
Lipidos 0.42 g

Carbohidrato 3.84 g

Fibra 1 g

Calcio 10 mg

Hierro 0.1 mg

Magnesio 8.1 mg
Fosforo 19 mg
Potasio 193 mg

Sodio <25 mg

Zinc 0.08 mg

Manganeso 0.087 mg
Vitamina C 17.8 mg
Vitamina B1 0.056 mg
Vitamina B2 <0.1 mg
Vitamina B6 0.079 mg
Acido félico 10 ug
Vitamina A 24 ug
B-Caroteno 276 Mg

Licopeno 2860 Mg

Luteina 56 ug

Fuente: USDA (2023).
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tropicales. A nivel mundial, China, India y Turquia son los mayores productores
con 68,341,799 ton, 20,694,000 ton y 13,000,000 ton de produccién, respectivamente,
mientras que México ocupa el octavo lugar con 4,207,889 ton (Cuadro 3) (FAOSTAT

2023).

Debido a que la produccion nacional es alta, su exportacion también es
significativa, y se destina una gran parte de la produccion a paises como Estados
Unidos, Canadéa y Japon, siendo Sinaloa el principal productor nacional, seguido por

San Luis Potosi, Michoacan y Jalisco (Cuadro 4) (SIAP 2023).

5. Manejo poscosecha

La cosecha de tomate se puede hacer en forma manual o mecanizada. La cosecha
mecanizada se utiliza principalmente para cosechar tomates destinados al
procesamiento industrial. Se puede hacer la recoleccion manual desprendiendo el fruto
del resto del racimo, fracturando el peddnculo a nivel de la unién con el céliz, o
mediante torsion o giro, de forma que el fruto quede libre del pedunculo si el propdsito

es comercializarlo como fruto fresco (Ruiz y col 2012).

La causa mas importante de deterioro en las frutas es la elevada tasa de
respiracion, la cual esta inversamente relacionada con la vida de anaquel de los
productos frescos (Barragan y col 2019). El tomate posee un patron de respiracion
climatérico lo que la hace mas perecedera, normalmente dura de 2 a 3 semanas en
anaquel (Ashenfi 2017). Otros factores que determinan el tiempo de vida de los frutos
incluyen la madurez de cosecha, temperatura y tiempo de transportacion, temperatura

y tiempo de almacenamiento en bodega y venta al detalle, asi como también si va a
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Cuadro 3. Producciéon de tomate a nivel mundial

Pais Produccion (ton)
China 68,341,799
India 20,694,000
Turquia 13,000,000

Estados Unidos de América 10,199,753

Egipto 6,275,443
ltalia 6,136,380
México 4,207,889
Brasil 3,809,986
Nigeria 3,684,566
Espafa 3,651,940
Total: 186,207,961

Fuente: FAOSTAT (2023).
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Cuadro 4. Principales productores de tomate en México

Estado Produccién (ton)
Sinaloa 712,013
San Luis Potosi 436,097
Michoacéan 356,775
Jalisco 211,715
Morelos 201,721
Baja California Sur 171,838
Sonora 153,121
Puebla 150,141
Zacatecas 148,309
México 144,123
Total, nacional 4,207,889

Fuente: SIAP (2023).
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requerir o no la aplicacion de un tratamiento cuarentenario al momento de ser

destinado a exportacion (Pereira-kechinski y col 2012).

Uno de los factores que se deben de controlar para mantener la calidad en los
frutos de tomate es el indice de madurez (fisiologico y comercial). La madurez
fisiologica se refiere al momento en el cual el fruto ha alcanzado el maximo crecimiento
en la planta y la madurez comercial es aquella que cumple con las condiciones que

requiere el mercado (Martinez y col 2017b).

El tomate ha sido clasificado en seis estados de madurez segun la carta de color
desarrollada por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)
(Figura 1). La cosecha debe ser realizada cuando el tomate se encuentra en el estado
2. Las semillas ya se encuentran desarrolladas y no se cortan al rebanar el fruto. Hay
material gelatinoso en al menos un I6culo y se esta formando en otros. Si se cosechan
verdes, no pueden madurar correctamente y presentan una serie de caracteristicas
indeseables, mientras que los cosechados en estado verde-maduro maduran
normalmente sin presentar diferencias con los que maduran en planta (Martines y col
2017a). Una vez cosechado el tomate se debe retirar el calor de campo mediante un
preenfriamiento en cuartos frios, utilizando aire forzado o por hidroenfriamiento,

ayudando a retrasar la maduracién (Coronel-Le6n 2009).

Seguido del preenfriamiento se debe lavar, desinfectar y secar el fruto para
después realizar un proceso de descarte de aquellos que presenten alteraciones,
algun grado de descomposicion o dafio mecanico, se debe eliminar en forma adecuada
los frutos que no sean 6ptimos para el consumo, evitando que se genere un indculo

de plagas y enfermedades en el futuro. Los procesos de seleccion y clasificacion se
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Verde Rompiente Transicion Rosado Rojo

maduro ligero
dicm 1em lom ian dicm
e tom Lom Lem Lem
lem iom 1cm Lan lan
1 2 3 4 5 6

Figura 1. Etapas de maduracion del fruto de tomate (Fernandez-Pozo y col 2017).

15



deben efectuar en instalaciones o areas que posean condiciones de higiene y
seguridad controladas. El personal que labore en esta area debe cumplir con las

normativas basicas de higiene y seguridad alimentaria (Garcia y col 2008).

Posterior a la seleccidn y clasificacion al fruto se le aplica cera como recubrimiento
para reducir la pérdida de peso y agregar brillo, una vez que el recubrimiento se seca
se deben empacar los frutos de forma cuidadosa para no dafiarlos. El embalaje debe
ser realizado por personal capacitado en los aspectos de inocuidad e higiene. Los
materiales de embalaje deben ser, en lo posible, nuevos, o en caso de ser reutilizados
deben estar bien lavados. El proceso de embalaje debe efectuarse en un sitio
protegido, de forma que se evite la contaminacion del producto. El personal que
participa en las areas de embalaje debe disponer de las instalaciones necesarias para

su higiene y hacer uso de ellas (Garcia y col 2008; Carvajal 2012).

Para almacenar los frutos de tomate se deben considerar tecnologias poscosecha
apropiadas que proporcionen condiciones de temperatura 6ptima (10 °C a 15 °C) y
humedad relativa alta (HR, 85-95%). En caso de no cumplirse las condiciones antes
mencionadas el fruto tendera a deteriorarse de manera mas acelerada sobre todo
después de su pico climatérico, lo que limita gravemente su vida de anaquel y valor

comercial (Babaremu y col 2018).

Los eventos asociados a la maduracion como ablandamiento, acumulacién de
azucares simples y disminucion de la acidez contribuyen a una mayor susceptibilidad
a dafos fisicos y problemas fitopatoldgicos. Se estima que anualmente los problemas

fitopatologicos producen mermas superiores al 60% en cultivos de tomate (Kader
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2007), por lo que el estudio de dicha problematica se vuelve indispensable en el area

poscosecha.

B. PROBLEMAS FITOPATOLOGICOS EN TOMATE

Dentro de los agentes bidticos causantes de las enfermedades en el cultivo de
tomate se encuentran las bacterias, virus, fitoplasmas, nematodos, insectos, plantas
parasitas y hongos. Se reporta que en fruto entero los microrganismos que presentan
mayor incidencia en las infecciones son los hongos, debido a su gran especializacion
para degradar la superficie de hojas y frutos, ademas de poseer estructuras de latencia

muy exitosas denominadas esporas (Dean y col 2012).

Entre los hongos de mayor prevalencia en los cultivos de tomate se encuentran
Botrytis cinerea, Fusarium solana, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer, Laveillula
taurina, Phytopthora infestans, Pythium aphanidermantum, Rizoctonia solani,

Alternaria dauci y Alternaria alternata (Rabea y col 2009; Martinez-Ruiz y col 2016).

1. Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es un hongo saprofito necroétrofo y la principal causa biolégica de
los problemas poscosecha, ya que es responsable de la formacién de moho gris en
mas de 200 especies de plantas, incluida la mayoria de los cultivos de hortalizas y
frutas, arboles y flores (Nakajima y Akutsu 2014). De hecho, este hongo ocupa el
segundo lugar entre los “10 principales patégenos fungicos del mundo en patologia
vegetal molecular” en términos de relevancia econémica y cientifica, precedido solo

por Magnaporthe oryzae (Williamson y col 2007; Dean y col 2012).
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Generalmente, las esporas de hongos estan presentes en la superficie de los frutos
y durante el manejo poscosecha, los frutos pueden proporcionar un ambiente
adecuado para la germinacion de las esporas principalmente los frutos dafiados,
ademas este hongo sobrevive a temperaturas bajas y cualquier variacion de
temperatura puede promover la condensacion del agua, favoreciendo asi el

crecimiento y la esporulacién (De Simeone y col 2020) (Figura 2).

a. Ciclo de infeccion

La infeccion puede ocurrir durante el almacenamiento, la comercializacién e
incluso después de la compra del cliente (De Simeone y col 2020). Los conidios
producidos en plantas infectadas, en restos de plantas y/o frutos infectados y en
esclerocios en germinacion se dispersan por corrientes de aire hacia nuevas plantas.
El ciclo de la enfermedad comienza cuando los conidios hacen contacto con la
superficie del fruto y una vez adheridos estos producen un tubo germinativo que facilita

la penetracion superficial en tejido dafiado (Figura 3).

Generalmente, en tejido sano no se observa dafio fisico o penetraciébn mecanica
de la cuticula, lo que indica que la actividad enzimatica esta implicada en la penetracion
de superficies intactas del huésped, muestra de esto es la secrecién de numerosas
enzimas degradadoras de pared celular como endo y exopoligalacturonasas para
utilizar los productos de degradacion como fuente de nutrientes (Verhoeff y Warren

1972; van den Heuvel y Waterreu, 1985; Nakajima y Akutsu 2014).

b. Morfologia micro y macroscépica
B. cinerea (Figura 4A). desarrolla colonias de color blanco a gris en agar papa

dextrosa y otros medios de cultivo, produciendo micelios filamentosos, hialinos,
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Figura 2. Fruto de tomate con sintomas de moho gris.
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Figura 3. Ciclo de infeccion de B.cinerea (Gago 2015).
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Figura 4. Morfologia micro y macroscépica de B. cinerea, A. Morfologia de la colonia
en Agar papa dextrosa, B. Conidi6foro, barra = 100 ym, C. Conidios, barra = 10 ym.

ES: esclerocio (Latorre y col 2015).
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ramificados y septados con paredes celulares prominentes A diferencia de otros
hongos, contiene una proporcién baja de quitina y una proporcion alta de proteinas y
azucares neutros. La mayoria de los aislados producen abundantes conidios
multinucleados (3-6 nucleos) que son unicelulares, de traslucidos a ligeramente
coloreados, lisos, de ovoides a elipsoides y miden de 10-12 x 8-10 uym. Los conidios
se producen en esterigmas cortos en las puntas hinchadas de conidi6foros aéreos,

libres y ramificados (Figuras 4B y 4C) (Latorre y col 2015).

Los esclerocios son estructuras de resistencia que se forman cuando el hongo se
encuentra en condiciones inadecuadas para su desarrollo, son negros, melanizados,
alargados o esféricos y miden de 3 a 5 mm de longitud (Figura 4D). Los esclerocios
juegan un papel importante en la supervivencia, dispersion y multiplicacion de
patdgenos. Se encuentran comunmente en tejidos lignificados que son colonizados
por B. cinerea después de someterse a temperaturas diferentes al rango éptimo (Cantu

y col 2009).

c. Fitotoxicidad

Se han identificado varios metabolitos secundarios que muestran actividad
fitotoxica en filtrados de cultivo de B. cinerea como botcinolida, una lactona altamente
sustituida; botrydial, un sesquiterpeno biciclico; y varios compuestos con menor
toxicidad que estan relacionados con la botcinolida y el botrydial. El botrydial se
produce en el tejido infectado e induce clorosis y colapso celular (Nakajimay col 2014).
Ademas del botridyal y sus derivados, las cepas virulentas de B. cinerea también
producen otros metabolitos fitotoxicos como el acido botcinico, botcininas, acido

oxalico y especies reactivas de oxigeno (ERO’s) (Kai y col 2022).
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Las funciones fisiologicas del acido oxalico en la patogénesis son humerosas. Este
compuesto mejora la actividad de las poligalacturonasas, inhibe las enzimas
protectoras de las plantas, suprime el estallido oxidativo de las plantas, media la
sefalizacion del pH e induce muerte celular programada (Rollins 2003; Favaron y col

2004; Kim y col 2008).

La generacion del estrés oxidativo esta asociada con respuestas de defensa en las
interacciones planta-hongo. La rapida produccion de ERO’s por parte de la planta se
identifico originalmente como necesaria para la expresion de genes de defensa y la
respuesta hipersensible, un tipo de muerte celular programada que se cree que limita
el acceso del patégeno al agua y los nutrientes. En el caso de un necrétrofo como B.
cinerea, la muerte de las células vegetales es beneficiosa para el patdgeno y conduce

a susceptibilidad (Govrin y Levine 2000; Nakajima y col 2014).

2. Medidas de control

Desde el siglo pasado se ha optado por emplear fungicidas sintéticos para
controlar la incidencia de hongos en frutos y hortalizas. La implementacion de estas
sustancias en un inicio fue la solucion a esta problematica que naci6é debido a la alta
demanda y produccién de alimentos de origen vegetal después de la revolucion

industrial (Kader 2007).

Los fungicidas sintéticos, como tiabendazol (TBZ), son efectivos para controlar B.
cinerea al inhibir la sintesis de B-tubulina, elemento fundamental de los microttbulos,
que participan en la multiplicacion y el movimiento de las células (Zhao y col 2010;
Jurick y col 2017). Sin embargo, después de décadas de uso y abuso de estas

sustancias se ha observado la aparicion de aislados cada vez mas resistentes a este
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tipo de fungicidas, inclusive existen reportes donde se ha estudiado la resistencia hacia
estos componentes aplicando diferentes combinaciones de fungicidas sintéticos y
compuestos bioactivos, sin embargo, esto no ha resultado efectivo al mostrarse la

supervivencia de cepas resistentes (Amiri y col 2014; Xu y col 2018).

En otros cultivos ya se han subrayado los altos riesgos de desarrollo de resistencia
sin un manejo adecuado, aunado a esto, los fungicidas representan un riesgo al medio
ambiente debido a su alta toxicidad y baja biodegradabilidad. Es por ello que es
necesario el desarrollo e implementacion de métodos alternativos naturales, que sean
eficaces y amigables con el medio ambiente para reducir el deterioro de frutos de

tomate por B. cinerea (De Simeone y col 2020).

a. Alternativas naturales

En la actualidad existe un gran nimero de alternativas naturales para combatir
enfermedades poscosecha causada por fitopatogenos (Cuadro 5). Entre estas
alternativas se puede mencionar a las encargadas de inducir una resistencia sistémica
en el fruto como el quitosano, latex, propoleo y acido B-aminobutirico (Karunanayake

y col 2011).

Por otro lado, tenemos a metabolitos secundarios presentes en plantas en forma
de extractos naturales o aceites esenciales que se encargan directamente de inhibir la
germinacion de esporas y/o crecimiento micelial (Mashigo y col 2015). De igual
manera, se pueden emplear microrganismos antagonistas, los cuales compiten
directamente con los fitopatégenos por el espacio y nutrimientos, ademas de producir

enzimas que inhiben el crecimiento del micelio del hongo (Bautista y col 2014).
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Género/especie 0

sustancia

Mecanismo

Referencia

Latex

Acido B-aminobutirico

Quitosano

Induccion de la resistencia

sistémica

Karunanayake y col (2011)

Zhang y col (2013)

Lopéz-Zazueta y col (2023)

Helichrysum splendidum

Datura metel

Vitex mollis

de

activos sobre el crecimiento

Efectos compuestos

micelial

Mashigo y col (2015)

Karim y col (2017)

Lépez-Velazquez y col
(2022)

Cryptococcus laurentii

Bacillus atrophaeus

Competencia por espacio y
nutrientes o produccion de

enzimas hidroliticas

Bautista y col (2014)

Rajaofera y col (2018)

Cera de abejas y &cido

propionico

Quitosano y Thymus

vulgaris

Quitosano y Mentha piperita

Sinergismo entre

componentes

Thinh y Kunasakdakul
(2013)

Correa-Pacheco y col
(2018)

Ayon-Reyna y col (2022)

Cuadro 5. Alternativas naturales para combatir fitopatégenos en frutos y su

mecanismo de accion.
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una forma de aplicar esos tratamientos es como recubrimientos y que incluso
algunos antimicrobianos necesitan de una matriz para ser acarreados y poder ser
aplicados como recubrimientos (aqui se incluye la cera que no es antimicrobiano, pero
sirve de acarreador), incluso menciona que actualmente se utilizan combinaciones de
antimicrobianos y que algunos de ellos no son miscibles por sus propiedades por los
gue tienen que elaborar emulsiones. Por dltimo, una alternativa que ha probado ser
muy efectiva en frutos, son los recubrimientos comestibles como cera de carnauba,
cera de abeja, Aloe vera o quitosano; sin embargo, algunos de estos carecen de
actividad antimicrobiana es por ello que requieren ser adicionados con compuestos
gue tengan esta caracteristica como los aceites esenciales y ademas de funcionar
como acarreadores o matrices mitigarian la desventaja de volatilidad que presentan
los aceites esenciales; no obstante, algunas matrices son de polaridad opuesta a los
componentes bioactivos que podrian encapsular haciéndolos inmiscibles entre si, una
estrategia para resolver esto es forzar la mezcla mediante emulsificantes formando
una emulsion ya que en ocasiones se ha observado una potencializacién de efectos
antifangicos, ademas de proveer al fruto caracteristicas sensoriales positivas (Thinh y

Kunasakdakul 2013).

C. RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Los recubrimientos comestibles pueden ser comprendidos como una envoltura que
cubre la superficie de un alimento y que se pueden consumir de manera directa debido
a que estan formulados a partir de diversas matrices en combinacion con otros

compuestos que son considerados como seguros (Restrepo y Aristizabal 2010).
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Los recubrimientos son ampliamente utilizados sobre frutas y hortalizas con el fin
de mantener sus caracteristicas de calidad por mayor tiempo. Estd demostrado que
los recubrimientos controlan la degradacion del color, la pérdida de firmeza, pérdida
de peso, la respiracion, la permeabilidad de gases, e inclusive se pueden utilizar para
afiadir otros ingredientes alimentarios con la finalidad de mejorar la calidad nutricional

y/o disminuir o retardar el ataque de patdgenos (Zambrano y col 2017).

Los recubrimientos comestibles presentan una gran variabilidad en la actualidad,
y va en aumento afio con afio. En general, podemos clasificar a los recubrimientos
comestibles de acuerdo con su naturaleza quimica, teniendo aquellos a base de
carbohidratos, proteinas y lipidos. Cada tipo de recubrimiento presenta sus desafios y
beneficios; como ejemplo de un lipido que se emplea como recubrimiento es la cera
de carnauba, y un carbohidrato es el del de Aloe vera estos presentan diferentes
caracteristicas derivado de su composicidén quimico-estructural, una de las diferencias
mas grandes es su polaridad, sin embargo, el mezclarlos pudiera dar una matriz con
mejores propiedades, no obstante estos componentes no poseen fuertes propiedades
antifangicas por lo que es necesaria la adicion de un aditivo con propiedades
antimicrobianas para formar un recubrimiento mas completo/eficiente; no obstante al
ser de polaridades diferentes otro desafio es la solubilidad, por lo cual es muy comun
optar por emulsiones para estabilizar tanto a la matriz como a posibles aditivos (Dhall

2013).

La mayoria de las emulsiones alimentarias son un sistema mixto de dos liquidos
inmiscibles (normalmente agua y aceite) unidos por emulsionantes. Dependiendo de

si el aceite se usa como una fase dispersa o una fase continua en la emulsion, se
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puede dividir en dos tipos: aceite en agua (O/W) y agua en aceite (W/O). Ademas,
también existen otros tipos de emulsiones mixtas de agua en aceite en agua (W/O/W)

y aceite en agua en aceite (O/W/O) (Goodarzi y Zendehboudi 2019; Zhou y col 2021).

1. Cera de carnauba

La cera de carnauba (CC) es una de las ceras vegetales mas utilizadas en la
industria agricola, es extraida de las hojas de la palma carnauba (Copernicia
prunifera). Entre las ceras comerciales, la CC es la que presenta la mayor dureza y el
punto de fusion mas alto, ademas, tiene solubilidad baja y estd compuesta
principalmente por ésteres y diésteres alifaticos del acido cinamico. Sus componentes
son relativamente estables e inertes. Gracias a estas y otras caracteristicas, la CC es
ampliamente utilizada en alimentos, ademas de estar aprobada por la Administraciéon
de alimentos y medicamentos (FDA) de Estados Unidos, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Unién Europea

(Carvalho y Gomes 2008).

En alimentos se utiliza como recubrimiento lipidico, agente de carga, regulador de
acidez, entre otros (De Freitas y col 2019). Entre las ventajas de usar CC como
recubrimiento en alimentos es que genera una atmésfera modificada, lo que ocasiona
una acumulacion de didéxido de carbono en las intermediaciones del fruto y la capa de
cera, esta acumulacion inhibe la ruta metabdlica encargada de producir etileno, por lo
gue se puede observar un retraso en la maduracion, especialmente en aquellos frutos
gue presentan un comportamiento climatérico, otra ventaja es la retencion de agua

debido a su hidrofobicidad. Por ultimo, la CC realza el brillo de los frutos haciéndolos
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lucir mas llamativos y de mejor calidad. La CC es comunmente aplicada en frutos de

tomate tanto para venta nacional como para exportacion (Kader 2007).

Aun cuando las ceras se utilizan por sus propiedades hidrofobas que las hacen
buenas barreras a la pérdida de humedad, su caracter no polimérico limita su habilidad
para formar recubrimientos con buena integridad mecéanica (Dhall 2013); por lo que,
para mitigar esta desventaja es necesario formular combinaciones que complementen

las limitaciones de los componentes utilizados.

2. Aloe vera

El Aloe vera (AV), conocido como savila, es una planta suculenta de tallo corto de
la familia Asphodelaceae. Los tallos tienen una capacidad alta de retener la humedad,
especialmente en climas secos muy calidos, por lo tanto, pueden sobrevivir a
circunstancias muy duras donde otra vegetacion no podria (Mendy y col 2019). Por
mucho tiempo, el AV se ha utilizado por sus propiedades medicinales y terapéuticas
(Sogvar y col 2016). Las dos principales fuentes liquidas del AV son un latex amarillo
(exudado) y un gel transparente (mucilago), que proceden de las células de
parénquima de las hojas (Ni y col 2004). La ingestién oral del jugo de gel de AV ha
demostrado ser eficaz en el tratamiento de diversas enfermedades, ademas de
acciones antiinflamatorias y antibiéticas (Hassanpour 2015). En los ultimos afios se ha
presentado un creciente interés por el uso del gel de Aloe en la industria alimentaria

como ingrediente funcional (Valverde y col 2005).

El gel de Aloe vera es un polimero de carbohidrato anidnico con alto contenido de
agua (~99%) que se utiliza principalmente en medicina y cosmeética. La composicion

quimica del gel incluye acemanano (una polimanosa acetilada), glucosa y manosa.
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Diferentes estudios han demostrado las propiedades emulsionantes del gel AV, lo que
lo convierte en una buena opcién para la encapsulacion de compuestos bioactivos
(Basha y col 2020). El AV tiene actividad antibacteriana y antiviral para usar en las
industrias farmacéutica y alimentaria y también tiene el potencial para ser utilizado en

envases de alimentos activos (Kanatt y Makwana 2020).

Segun estudios previos, se utiliz6 mucilago de AV para encapsular curcumina
donde se obtuvieron diferentes perfiles de liberacion bajo diversas condiciones de
procesamiento, lo que permite la posibilidad de preparar sistemas encapsulados a la
medida segun el periodo de liberacién preferido y las dosis adecuadas para
aplicaciones especificas, como sistemas antioxidantes, pigmentos organicos,

farmacéuticos funcionales o recubrimientos para alimentos (Medina-Torres y col 2018).

Con respecto a su aplicacion en frutos enteros, se ha encontrado que el AV
implementado como recubrimiento retiene de manera importante los parametros de
calidad del fruto como pérdida de peso, firmeza, acidez titulable y color. Asi mismo, se
ha observado que se disminuye la degradacién de vitamina C y la incidencia de mohos
y levaduras. El AV modifica la atmdsfera del fruto provocando una disminucion en la
respiracion, lo cual ocurre debido al nivel de compactacion que genera su mucilago,
ademas, posee caracteristicas que no atentan contra la calidad de los alimentos, al ser
comestible, incoloro, inodoro e insipido (Misir y col 2014). Por otro lado, los
polisacaridos presentes en AV contribuyen al volumen, el cuerpo, la viscosidad, la
estabilidad de las emulsiones y espumas, la capacidad de retencién de agua y la

estabilidad de congelacion y descongelacion (Nicolau-Lapefa y col 2021).

30



3. Aceites esenciales como aditivos en recubrimientos comestibles

El término “Aceite Esencial” (AE) fue acufiado en el siglo XVI por el reformador
suizo de la medicina, Paracelsus von Hohenheim. Los AE’s vegetales suelen ser
mezclas complejas de compuestos naturales, tanto polares como no polares,
conocidas por sus propiedades antisépticas y medicinales (analgésicas, sedantes,
antiinflamatorias, espasmoliticas, anestésicas locales y anticancerigenas). También se
utilizan en embalsamamiento y, por su actividad antimicrobiana y antioxidante, como

aditivos naturales en los alimentos y productos alimenticios (Nazzaro y col 2017).

La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) (1ISO/D1S9235.2) define un
aceite esencial como un producto elaborado por destilacion con agua o vapor de agua
por procesamiento mecanico o por destilacion seca de materiales naturales. Se
presentan como mezclas liquidas, volatiles, limpidas y coloreadas de varios
compuestos aromaticos. Los aceites esenciales se obtienen de todas las partes de la
planta, principalmente de hierbas y especias (Ravindran y col 2016; Fengfeng y col

2017).

Se conocen alrededor de 3000 AE’s, 300 de los cuales son comercialmente
importantes, utilizados principalmente en el mercado de sabores y fragancias (Nazzaro
y col 2017). En la naturaleza, los AE’s juegan un papel importante en la proteccion de
las plantas contra enemigos indeseables. En cuanto a otros metabolitos vegetales, el
papel de los AE’s es la proteccion del organismo vegetal frente a algunos
microorganismos patdégenos, la accion repelente hacia los insectos que actuan como
vectores de plagas y la reduccion del apetito de algunos herbivoros (al inducir sabor

desagradable a la planta). Por otro lado, también pueden atraer algunos insectos para
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promover la dispersion de polen y semillas. En sintesis, los aceites esenciales pueden
desempeiiar un papel en la mediacion de las interacciones de las plantas con el medio

ambiente (Bakkali y col 2008).

Debido a sus extensas propiedades antimicrobianas, muchos AE’s podrian usarse
para el control del deterioro microbiano, la preservacion de la calidad y seguridad de
los alimentos y la prolongacion de su vida atil. Los AE’s estan clasificados como
“Generalmente Reconocidos como Seguros” (GRAS) por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos, por lo que no son dafinos v,
debido a su origen natural, son mas aceptados por los consumidores que los agentes

“sintéticos” (Tian y col 2011).

Los aceites esenciales pueden representar uno de los productos naturales mas
prometedores para la inhibicion de hongos. De hecho, muchos tipos de aceites
esenciales obtenidos de diferentes plantas o hierbas han exhibido intensas
propiedades antifiingicas (Lang y col 2012; Prakash y col 2012; Ghalem 2016). Entre
los AE's mas estudiados para inhibir hongos fitopatégenos se encuentran: el clavo
(Eugenia caryophyllus), romero (Rosmarinus officinalis L.), canela (Cinnamomum
verum Presl.), pino silvestre (Pinus sylvestris L.), menta (Mentha piperita L.), anis
(Pimpinella anisum L.) y lavanda (Lavandula angustifolia Mill.) (Cosié y col 2010;
Sharifzadeh y col 2018). La actividad antimicrobiana de los AE"s podria deberse a las
propiedades de los terpenos/terpenoides (citral, geraniol, mirceno, limoneno, pineno,
etc.) que debido a su naturaleza altamente lipofilica y bajo peso molecular, son
capaces de romper la membrana celular, causar la muerte celular o inhibir la

esporulacion y germinacion de hongos que deterioran los alimentos. Es importante
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mencionar que, varias pruebas in vitro indican que los terpenos/terpenoides presentes
en los AE’s muestran una menor actividad antimicrobiana cuando se evaluan de

manera individual (Bajpa y col 2011).

Entre las propiedades mas caracteristicas de los AE’s es su alta volatilidad. Esta
particularidad dificulta su aplicacion individual en productos hortofruticolas, debido a
gue su efecto estaria limitado Unicamente durante la aplicacion y no durante todo el
almacenamiento del producto. Es por esto que se opta por afiadir a los AE"s a matrices
estables como los recubrimientos comestibles, de esta manera se retrasaria la
volatilizacion del AE teniendo un efecto sinérgico, ya que se prolonga el tiempo de
accion del aceite y a su vez este podria modificar las propiedades de barrera del

recubrimiento (Ravindran y col 2016; Fengfeng y col 2017).

Como ejemplo de la aplicacion de aceites en emulsiones, Oliveira-Filho y col (2022)
estudiaron el potencial de conservacion de frutos de papaya tratados con un
recubrimiento comestible basado en una asociacién entre la nanoemulsién de cera de
carnauba y AE de Cymbopogon martinii. Se aplicaron recubrimientos formulados con
CC y/o AE y dieron como resultado una maduracién tardia durante el periodo de
almacenamiento de 12 dias, sin afectar negativamente los parametros de calidad
poscosecha. Los recubrimientos redujeron la pérdida de peso y mantuvieron la
firmeza, ademas de retrasar los cambios de color de la fruta durante el
almacenamiento. Asi mismo, los recubrimientos formulados con CC + AE fueron los
mas eficientes para reducir la incidencia y la severidad de las pudriciones de la fruta

durante el almacenamiento.
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Por otro lado, Amani y col (2022) reportaron que la encapsulacion de AE de canela
en una mezcla de Aloe vera-gelatina demostro actividad antibacteriana con mayor
eficiencia que al aplicar el AE solo, evidenciando los beneficios de encapsular

compuestos bioactivos, como los AE’s.

a. Combinacion sinérgica de aceites esenciales

La resistencia emergente de diferentes hongos patégenos a los antifungicos
clasicos es un verdadero problema, por lo que en afios recientes las investigaciones
se estan enfocando en la formulacion de tratamientos mediante la combinacion de dos
0 mMas componentes para obtener un tratamiento complejo que tenga mejores
beneficios que los componentes individuales, por ello resulta interesante combinar
matrices poliméricas formadoras de recubrimientos, como la CCy el AV, con algunos
AE’s para lograr sinergismo, es decir, tener un efecto comdn superior al de las
moléculas individuales. Ademas, un efecto sinérgico entre dos compuestos puede

reducir la dosis a utilizar (D'agostino y col 2019).

El indice de concentracién inhibitoria fraccional (ICIF) estima la interaccion entre
dos 0 mas compuestos para determinar el resultado combinado de varias moléculas.
Este indice representa la capacidad inhibitoria de la mezcla de dos sustancias al
fraccionar sus concentraciones minimas inhibitorias y combinarlas de forma cruzada
con el fin de demostrar que tipo de efecto presentan sobre un microorganismo diana.
Un valor igual o inferior a 0.5 denota sinergismo, un valor superior a 4 muestra
antagonismo y valores intermedios (0.5 - 4) en la combinacion se considera aditiva o

sin efecto (Lesjak y col 2016).

34



El ICIF es variable dependiendo de las moléculas probadas, pero también de las
especies objetivo. Varios mecanismos parecen estar involucrados en el efecto
sinérgico de los antifungicos como la inhibicion de diferentes etapas en las vias
intracelulares fungicas que son esenciales para la supervivencia celular, la accion de
otro agente antifungico en la membrana celular fungica, la inhibicién de las proteinas
transportadoras y la inhibicion simultanea de diferentes objetivos celulares, sin

embargo, no se ha establecido una via concluyentemente (Suzuki y Ohashi 2013).

A la hora de escoger los AE’s para realizar la mezcla se podria optar por aquellas
gue posean una composicion lo suficientemente diferente para poder ofrecer un
posible efecto sinérgico. Para ello, se puede optar por emplear dos familias muy
representativas de los AE’s, como lo son los derivados del metabolismo
fenilpropanoide y monoterpenos. Por el lado de los fenilpropanoide tenemos a la
canela (Cinnamomum verum) como una de sus fuentes mas representativas, ya que
su AE presenta un 71% de cinamaldehido; sin embargo, la cassia, el cual es otro
miembro de esta familia (Cinnamomum cassia) presenta mayor proporcion de estos
compuestos con un 90% (Cinamaldehido con 69.1% y acido metoxicinamico con
21.2%), por lo que podria representar una mejor opcion. Por otro lado, en el caso de
los monoterpenos, podemos tomar como ejemplo al limén mexicano. EI AE de la
cascara de esta especie presenta un contenido de 70% en monoterpenos conformados
unicamente de carbono e hidrégeno (limoneno con 42.3%, y-terpineno con 15.4% vy [3-
pineno con 12.5%). La diferencia estructural entre los compuestos mayoritarios de

estos AE podria provocar un efecto sinérgico debido a los diferentes roles que podrian
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estar desempefiando al inhibir a hongos. (Lin y col 2019; Behbahaniy col 2020; Chahbi

y col 2020)
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IV.  JUSTIFICACION

El tomate es una hortaliza de gran importancia econémica ya que su exportacion
a otros paises es significativa, siendo Sinaloa el principal estado productor. A pesar de
ser un producto altamente exportado, su comercializacidon se ve reducida debido a su
acelerada pérdida de calidad, derivado de su susceptibilidad a dafios mecanicos,
desérdenes fisiologicos y ataques de fitopatdogenos; por lo que surge la necesidad de
la aplicacién de tratamientos que sean capaces de retrasar la incidencia de estas
alteraciones. Se han implementado una serie de estrategias en diversos frutos, donde
ha sido mencionado el uso de recubrimientos a base de matrices de diferentes
naturalezas quimico-estructurales o inclusive la combinacion de éstas para la
formacion de emulsiones adicionadas con compuestos antimicrobianos como una
alternativa a los fungicidas quimicos para combatir la aparicion de fitopatologias y
mantener la calidad en productos hortofruticolas. En este sentido, la cera de carnauba
ha sido empleada como recubrimiento de frutos para aportarle mejor apariencia,
mientras que el Aloe vera ha sido reportada como una matriz polimérica capaz de
aportar compuestos bioactivos y mantener la calidad de frutos, por su parte, los aceites
esenciales han mostrado propiedades antifungicas al aplicarse como recubrimiento;
sin embargo, sus componentes activos se volatilizan facilmente perdiendo su
efectividad como antimicrobiano en un corto periodo de tiempo. En orden de solucionar
este problema, se han empleado matrices de emulsiones que encapsulen a los aceites
para provocar una liberacion prolongada de sus componentes activos y asi mantener
el efecto antifingico por mas tiempo. Por otro lado, a pesar del conocimiento de los
efectos sinérgicos de la combinacion de aceites esenciales no se han encontrado

reportes sobre su aplicacion en una emulsion a base de cera de carnauba y Aloe vera
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para inhibir la infeccidon por Botrytis cinerea, por lo que es de gran interés evaluar el
efecto de este tratamiento para inhibir el moho gris y mantener los parametros de

calidad en frutos de tomate.
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V.  HIPOTESIS
La aplicacion de una emulsidon a base de cera de carnauba y Aloe vera adicionada
con la mezcla de aceite esencial de cassia (AEC) y limon mexicano (AELM) presenta
efecto sinérgico y antifungico contribuyendo a disminuir el desarrollo de moho gris y

mantener los parametros de calidad en tomate.

39



VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de un recubrimiento a base de cera de carnauba y Aloe vera
adicionado con la mezcla de AEC y AELM sobre el desarrollo de moho gris y la calidad

en frutos de tomate.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentraciéon minima inhibitoria del AEC y AELM contra B. cinerea.

2. Evaluar el potencial antifingico de la mezcla de AEC y AELM.

3. Determinar la actividad antifingica in vitro de los tratamientos (EAELM, EAEC y
EAECL) contra B. cinerea.

4. Analizar el efecto de la emulsidn sobre la integridad celular de B. cinerea.

5. Evaluar el efecto antifungico in vivo de una emulsién de CC y AV adicionada con la
mezcla de AEC y AELM en tomate inoculado con B. cinerea.

6. Evaluar los parametros de calidad (pérdida de peso, color, firmeza y sdlidos
solubles totales) en frutos de tomate inoculados con B. cinerea y recubiertos con

una emulsién de CC y AV enriquecida con la mezcla de AEC y AELM.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Los tomates fueron obtenidos del campo agricola Chaparral S.A. de C.V. ubicado
en Culiacan, Sinaloa, en etapa de maduracion 3, cerciordndose que fueran uniformes
en tamafio y color y que no presentaran dafio fisico o por microorganismos. El material
biolégico se obtuvo a partir de un aislado previo de B. cinerea del Laboratorio de
Fisiologia y Tecnologia Poscosecha. Los aceites esenciales fueron adquiridos de
Bienat Aromaterapia México ®, la cera de carnauba y el recubrimiento comercial ALOE
COAT fueron donados por la Agricola Chaparral S.A. de C.V., el fungicida quimico
tiabendazol (TBZ) fue adquirido a través de distribuido de agroinsumos SYNGENTA®
y el Aloe vera se obtuvo de la plantacion de la Facultad de Ciencias Quimico

Biologicas.

B. METODOS

El desarrollo de este proyecto se realiz6 en dos etapas. En la primera etapa se
llevaron a cabo las pruebas in vitro para determinar el efecto de las emulsiones, un
recubrimiento comercial y un fungicida quimico sobre el control de B. cinerea. En la
segunda etapa se aplicaron los tratamientos in vivo, asi como TBZ y ALOE COAT y se

determiné su efecto sobre el desarrollo de moho gris y calidad en frutos de tomate.

1. In vitro

a. Preparacion del in6culo
Para preparar la suspension de esporas del hongo, a placas Petri conteniendo un

cultivo de B. cinerea de 2 semanas se les afadio solucidon salina estéril (8%) y se
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realizo un raspado con un portaobjetos estéril para liberar las esporas de la superficie
de las cajas. La suspension de esporas se filtrd a través de 3 capas de tela de organza
estériles y su concentracion se ajustdé a 1x10° esporas/mL con ayuda de un
hemacitometro (Neubauer Improved, Optik Labor; Lancing, United Kingdom) (Ayon-

Reyna y col 2017).

b. Obtencion de la concentracion minima inhibitoria de AECy AELM

Para la seleccion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de AE de cassia y
limén mexicano se realizé un ensayo antifingico in vitro a través de la evaluacion del
crecimiento radial micelial integrando a medio agar papa dextrosa (PDA) 2.5, 3, 3.5, 4,
4.5y 5uL/mL de AELM y 0.04, 0.065, 0.098, 0.148 y 0.248 de AEC y posteriormente
inoculando puntualmente en el centro de la caja 1L de solucién de esporas a 1x108
esporas/mL, por ultimo, se incubaron las cajas a 20 °C durante 7 dias. La CMI es la
menor concentracion a la cual se obtiene el 100% de inhibicion del desarrollo micelial

del hongo (Xing y col 2010).

c. Indice de concentracion inhibitoria fraccional (ICIF)

Para determinar la CIF se implement6 la metodologia descrita por Lesjak y col
(2016), se prepararon combinaciones de distintas concentraciones (1 CMI, 1/2CMI, 1/4
CMl, 1/8CMI) de AEC y AELM por el método de tablero de ajedrez (Figura 5). Se
preparé PDA, PDA con AEC y PDA con AELM, estos dos ultimos a una concentracion
4 veces mayor que la CMI, para posteriormente diluir en cada pocillo para llegar a la
concentracion fraccional seguido de la inoculacion de 1 pyL de suspension de esporas
a 1x10° esporas/mL. El control contuvo Unicamente PDA no fue inoculado con la

solucion de esporas.
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Concentracion del compuesto A  (ul/mL)

256128 64 32 16 8 4 2 1 05025 0

9 10 11 12

Concentracién del compuesto B (ul/mL)

Figura 5. Método de tablero de ajedrez para ensayo de sinergismo antifungico

(Lesjak y col 2016).
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La organizacion de los tratamientos se realizo de la siguiente manera: AEC en el
eje Xy AELM en el eje Y. La microplaca se mantuvo en incubacion a 20 °C hasta que
el control presentd crecimiento total de micelio. El calculo de ICIF se realizé6 mediante

la suma de CIF Ay CIF B. El célculo de los CIF se basa en las siguientes férmulas:

CMI de AEC en presencia de AELM

CIF A= CMide A

CMI de AELM en presencia de AEC

CIF B= CMide B

ICIF=CIF A+CIF B

La interpretacion de diferentes combinaciones de AEC y AELM se demostré como
efectos sinérgicos (ICIF 0.5); efectos aditivos (0.5 < ICIF < 1); sin efectos interactivos

(1 < ICIF < 4); efectos antagodnicos (ICIF > 4).

d. Formulacion de las emulsiones

La proporcion de CC-AV para la formacién de la emulsion se bas6é en una
investigacion precedente del laboratorio de Fisiologia y Tecnologia Poscosecha del
Posgrado en Ciencia y Tecnologia de Alimentos realizada por Sandoval-Sicairos
(2015) con algunas modificaciones. Primeramente, al gel de AV (70%) se le adicioné
tween 80 (1%) y posteriormente los AE (CMI) y se homogenizé con un Ultra-turrax (IKA
T18 basic) a una velocidad de 11,000 rpm formando la primera emulsion,
posteriormente se le adicioné gota a gota la primera emulsion a la CC (30%) con SPAN
80 (3%)en agitacion constante en una placa de agitacion, una vez adicionada la ultima
gota se homogenizé por 1 min con un Ultra-turrax (IKA T18 basic) a una velocidad de

11,000 rpm hasta obtener una emulsién O/W/O homogénea.
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e. Inhibicién de crecimiento radial micelial

Para evaluar el crecimiento radial micelial se utilizé la metodologia reportada por
Araujo y col (2007) con algunas modificaciones. A 9 mL PDA liquido se les afiadio 1.0
mL de fungicida, ALOE COAT, emulsion de limon mexicano, cassia o cassia-limén
(EAELM, EAEC o EAECL) concentrando 10 veces la CMI de cada AE y se mezclo6 para
posteriormente ser vertido en las cajas Petri y dejar solidificar, enseguida se inocularon
con 1.0 pyL de suspensién de esporas (1.0 x 10° conidios/mL) en el centro de cada
caja. Las cajas Petri se incubaron a 20 °C durante 7 dias. El crecimiento del micelio se

midio registrando el diametro del halo de inhibicion pasado el tiempo de incubacién.

Se evaluo la fungitoxicidad de los tratamientos en términos del porcentaje de inhibicion

del crecimiento micelial, calculandolo mediante la siguiente formula:

[
Rc

%Inhibiciéon del crecimiento radial= x 100

Donde

Rc = Crecimiento radial en el control

R = Crecimiento radial en el tratamiento

Tres réplicas fueron usadas por tratamiento y cada réplica consistio en tres cajas

Petri.

f. Inhibicion de germinacion de conidios
Para la determinacion de la germinacion de conidios, en cajas Petri con 10mL de
PDA (control), 9 mL PDA liquido mas 1.0 mL de fungicida, ALOE COAT, EAELM,

EAEC o EAECL concentrando 10 veces la CMI de cada AE, se pipete6 1.0 mL de la
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suspension conidial (1.0 x 108 conidios/mL), posteriormente, la suspensién de esporas
se esparcio con un asa estéril y las cajas se incubaron a 20 °C durante 7 h. La
germinacion de conidios fue examinada usando un microscopio Optico a una
amplificacion de 400X (Microscopio fotoeléctrico Carl Zeiss, Alemania). Se examinaron
cien conidios y la germinacién se establecio mediante el desarrollo de tubos
germinativos. Un conidio se consider6 como germinado cuando la longitud del tubo
germinativo igualé o excedi6 la mitad de la longitud del conidio. Los resultados fueron
expresados como porcentaje de inhibicion de la germinacion usando la formula

descrita por Ong y col (2013).
%Inhibicion de germlnaC|on=1-§ x 100

Donde:
G = Numero de esporas germinadas en el tratamiento.
Gc = Numero de esporas germinadas en el control.

g. Efecto fungicida/fungistatico

El efecto fungistético o fungicida de los tratamientos se determiné de acuerdo con
lo reportado por Ayon-Reyna y col (2022). Se realizé un corte cilindrico de 1.0 cm de
diametro al agar de las cajas Petri que fueron utilizadas en el ensayo de crecimiento
radial micelial que no mostraron crecimiento del hongo. Posteriormente, los discos
fueron transferidos a cajas con PDA fresco y se incubaron durante 7 dias a 20 °C, para
observar cualquier recuperacion de crecimiento. Se determino el efecto fungistatico al
observarse crecimiento después del periodo de incubacion y efecto fungicida si no se

observo crecimiento.

46



h. Microscopia de fluorescencia

Para los analisis microscopicos, muestras de esporas y micelio se mezclaron con
los tratamientos TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y EAECL. Las muestras se
ajustaron a una concentracion final de 3.0 x 10° esporas/mL y 5.0 mg de micelio/mL y
se incubaron durante 4 h a 20 °C. Media hora antes de culminar este periodo se agrego
una solucién acuosa del fluoréforo lipofilico FM4-64® (ThermoScientific, Waltham.,
E.U.A) (1.0 mg/mL) hasta obtener una concentracién final de 5.0 yg/mL. 10 uL de la
solucion de esporas y pequefias particulas de micelio que fueron tratadas y mezcladas
con el fluoréforo se colocaron sobre un portaobjetos y se les colocd un cubreobjetos y
se sellaron por las orillas con esmalte de ufias. Las muestras fueron observadas en un
microscopio de fluorescencia confocal Leica TCS SP5X (KEYENCE, Itasca, E.U.A))
con un objetivo de inmersidn a 400X. La excitacion del fluoréforo se llevé a cabo a 558

nmy la emisién a 734 nm (Trejo-Raya y col 2021).

2. In vivo

a. Seleccion de frutos y aplicacion de tratamientos

Los frutos fueron llevados al Laboratorio de Fisiologia y Tecnologia Poscosecha
del Posgrado en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias
Quimico Bioldgicas, donde se lavaron con jabdn y se desinfectaron con hipoclorito de
sodio (1.0% p/v por 3 min). Se hizo una segunda seleccion para descartar aquellos
frutos que presentaran algun defecto o dafo, posteriormente los frutos fueron
inoculados mediante aspersion con 1mL de soluciéon de esporas (1.0 x 108 esporas/
mL) de B. cinerea, una vez secos se aplico 1 mL de los tratamientos con brocha

simulando un cepillado simple que convencionalmente se aplica en las lineas de
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empaque de tomate y por ultimo, los frutos se almacenaron a 12 °C con una HR del

90-95%.

b. Ensayo antifungico in vivo

1) Incidencia

La incidencia de la enfermedad se evalu6 de acuerdo con la técnica reportada por
Ayon-Reyna y col (2017) con algunas modificaciones. Se evalu6 el efecto de los
tratamientos sobre la incidencia de la enfermedad por un periodo de 25 dias a 12 °C
con retiros cada 5 dias. Los resultados se expresaron como porcentaje del nUmero de
frutas que mostraron sintomas de moho gris del total de frutos de cada tratamiento,

usando la siguiente formula:

# de frutos infectados
X 100

. . ‘o (0/ V=
Incidencia de moho gns (A)) Total de frutos inoculados

2) Severidad

La severidad de moho gris se evalud visualmente cada 5 dias siguiendo la
metodologia reportada por Madani y col (2016). El dafio se evalué de acuerdo con el
porcentaje de la superficie del fruto con sintomas de moho gris, para lo cual el fruto se
dividié en dos caras (posterior e inferior) y cada una de estas caras a su vez se dividié
en cuadrantes. La sumatoria de la superficie dafiada de todos los cuadrantes se tomo

como porcentaje de dafo por fruto.

c. Parametros de calidad

1) Porcentaje de pérdida de peso
Para la determinacion de la pérdida de peso de los tomates se registro el peso

cada 5 dias, utilizando una balanza analitica (Sartorius TE-4101) de acuerdo con lo
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reportado por Carreray col (2009) y se calculd el porcentaje de pérdida de peso (%PP)

Peso inicial-Peso final

mediante la siguiente formula: %PP= —— x100%
Peso inicial

2) Color

Para la evaluacion de color externo se utilizd un colorimetro Minolta CR 200
(Minolta, Osaka, Japbén). Se tomaron tres puntos en la region ecuatorial de la superficie
de cada fruto para llevar a cabo las mediciones. Se registraron los parametros L* y a*

empleando la escala CIELAB.

3) Firmeza

La firmeza se determin6 de acuerdo con lo reportado por Barbagallo y col (2012)
con algunas modificaciones. Se utilizd un penetrometro (Chatillon DFE100, AMETEK
Inc, Largo, FL) equipado con una punta plana de 11 mm de didmetro, las mediciones
se realizaron a una velocidad de penetracion constante (50 mm/min-5.0 mm de
penetracion). Para ello, se evaluaron 4 frutos por cada dia de evaluacion para cada
tratamiento utilizado, se cortaron en medias lunas los frutos de manera longitudinal y
se colocé la punta del penetrémetro en el centro de cada una, obteniéndose 4 puntos
por fruto y los resultados se expresaron como fuerza de compresibn maxima en

Newtons (N).

4) Solidos solubles totales

El contenido de SST se determino de acuerdo con el método oficial 22.014 de la
AOAC (2012) utilizando un refractometro manual (Fisherbrand by Fisher Scientific
S66366, Ltd, Nepean, Ontario, Canada). Diferentes partes del mesocarpio fueron
maceradas y el jugo obtenido fue colocado directamente en el refractometro. Los

resultados se reportaron como °Brix.
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5) Disefio experimental
Para el andlisis de los datos se empled un disefio experimental completamente al
azar con al menos 3 réplicas. Para la primera etapa se utiliz6 un ANOVA unifactorial

donde el factor fue el tratamiento aplicado.

En la segunda etapa de la investigacion se utiliz6 un disefio completamente
aleatorio con dos factores: tratamiento (Control, TBZ, ALOE COAT, EAEC, EAELM,
EAECL) y tiempo de almacenamiento (0O, 5, 10, 15, 20 y 25 dias). La comparaciéon de
medias se realiz6 mediante la prueba de Fisher con un nivel de significancia del 5.0%
(P<0.05). Los datos obtenidos se analizaron con el software Statgraphic Centurion

v.16.1.

50



VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. IN VITRO
1. Obtencion de concentracion minima inhibitoria (CMI) de AEC y AELM

a. Crecimiento radial micelial

Los aceites esenciales presentaron una CMI sobre el desarrollo de B. cinerea de 3
puL/mLy 0.065 puL/mL para AELM (Figura 6y 7) y AEC (Figura 8y 9), respectivamente.
La baja cantidad de estos AE"s para inhibir por completo el desarrollo in vitro del hongo
puede deberse a la proporcidn alta que presentan sus componentes principales como
cinamaldehido ~69-90% y limoneno ~40% y al posible efecto sinérgico que exacerban
los componentes secundarios 0 minoritarios propios de estas mezclas complejas (Li-

Yun Lin y col 2019; Behbahani y col 2020; Chanbi y col 2020.

Los resultados obtenidos en este estudio son comparables con los reportados por
Liu y col (2022) donde evaluaron la actividad antifungica del AEC sobre la inhibicion
de Aspergillus flavus en mani, y reportaron una CMI de 0.0625 pL/mL, la cual es muy
similar a la obtenida en este estudio; ademas, su efecto inhibidor fue evidenciado
mediante un ensayo de microscopia electronica de barrido donde era facilmente
apreciable el dafio y colapso en las estructuras fangicas. Por otro lado, Xu y col (2018)
reportaron la inhibicion del desarrollo de Alternaria alternata provocada por el dafio a
pared y membrana celular al aplicar cinamaldehido (0.2 pL/mL), el cual es el principal
componente del AEC. El cinamaldehido es un inhibidor activo del crecimiento de
bacterias, levaduras y mohos filamentosos. Ejerce su accion mediante la inhibicion de
la actividad de las ATPasas, la biosintesis de la pared celular y la alteracion de la

estructura e integridad
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Control 2.5 yL/mL .0 yL/mL 3.9 uL/mL 4.0 uyL/mL 4.5 uL/mL 5.0 uL/mL

Figura 6. Obtencion de la Concentracion Minima Inhibitoria de aceite esencial de limon

mexicano contra Botryrtis cinerea.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de Botrytis cinerea tratado con
distintas concentraciones de aceite esencial de limén mexicano (AELM). Barras
verticales indican la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas con a=0.05.
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Control 0.04 pL/mL 0.065 uL/mL 0.098 pL/mL 0.148 uL/mL 0.248 pL/mL

Figura 8. Obtencion de la Concentracion Minima Inhibitoria de aceite esencial de

cassia contra Botryrtis cinerea.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de Botrytis cinerea tratado con
distintas concentraciones de aceite esencial de cassia (AEC). Barras verticales indican

la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (a=0.05).
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de la membrana. Sus derivados poseen actividad antifiUngica potencial contra varios
aislados de hongos (Nazarro y col 2017); no obstante, otros estudios informaron que
los componentes de los aceites esenciales podrian actuar de forma sinérgica o
antagonica y dicha accion se debe principalmente a la interaccion de los componentes
gue estan presentes en los respectivos AE’s (Adams 2001; Stevic y col 2014). Tal es
el caso del estudio reportado por Koc€evski y col (2013) donde se mostré una actividad

inhibitoria mas fuerte por parte de AEC en comparacion con cinamaldehido.

Por otra parte, el AELM mostré una CMI de 3.0 uL/mL, lo que es menor a lo
reportado por Bosquez-Molina y col (2010) al aplicar este AE contra los hongos
Colletotrichum gloeosporioides y R. stolonifer. Asi mismo, Cai y col (2019) mostraron
la actividad antifingica del limoneno (pureza= 95%), al inhibir el desarrollo de
Zygosaccharomyces rouxii a una concentracion de 0.75 uL/mL y actuar como fungicida

a una concentracion de 3.0 pL/mL.

La actividad antifangica de los aceites esenciales pudiera ser atribuida al
mecanismo destructivo de los terpenos presentes en los aceites sobre las estructuras
superficiales de los microorganismos como la alteracion de la integridad y
permeabilidad de la membrana celular, lo que puede causar dafios irreversibles tanto
en pared como en membrana (Brennan y col 2013). Ademas, se reporta que puede
destruir las proteinas presentes en membrana plasmatica e inhibir su sintesis (Gupta

y col 2021).

Otro efecto que causa el limoneno es la citocinesis, afectando la reproduccion de
organismos fangicos; ademas, se observo que el limoneno induce la acumulacion de

ERO’s en aislados de hongos y conduce a la muerte celular (Liu y col 2013). Asi
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mismo, se ha descubierto que el limoneno inhibe las enzimas intracelulares y

extracelulares como la celulasa y la pectina metil esterasa (Marei y col 2012).

2. Evaluacion del indice de concentracion inhibitoria fraccional

A pesar de que todas las combinaciones de las fracciones de CMI de los aceites
esenciales fueron efectivas, Unicamente las mezclas iguales o menores a una
reduccion de 1/4 de cada AE presentan un efecto sinérgico (Figura 10). El valor ICIF
menor fue presentado por parte de la mezcla 1/8 AELM - 1/8 AEC correspondiente a
un valor CIF de 0.25, lo cual sugiere un efecto antifiUngico sinérgico mostrando como

resultado una disminucién a 1/8 de la CMI de cada aceite al combinarlos.

Los efectos sinérgicos de la mezcla AELM y AEC contra un aislado B. cinerea no
se han investigado previamente; sin embargo, existen otras investigaciones sobre
sinergismo de AE’s in vitro, tal es el caso del estudio reportado por Pekmezovic y col
(2015) donde implementaron una mezcla 14:1 de aceite esencial de tomillo y cassia,
respectivamente, con el fin de inhibir el desarrollo de Aspergillus flavus mostrando
diferencia Unicamente en el tiempo de aparicion del efecto fungicida, lo cual es debido

al sinergismo propiciado por las combinacion de ambos aceites esenciales.

Otros investigadores han utilizado el ICIF para demostrar este tipo de efectos. Por
ejemplo, Purkait y col (2020) evaluaron la eficacia antifingica y el efecto sinérgico de
los aceites esenciales de canela y clavo contra Aspergillus niger. El ICIF mostro un
valor de 0.48, indicando un efecto sinérgico e inhibiendo completamente el desarrollo

del hongo.

Asi mismo Hlebova y col (2021) evaluaron la actividad antifangica de 25 AE's y la
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1/4 CMI

1/8 CMI

Figura 10. Inhibicién del crecimiento radial micelial de Botrytis cinerea por aplicacion

de mezclas fraccionales de aceite esencial de cassia y limén mexicano.
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posible actividad sinérgica de los AE's mas eficaces contra hongos del género
Aspergillus (fumigatus, flavus, terreus y niger). El ensayo de tablero de ajedrez mostro
que las combinaciones de AE’s de limoncillo y tomillo demostraron la actividad

antifangica sinérgica mas potente (ICIF = 0.1875) contra A. fumigatus.

3. Inhibicion de crecimiento radial micelial
Las emulsiones EAELM, EAEC y EAECL presentaron un potente efecto antifangico
contra B. cinerea al igual que ALOE COAT y TBZ ya que inhibieron completamente la

produccion de micelio de este hongo en comparacion con el control (Cuadro 6).

Es posible que los responsables del efecto antifingico en las emulsiones fueron
los AE’s encapsulados en ellas, debido a que previamente se ha reportado que el
AELM inhibe el desarrollo de micelio en hongos como Colletotrichum gloeosporioides
y R. stolonifer, mostrando un efecto fungicida para ambos microorganismos (Bosquez-

Molina y col 2010; Kumar y Kudachikar 2018).

También el AEC ha sido probado previamente contra B. cinerea (Hou y col 2020)
y otros hongos como Aspergillus flavus (Liu y col 2022). Es importante mencionar que
los mecanismos de accién de estos aceites no estan totalmente elucidados; sin
embargo, se ha reportado que afectan estructuras celulares como membrana y pared
celular dada la naturaleza de sus compuestos mayoritarios (Brennan y col 2013;

Nazarro y col 2017; Xu y col 2018; Gupta y col 2021).

A pesar de que no se encontraron estudios en la literatura sobre la combinacién
de estos AE’s y su encapsulamiento en una emulsién, hay estudios donde han

aplicado tratamientos similares que concuerdan con los resultados presentados en
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Cuadro 6. Inhibicion de crecimiento radial micelial y efecto fungicida / fungistatico de

los tratamientos TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y EAECL sobre Botrytis cinerea.

Inhibicién de
. - , Efecto Efecto
Tratamiento crecimiento radial o o
o fungicida fungistatico
micelial (%)
TBZ 100 £ 0.02 X
ALOE COAT 100 £ 0.0 X
EAELM 100 + 0.0 X
EAEC 100 £ 0.02 X
EAECL 100 £ 0.02 X

Los valores representan la media de seis réplicas. Letras diferentes indican diferencias

significativas con P<0.05.
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este estudio, como el reporte de Oliveira-Filho y col (2021) donde evaluaron el efecto
de una nanoemulsion de almidon de arrurruz, cristales de celulosa, CC y AE’s de
menta y hierva de limén de manera individual (emulsién O/W/O) evidenciando una
notable actividad fungicida contra los hongos R. stolonifer y B. cinerea al inhibir
completamente su desarrollo y atribuyéndole el efecto al componente mayoritario en
menta (carvona) y a la sinergia entre los principales componentes (geraniol, linalool,

neral y mirceno) del AE de hierva de limon.

Se ha reportado que el problema de la reduccion sustancial de la eficacia de los
AE’s debido a la volatilidad alta se puede resolver mediante su emulsificacion. La
emulsificacion de los AE’s en agua aumenta la biodisponibilidad, reduce la interaccion
de los ingredientes y mejora la calidad y seguridad de los alimentos (Basak y Guha

2018).

Ribes y col (2017) evaluaron la actividad antifangica de nanoemulsiones de AE’s
de hoja de canela, limén y bergamota contra A. niger, usando aceite de girasol como
matriz. La emulsién de AE de canela fue la més eficaz, inhibiendo 100% el crecimiento
micelial, mientras que las emulsiones de limén y bergamota lograron una inhibicion del
75%. Este efecto del AE de canela se atribuy6 a su alto coeficiente de particion (log P
octanol-agua), el cual es variable segun el aceite utilizado, cuanto mas alto sea este
valor la capacidad de disolver el aceite en la fase acuosa es mas alta y por ende la
liberacion del aceite es mas rapida, asi mismo, durante periodos prolongados de
tiempo, las emulsiones y nanoemulsiones, al garantizar una liberacion sostenida,

pueden prolongar significativamente la actividad antimicrobiana (Majeed y col 2016).
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Se ha reportado que, para asegurar una liberacion durante periodos prolongados,
utilizar emulsiones y nanoemulsiones con matrices optimas, podria garantizar una
liberacion sostenida y prolongar significativamente la actividad antimicrobiana de

compuestos volatiles encapsulados en ellas (Majeed y col 2016).

4. Inhibicién de germinacion de conidios

Los tratamientos TBZ y ALOE COAT lograron inhibir la germinacién un 56% y
88.67%, respectivamente. Por otro lado, las emulsiones EAELM, EAEC y EAECL
inhibieron aproximadamente un 100% sin diferencia estadistica entre ellas tras 7 horas
de incubacion a 20 °C (Figura 11). Contrario a los resultados en este trabajo, se ha
demostrado que TBZ es efectivo en bajas concentraciones contra B. cinerea, y se ha
reportado que el mecanismo de los fungicidas se basa en inactivar enzimas o proteinas
gue interfieren en procesos celulares fundamentales, no obstante, es sabido que los
fitopatdgenos tienen la capacidad de adquirir resistencia a fungicidas quimicos como

se demostro en este estudio (Lopez-Aguilar 2019; Wei y col 2024).

Estos resultados concuerdan con los reportados por Ribes y col (2017) mediante
el empleo nanoemulsiones de AE de hoja de canela y limén. La emulsion de hoja de
canela logré inhibir por completo la germinacién de esporas de A. niger; sin embargo,
contrario a los resultados presentados en este estudio sobre AELM, la aplicacion de la
nanoemulsién de AE de limon contra A. niger a una concentracion de 3 pg/g logré una
inhibicion parcial (46.7%) e inhibicion total a 5.5 pg/g, lo cual puede ser debido a la
diferencia en la matriz acarreadora que utilizaron para encapsular los AE’s y al

coeficiente de particion en dicha matriz.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion de germinacion de esporas de Botrytis cinerea por
efecto de los tratamientos TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y EAECL. Barras
verticales indican la desviacién estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas con a=0.05.
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Asi mismo, Qi y col (2023) mostraron que es posible inhibir hasta un 90% la
germinacion de conidios de Fusarium graminearum al aplicar una emulsion cargada
con AE de tomillo en concentraciones similares a las aplicadas en este estudio,
atribuyendo este efecto a que el grupo hidroxilo del timol y la presencia de un sistema
de electrones deslocalizados contribuyen a desestabilizar la membrana citoplasmatica
y reducir el gradiente de pH al actuar como un intercambiador de protones y en
consecuencia, la fuerza motriz del protdn colapsa y el agotamiento de la reserva de

ATP conduce a la muerte celular.

Por su parte, Hu y col (2019) describieron una inhibicion alta (90%) de la
germinacion en Aspergillus niger, oryzae y ochraceus por efecto de una emulsion de
AE de canela. Es importante resaltar que el componente mayoritario es cinamaldehido
al igual que en el AE de cassia atribuyéndole este resultado a la interaccion con

estructuras celulares importantes como pared y membrana celular.

5. Efecto fungicida/fungistéatico

Al traspasar los discos de PDA tratados e inoculados a PDA fresco no tratado, no
se observo crecimiento micelial del hongo B. cinerea en ninguna de los tratamientos
(TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y EAECL), lo que evidenci6 que los tratamientos
ejercieron un efecto fungicida al no permitir el desarrollo del hongo aun cuando se
proporcionaron las condiciones Optimas (Cuadro 6). Segun Sil y col (2020), estos
resultados pueden deberse a que los AE’s tienen el potencial de destruir estructuras
fungicas esenciales para el desarrollo. Ademas de los efectos fungicidas y
fungistaticos, su mecanismo de accion varia en diferentes casos dependiendo del AE

gue se trate, el estado citotoxico de los AE"s en sus entornos se debe a su capacidad
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para alterar la pared y la formacion celular, la estabilidad citoplasmatica y el impacto

del dafio celular y el escape de macromoléculas.

Las propiedades lipofilicas de los AE’s les permiten entrar a través de la pared
celular y dafiar la membrana citoplasmatica al tiempo que alteran varias capas de
acidos grasos, polisacéaridos y fosfolipidos, ademas de aumentar la permeabilidad.
También pueden alterar la saturacion y, por lo tanto, provocar un desequilibrio en la
presién osmdtica intracelular, que a su vez altera los organulos intracelulares, filtra el
contenido citoplasmatico y, a veces, las moléculas de retencion de energia (ATP) v,

en ultima instancia, altera la célula (Sil y col 2020).

Asi mismo, Oliveira y col (2019) reportaron que la incorporacion de AE de Lippia
sidoides a una emulsion de carboximetilcelulosa fue eficiente en la reduccién de la
severidad de la antracnosis causada por C. acutatum (92.99%) y puede ser una
alternativa potencial a los fungicidas sintéticos, ya que el AE provoco la degradacion
morfolégica de las hifas del patdgeno, lo que sugiere su accion sobre la pared celular
del hongo y evidencia un efecto fungicida; no obstante, también probaron la
incorporacion de combinaciones dobles y triple de AE de Lippia sidoides, Eucalyptus
staigeriana y Pimenta pseudocaryophyllus. Sin embargo, estas combinaciones no
presentaron mejores resultados que Unicamente incorporar AE de Lippia sidoides,
contrario a los resultados obtenidos en este estudio donde el combinar los AE’s de
cassia y limén se redujo la dosis fungicida efectiva de ambos presentando un efecto

sinérgico.

Por otro lado, Rafiee y col (2022) evaluaron la actividad antifangica de

nanoemulsiones de aceite esencial de denak formuladas mediante emulsificacion
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(O/W) ultrasonica sobre Penicillium digitatum y concluyeron que la aplicacion de esta
emulsién cargada con el aceite a una concentracién igual o mayor a 0.5 pL/mL
presenta un efecto fungicida sobre P. digitatum, este efecto fue atribuido a los

componentes principales del aceite esencial (timol y carvacrol).

6. Microscopia de fluorescencia

La Figura 12 muestra imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de
micelio y esporas no tratados (control) y tratados con TBZ, ALOE COAT, EAELM,
EAEC o EAECL donde se puede observar el contraste en el efecto que causan estos
tratamientos sobre las microestructuras de los hongos. Se observa que los
tratamientos TBZ y ALOE COAT no expresan dafios o diferencias visualmente

considerables con respecto al control.

Por otro lado, las emulsiones EAELM, EAEC y EAECL muestran multiples
discontinuidades o disrupciones de la fluorescencia. Al haber utilizado un fluoréforo
lipofilico con afinidad a la membrana se puede inferir que estas discontinuidades son
propias de la membrana celular, por tanto, es posible que los aceites empleados en
las emulsiones posean la capacidad de actuar sobre esta estructura formando poros y
de esta manera causar la inhibicion del desarrollo de B. cinerea. Cabe recalcar que la
combinacion fraccional de ambos aceites (EAECL) mostr6 el mismo comportamiento,
demostrando el potencial sinérgico que poseen estos aceites esenciales al ser

mezclados.

En cuestion del efecto en espora, este fue mucho menos notorio mostrando
muchas menos disrupciones 0 poros en membrana y en concordancia con los

resultados obtenidos de inhibicion de germinacidn se podria deducir que el efecto en
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Figura 12. Representacion gréfica del dafio en micelio (A-F) y espora (G-L) de B. cinerea por efecto de los tratamientos

CONTROL, TBZ, ALOE COAT, Emulsion de aceite esencial de limén mexicano (EAELM), Emulsion de aceite esencial de
cassia (EAEC) y emulsion de aceite esencial de cassia y limon, (EAECL) mediante microscopia de fluorescencia confocal.

Las barras indica una referencia de 5 um de longitud, EV = espacios vacios, S= septo, PC= pared celular.
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espora es por la via de inhibicion total de la formacién del tubo germinativo por
inhibicion de enzimas sintetizadoras de pared y membrana ya que en estudios previos
se ha mostrado la inactivacion de estas vias (Brennan y col 2013; Nazarro y col 2017,

Gupta y col 2021).

Estos resultados concuerdan con Zhang y col (2022) que al aplicar una emulsion
aceite en agua (O/W) de timol contra B. cinerea se observaron alteraciones
morfologicas, la visualizacion por microscopia Optica mostré cambios morfolégicos en
micelio como células méas pequefias y mas inclusiones dentro de ellas. Observaciones
posteriores por microscopia electronica de barrido mostraron que el tratamiento
condujo a una contraccion irregular y a la pérdida de la forma micelial, lo cual resultd
en la descomposicion y colapso de las células miceliales, asi mismo, se corroboroé la
muerte celular mediante fluorescencia con yoduro de propidio evidenciando una

respuesta dependiente de la dosis.

Por otro lado, Qi y col (2023) evaluaron el efecto antifiangico del aceite esencial de
tomillo y sus principales constituyentes en emulsion sobre esporas de Fusarium
graminearum y observaron mediante microscopia de barrido laser confocal y
electronica de barrido sefiales de dafio en la estructura de la pared celular ya que habia
presencia de rasgaduras como indicio de descomposicién demostrando un mejor
efecto sobre el dafio microestructural por parte del AE; esto puede explicarse por la
sinergia que puede existir en el aceite esencial dado que es una mezcla de diferentes

sustancias.

Asi mismo, el estudio de Oliveira y col (2019) demostro la actividad antifungica de

AE’s de Eucalyptus staigeriana, Lippia sidoides y Pimenta pseudocaryophyllus
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asociados a la carboximetilcelulosa frente a Colletotrichum acutatum en fresa, donde
se observo una mayor actividad por parte del tratamiento que contenia AE de Lippia
sodoides dado que su componente principal es el timol al igual que en los dos estudios
anteriores, en este caso se llevé a cabo microscopia electronica de barrido sobre el
micelio mostrando un notable dafio al observarse estructuras rizadas con
protuberancias finas pertenecientes a los fendmenos de descomposicion y colapso
celular, estas sefiales de dafio concuerdan con las disrupciones membranales

observadas en este estudio.

B. IN VIVO

1. Incidencia

El ensayo antifungico in vivo mostroé que la incidencia de moho gris en frutos de
tomate se vio afectada por los factores tratamiento y tiempo de almacenamiento (P
<0.05) (Figura 13). Los sintomas observados en los frutos incluyeron manchas
redondas de color claro que se volvieron opacas, conocidas como manchas
fantasmas. Estas manchas mostraron una consistencia acuosa y tenian micelio blanco
o grisaceo. A medida que la patologia avanzaba, el tejido presentaba decoloraciones
gue iban del rojo al amarillo-anaranjado, ademas de areas necréticas con una mayor

cantidad de micelio gris (Figura 14).

Los frutos permanecieron libres de sintomas durante los primeros 5 dias con
excepcion de los pertenecientes al grupo control (8.3%); sin embargo, no se demostré
diferencia estadistica hasta el dia 10 donde el control presento 41.6% de incidencia
mientras que las emulsiones EAEC y EAECL mostraron un 8.3%. TBZ, ALOE COAT y

EAELM
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Figura 13. Efecto de los tratamientos control, TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y
EAECL sobre la incidencia de moho gris en tomate almacenado a 12 °C por 25 dias.
Las barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las
medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos por dia de almacenamiento (P<0.05).
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Control TBZ ALOE COAT

Figura 14. Fotografias de severidad de moho gris causada por Botrytis cinerea en
frutos de tomate tratados con TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y EAECL durante un

periodo de almacenamiento de 25 dias a 12 °C.
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mantuvieron una incidencia nula y sin mostrar diferencia estadistica hasta el dia 15
donde el tratamiento control mantuvo su comportamiento y ALOE COAT mostré un
importante aumento en la incidencia de moho gris de 0% a 100% mientras que TBZ,

EAELM, EAEC y EAECL no mostraron cambios significativos.

Para el dia 20 los tratamientos control, ALOE COAT, EAEC y EAECL no
presentaron cambios, por otro lado, TBZ inicio a perder efecto al presentar un 33% de
sintomas de moho gris, este aumento progresivo de incidencia de moho gris en los
frutos tratados con TBZ se puede explicar por la resistencia que pueden obtener los
microorganismos a través del tiempo tal como lo describen Lopez-Veldzquez y col
(2022) en el hongo C. gloeosporioides. Los autores mencionan que TBZ tiene un efecto

dependiente de la dosis que aumenta conforme la frecuencia con la que este es usado.

A su vez los frutos tratados con la EAELM también comenzaron a presentar
sintomas sin mostrar diferencia con EAEC y EAECL. Para el dia 25, el control y los
frutos tratados con el recubrimiento comercial ALOE COAT presentaron 100% de
incidencia de sintomas sin mostrar diferencias con el TBZ (83%), por su parte las
emulsiones mostraron un mejor efecto inhibidor de moho gris al presentar un 16.6%

de incidencia.

Con respecto a las emulsiones enriquecidas con AE’s se observo una disminucion
del efecto fungicida en B. cinerea conforme el tiempo de almacenamiento transcurrio,
lo cual coincide con reportes en diversos frutos a los que se les aplicaron diferentes
tipos de emulsiones de AE como en tomate cherry (Robledo y col 2018), pepino
(Ziedan y col 2022) y fresa (Javanmardi y col 2023). Esto puede deberse al caracter

antifungico de los AE’s de cassia, limén mexicano o bien a la combinacion de estos
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debido a que como previamente se ha mencionado estos aceites tienen la capacidad
de dafar estructuras fangicas esenciales para el desarrollo de los hongos como B.

cinerea.

Resultados similares fueron reportados por Yang y col (2021) en mandarina
Nanfeng (Citrus reticulata) al aplicar una nanoemulsion que contenia cinamaldehido,
eugenol y carvacrol contra Penicillium digitatum debido a que se retraso la aparicion
de sintomas hasta el dia 20 de almacenamiento, los autores mencionan que este
efecto antifingico podria deberse a que estos compuestos aromaticos se encuentran
en una alta proporcion en aceites esenciales como canela, cassia, tomillo y orégano
inhibieron la germinacion de esporas y aumentaron la permeabilidad de las
membranas celulares que facilitan la fuga del contenido citoplasmatico y afectan el
crecimiento y desarrollo normal de los micelios fungicos reduciendo asi la incidencia

de los sintomas provocados por Penicillium.

Asi mismo, Zhang y col (2022) demostraron que una emulsion de nanotimol al 2%
es capaz de inhibir B. cinerea en tomate cherry en un 73%, efecto inferior al
demostrado en este estudio. Sefialaron que el aumentar la dosis de timol ablandaba
los frutos. Sin embargo, justificaron la inhibicién parcial por efecto de lesién oxidativa,
muerte celular y dafios microestructurales. Ademas, destacaron que la reduccién de
las particulas y el encapsulamiento en matrices no solo afecta el desarrollo de

fitopatdgenos, sino que también reduce la fitotoxicidad al evitar aumentar la dosis.

2. Severidad
Los resultados de severidad de moho gris ocasionado por B. cinerea en frutos de

tomate tratados con TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y EAECL durante su
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almacenamiento a 12 °C por 25 dias se ilustran en la Figura 15. Los datos obtenidos
mostraron una tendencia al aumento en la severidad de los sintomas de moho gris
durante el almacenamiento. Para el dia 5 el control mostré avances no significativos
en la severidad y para el dia 10 dias de almacenamiento la severidad en de los frutos
control continué aumentando, también TBZ y EAEC mostraron un aumento no
significativo en la severidad, no fue hasta el dia 15 donde el control presento diferencia
estadistica con el resto de los tratamientos. A partir del dia 20 el control mostré un
porcentaje de sintomas superior al 60% siendo el tratamiento mas afectado seguido
por ALOE COAT con un 27% mientras que TBZ, EAELM, EAEC y EAECL no mostraron
diferencias manteniéndose por debajo del 10%. Para el dia 25, la tendencia y
diferencias se mantuvieron, siendo los tratamientos EAELM, EAEC, EAECL y TBZ los

mas efectivos, con apropiadamente un 20% de dafo.

Los frutos que fueron tratados con las emulsiones adicionadas con aceites
esenciales mostraron una tendencia a reducir la severidad de moho gris durante el
almacenamiento, esto puede ser debido a que los AE’s poseen propiedades
antifangicas efectivas que tienen la facultad de inhibir el desarrollo de microorganismos
en matrices alimentarias tras su aplicacion. Esto concuerda con Noumegna-Kamsu y
col (2023) donde aplicaron una nanoemulsion con AE de Massep (Ocimum
gratissimum L.) contra los hongos Sclerotium rolfsii, Phytophthora infestans y
Alternaria solani en frutos de tomate, se observo que la aplicacion de la emulsion

redujo el diametro de necrosis en un 100%, 100% y 71,81%, respectivamente.

Asi mismo se ha reportado el uso de otras nuevas matrices para la encapsulacion

de AE’s con el objetivo de combatir las fitopatologias provocadas por hongos con
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Figura 15. Efecto de los tratamientos control, TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y
EAECL sobre la severidad de moho gris en tomate almacenado a 12 °C por 25 dias.
Las barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar de las
medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos por dia de almacenamiento (P<0.05).
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efectos en cuestion de reduccion de la severidad de los dafios, tal es el caso de Sadat-
Razavi y col (2022) donde implementaron el uso de celulosa de origen bacteriano y
gelatina de pescado como matrices encapsulantes para los aceites esenciales de
canela, zataria y satureja para inhibir el desarrollo de Penicillium expansum y B.
cinerea en frutos de manzana. En dicho estudio se demostré la actividad inhibitoria
mas efectiva por la emulsion ternaria de celulosa-gelatina- AE de canela frenando la
propagacion de lesiones en las manzanas durante 21 dias, este efecto se le atribuyo

mayoritariamente al cinamaldehido.

También se ha reportado que la implementacién de extractos naturales en
emulsiones puede exhibir efectos antifungicos reduciendo la severidad de las
fitopatologias en frutos de tomate. Por ejemplo, Yusof y col (2021) aplicaron
emulsiones de extracto de hojas de Vernonia amygdalina para el control de moho gris
en tomate, donde se mostr6 una actividad antifiUngica del 100% tras 12 dias de haber
inoculado los frutos atribuyéndole los resultados a los constituyentes principales del
extracto: escualeno (16.92%), fitol (15.05%), triacontano (11.31%), heptacosano

(7.14%) y neofitadieno (6.28 %) (Yusoff y col 2020).

Otros estudios como el de Lopez-Velazquez y col (2024) mencionaron que la
aplicacion de un recubrimiento de CC + AE de tomillo presentd una fuerte actividad
antifangica al disminuir la severidad de moho gris en frutos de pimiento verde, si bien
este efecto en su mayoria fue atribuido al efecto fungicida del AE de tomillo también
se mostré una disminucion en la severidad por la aplicacion de solo CC aunque menos

significativa, este efecto de la CC fue atribuido a que la aplicacion de este componente
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como recubrimiento es capaz de retrasar la maduracion causando un efecto

antifangico indirecto.

3. Porcentaje de pérdida de peso

La Figura 16 ilustra el comportamiento de pérdida de peso de los frutos de tomate.
El tratamiento ALOE COAT, presentd la menor retencion de peso seguido del grupo
control, esto resalta la importancia fundamental de implementar medidas de control
adecuadas para mitigar el impacto negativo de la pérdida de agua y la incidencia B.

cinerea en la calidad del tomate.

La ausencia de tratamiento provoca una descomposicion acelerada de los frutos,
con una pérdida de peso significativa y una calidad comprometida, aun asi, la
aplicacion de recubrimientos no asegura que se pueda conservar con €xito el peso de
los frutos, este efecto depende del tratamiento a aplicar, dado que los frutos tratados
con ALOE COAT presentaron la menor retencion de peso al final del almacenamiento.
Este hallazgo sugiere que, si bien una de las intenciones de aplicar este recubrimiento
comercial es un efecto positivo en la retencion de peso, su eficacia es menor que para
el control, en contraste, los tratamientos TBZ, EAELM, EAEC y EAECL se posicionan
como los mas efectivos en el retraso de la pérdida de peso de tomate, evidenciando
una retencioén significativamente mayor en comparacién con los demas grupos en el
dia 25. Este resultado sugiere que estos tratamientos son capaces de retener el peso
de los frutos al disminuir el impacto del moho gris de una manera eficiente como se
mostro en los resultados de incidencia y severidad (Figuras 13 y 15); ademas de esto,

las emulsiones al contener una considerable proporcion de CC en la matriz pueden
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Figura 16. Efecto de los tratamientos control, TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y
EAECL sobre la pérdida de peso de tomate inoculado con B. cinerea almacenado a 12
°C por 25 dias. Las barras verticales en las columnas representan la desviacion
estdndar de las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos por dia de almacenamiento (P<0.05).
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disminuir la liberacion de agua del interior del fruto y como consecuencia reducir la

pérdida de peso.

Es relevante mencionar que, aunque las tres emulsiones y TBZ muestran una
retencidon de peso similar sin diferencias estadisticamente significativas, lo que sugiere
gue su impacto en este parametro de calidad es comparable, las emulsiones tienen la
ventaja de ser opciones seguras tanto para el medio ambiente como para la salud del

consumidor.

Los resultados presentados concuerdan con los obtenidos por Fitch-Vargas y col
(2019) que tras someter tomates a un recubrimiento de CC mostr6 una mayor
retencion del peso tras 20 dias de almacenamiento comparado con el control, después
de esto no se mostraron diferencias estadisticas significativas, en comparacion en este
estudio, se mostré una diferencia en la pérdida de peso hacia los 25 dias, esto puede
ser debido a que los recubrimientos aplicados ademéas de CC contenian AV el cual se
ha reportado que tiene la capacidad de formar una barrera polimérica que reduce el
contacto con gases que aceleran la maduracion aportando al retraso en la pérdida de

peso.

Asi mismo, el estudio de Lopez-Velazquez y col (2024) describe la aplicaciéon de
un tratamiento de CC con AE de tomillo en pimiento morrén con la finalidad de inhibir
el desarrollo de B. cinerea, donde se demostro que la aplicacion de este recubrimiento
tuvo un efecto positivo al retrasar la pérdida de peso, estos resultados son
comparables a los obtenidos en este estudio debido a la alta proporcion de CC en las

emulsiones asi como la inclusion de AE, por lo que el efecto puede ser atribuible a
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estos componentes debido a la capacidad de los componentes no polares que
presentan la propiedad de contener el vapor de agua dentro del fruto disminuyendo su

transpiracion.

También concuerda con el reporte de Gutiérrez-Pacheco y col (2020) quienes
observaron un retraso en la pérdida de peso en frutos de pepino inoculados con
Alternaria alternata y tratados con una emulsion basada en la combinacion de
quitosano, CC y AE de orégano y se lo atribuyeron a la polaridad de CC que tiene la
capacidad de disminuir el egreso de agua del fruto asi como a la capacidad del AE de
orégano para retrasar la incidencia de fitopatégenos, disminuyendo asi el impacto

sobre los tejidos y por tanto retrasando la pérdida de la calidad.

4. Color

La Figura 17 muestra el efecto de diferentes tratamientos sobre el pardmetro a*
durante el almacenamiento de tomates a 12 °C, observandose un incremento en todos
los tratamientos conforme avanzaron los dias de almacenamiento. Inicialmente todos
los tratamientos presentaron valores cercanos a 6, indicando una coloracion
ligeramente roja. Para el dia 5, los valores aumentaron entre 8 y 10 unidades para
control, TBZ y ALOE COAT que presentaron promedios similares sin mostrar
diferencia estadistica, mientras que las emulsiones EAELM, EAEC y EAECL mostraron

valores 5 unidades mas bajos.

A los 10 y 15 dias, no se mostraron diferencias significativas en comparacion con
el control y esta tendencia se mantuvo hasta el final del almacenamiento. Estos

resultados sugieren que las emulsiones son eficaces para retrasar el enrojecimiento
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Figura 17. Efecto Los tratamientos control, TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y
EAECL sobre el color (parametro a) de tomate inoculado con B. cinerea almacenado
a 12 °C por 20 dias. Las barras verticales en las columnas representan la desviacion
estdndar de las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos por dia de almacenamiento (P<0.05).
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por al menos 5 dias, este comportamiento pudo deberse a la proporcion de gel de
AV en las emulsiones, ya que estas solo contenian un 30% de AV, la capacidad para
reducir el contacto con los gases disminuyo, por tanto, el retraso del enrojecimiento no
se observé de una forma contrastante permitiendo al fruto la sintesis de pigmentos de

una manera normal después de 5 dias de almacenamiento.

Asi mismo, el parametro de luminosidad (L*) mostré un comportamiento inverso al
pardmetro a* (Figura 18). Todos los tratamientos mostraron una luminosidad similar
en el dia 0 sin diferencia con el control, esta comportamiento se mantuvo durante el
almacenamiento salvo por el dia 5, donde las emulsiones mostraron una mayor
capacidad para mantener la luminosidad en la superficie de los frutos de tomate en
comparacion con los grupos control y ALOE COAT, no obstante, el resto del
almacenamiento esta tendencia no se mantuvo, esto pudo ser debido a la propiedad
intrinseca del color rojo de mantener cierta luminosidad interfiriendo con el contraste
de brillo que aportan las emulsiones con diferencia al resto de los tratamientos (Figura

19).

Estos resultados contrastan con el estudio de Das y col (2020) donde reportaron
la aplicacién en tomate de un recubrimiento basado en una nanoemulsién de AE de
Citrus sinensis encapsulada en alginato de sodio, el efecto sobre el parametro a* en
tomate fue mas contrastante entre los frutos tratados y no tratados mostrando
diferencias significativas, no obstante, los frutos recubiertos mantuvieron valores
similares a los presentados en este estudio (~20), este comportamiento pudo deberse

a la diferencia en la temperatura de almacenamiento (22 °C).
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Figura 18. Efecto de los tratamientos control, TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC Yy
EAECL sobre la luminosidad de tomate inoculado con B. cinerea almacenado a 12 °C
por 20 dias. Las barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar
de las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos por dia de almacenamiento (P<0.05).
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Figura 19. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la luminosidad (L*) y el
enrojecimiento (a*) en tomate inoculado con B. cinerea almacenado a 12 °C por 20

dias.
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Por otro lado, la variacion en luminosidad Unicamente se mostro en el dia 1 de
almacenamiento a diferencia de este estudio, esto se puede explicar por la inclusion
de cera de carnauba presente en los tratamientos EAELM, EAEC y EAECL, ya que
previamente se ha reportado que este componente es capaz de aumentar el brillo en

las matrices alimentarias en las que es aplicado.

A consecuencia del avance en la maduracion, el aumento en las sintesis de
licopeno y degradacion de la clorofila es el fendmeno principal y responsable de la
coloracibn roja del tomate. Un estudio sobre el recubrimiento de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) incorporado con una nanoemulsién de AE de hoja
de betel de Piper en tomate mostrd resultados sobre el aumento en la sintesis de
licopeno al recubrir estos frutos, demostrando que al utilizar dicho recubrimiento la
sintesis del licopeno se retrasé tras 16 dias con una diferencia de ~5 ug/g con el
control, a pesar de no haber evaluado los pardmetros de color convencionales de la
escala CIELAB los autores mencionan que este efecto era visualmente apreciable

(Poovai y col 2023).

Por otra parte, Farooq y col (2023) evaluaron el potencial del recubrimiento a base
de gel de AV y quitosano para prolongar la vida Util y preservar la calidad del tomate,
dado que ambos componentes tienen la capacidad de formar una barrera contra gases
estos promovieron un efecto de retraso en el enrojecimiento y pérdida de luminosidad,

ambos debido al retraso en la maduracion.
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5. Firmeza

Los resultados de firmeza de los frutos revelaron diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (Figura 20). Inicialmente, todos los tratamientos comenzaron
con niveles altos de firmeza, situandose entre 60 y 70 N. Sin embargo, la firmeza

disminuyo6 gradualmente en todos los frutos a lo largo del almacenamiento.

El tratamiento control mostré una notable reduccion en firmeza, destacdndose
significativamente a partir del dia 5. Al finalizar el almacenamiento, los frutos control
presentaron niveles de firmeza mas bajos que las emulsiones, alrededor de 10 N, lo
que indica una pérdida considerable de calidad, incluso los frutos tratados con el
fungicida TBZ mostraron una tendencia similar aun cuando presentaron los valores de
firmeza mas elevados al inicio del almacenamiento. Por su parte, el tratamiento ALOE
COAT manifestd un comportamiento parecido sin diferencias estadisticas con el
control salvo por el dia 5, en contraste, los tratamientos EAELM, EAEC y EAECL
demostraron una capacidad notable para mantener la firmeza de los frutos durante
todo el periodo de almacenamiento. Estos tratamientos mantuvieron niveles de firmeza
superiores a 20 N incluso al finalizar el periodo de almacenamiento, destacdndose
estadisticamente en comparacién con el control, TBZ y ALOE COAT, este
comportamiento puede deberse a que los recubrimientos actian como una barrera
fisica que reduce la permeabilidad al oxigeno y al diéxido de carbono. Esto disminuye
la respiracion del fruto y ralentiza los procesos metabdlicos que conducen a la pérdida

de firmeza (Misir y col 2014).

Ademas, aquellos recubrimientos de mas de una fase o bien emulsiones como
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Figura 20. Efecto de los tratamientos control, TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y
EAECL sobre la firmeza de tomate inoculado con B. cinerea almacenado a 12 °C por
20 dias. Las barras verticales en las columnas representan la desviacion estandar de
las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos por dia de almacenamiento (P<0.05).
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O/WI/O pueden limitar la pérdida de agua, ayudando a mantener la turgencia celular,
lo que contribuye a conservar la firmeza del fruto (Zambrano y col 2017). También al
incorporar compuestos bioactivos, estos recubrimientos protegen contra
microorganismos incorporando agentes antimicrobianos naturales, como extractos de
plantas o aceites esenciales, inhibiendo asi el crecimiento de patégenos que podrian

acelerar el deterioro (Fengfeng y col 2017).

Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio fueron encontrados
por Farooq y col (2023) quienes evaluaron el potencial del recubrimiento a base de gel
de AV y quitosano sobre la calidad en tomate, durante 12 dias el tratamiento fue capaz
de retrasar la pérdida de firmeza atribuyendo este efecto a que ambos componentes
tienen la capacidad de formar una barrera contra gases promoviendo un efecto de

retencién de la firmeza debido a la ralentizacion de procesos metabdlicos.

Asi mismo Alvarez-Barreto y col (2023) aplicaron un recubrimiento basado en la
adicion de microparticulas de CC al mucilago de AV con el propésito de aumentar la
vida de anaquel de frutos de fresa inoculados con B. cinerea resultando en mejores
condiciones fisicoquimicas y microbiolégicas dado que se evidencié una mejor
retencion de la firmeza en las fresas tratadas, esto debido a las caracteristicas de

permeabilidad a gases y vapor de agua que poseen el AV y CC, respectivamente.

Adicionalmente, Oliveira-Filho y col (2022) implementaron una nanoemulsion de
CC y AE de Cymbopogon martinii obteniendo resultados positivos sobre la retencion
de la firmeza en papaya, esto aun a pesar de que esta emulsion no contenia algun

componente polar con capacidad de formar una red polimérica o barrera fisica para
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reducir el contacto con los gases y asi retrasar la maduracion y la pérdida de firmeza.
Este efecto se pudo dar gracias a la excelente retencién de agua que se mostro la cual
tuvo la capacidad de mantener la turgencia y por tanto retener la firmeza con eficiencia

en comparacion con los frutos control.

6. Solidos solubles totales

Los resultados mostrados en la Figura 21 representan el comportamiento de los
SST en los frutos de tomate tras la aplicacién de los diferentes tratamientos. Se
observd una tendencia constante de disminucion de SST en los frutos control y
tratados con TBZ, por otro lado, a pesar de que el tratamiento ALOE COAT es un
recubrimiento su comportamiento a lo largo del almacenamiento nunca se diferencio
del control y TBZ en contraste con esto las emulsiones EAELM, EAEC y EAECL
mostraron una tendencia a mantener los SST con pequeiias variaciones de entre 0.2
a 0.5 °Brix; sin embargo, hacia el final del almacenamiento este comportamiento

decay6 mostrandose similar al resto de los tratamientos.

El decrecimiento de los SST en los tomates se debe a factores bioquimicos y
fisiolégicos debido a que, durante la maduracién, los tomates experimentan un
aumento en la produccion de etileno, hormona que regula este proceso. El aumento
de etileno induce la conversién de azlcares complejos en azucares simples, que
inicialmente puede aumentar el contenido de sdlidos solubles. Sin embargo, a medida
gue el proceso continda, la actividad metabdlica del fruto consume estos azucares para
obtener energia, resultando en una disminucion general de los sélidos solubles totales

(Capino y Farcuh 2021), esto sugiere que la aplicacion de las emulsiones retraso el
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Figura 21. Efecto de los tratamientos control, TBZ, ALOE COAT, EAELM, EAEC y
EAECL sobre SST de tomate inoculado con B. cinerea almacenado a 12 °C por 20
dias. Las barras verticales sobre las columnas representan la desviacion estandar de
las medias de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos por dia de almacenamiento (P<0.05).
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metabolismo de los frutos provocando una disminucién menos pronunciada de los

SST manteniendo sus valores practicamente constantes por 10 dias.

Resultados similares fueron expuestos por Poovai y col (2023) al aplicar un
recubrimiento de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) adicionado con una hanoemulsion
de AE de hoja de betel de piper en tomate ya que encontraron que los SST se
mantuvieron en un rango entre 4 y 5 °Brix. Esto puede ser explicado por la capacidad
gue tiene la celulosa modificada para formar redes poliméricas y reducir el contacto
con CO2y de esta manera retrasar la maduracion, asi como también el aporte del AE
de hoja de betel de piper para retrasar las incidencias por microorganismos y por tanto

la pérdida de calidad.

Asi mismo Dehghani y col (2022) implementaron recubrimientos comestibles de
conjugados de gelatina de pescado y goma de almendra amarga mostrando que los
SST aumentaron con un ritmo mas lento que los frutos recubiertos. También se
observo que los SST fueron notablemente mayores en los tomates recubiertos con
dispersion de goma de almendra o gel de pescado en comparacion con su
combinacion, lo que indica que combinar estos componentes podria mejorar el efecto
del recubrimiento. Es importante resaltar el impacto que se demuestra al asociar

matrices con diferentes caracteristicas para potencializar sus efectos.

Por otro lado, Das y col (2022) observaron que al aplicar un recubrimiento
comestible en nanoemulsion utilizando carboximetilcelulosa (CMC) y aceite esencial
de cardamomo se presento un efecto positivo sobre los SST en tomate retrasando su
metabolismo, atribuyendo este efecto a la reduccidn del estrés oxidativo y aumento de

las enzimas antioxidantes durante 15 dias de almacenamiento. Al mantener los niveles
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de enzimas antioxidantes, el recubrimiento comestible evitd la senescencia inducida
por dafio oxidativo de los tomates, asi como una menor carga microbiana en los

tomates recubiertos derivado del efecto del aceite esencial.
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IX.  CONCLUSIONES
AEC y AELM en concentraciones de 0.065 pL/mL y 3 pL/mL son efectivos para

inhibir in vitro B. cinerea.

La combinacion de AEC y AELM a una reduccion fraccional de 1/4 - 1/4 hasta 1/8

- 1/8 mostraron efecto sinérgico al inhibir B. cinerea.

Los tratamientos EAELM, EAEC y EAECL fueron efectivos para inhibir al 100% el
desarrollo micelial, la germinacion de conidios y efecto fungicida contra B. cinerea in

vitro.

EAELM, EAEC y EAECL causaron dafios en la estructura del micelio y las esporas

del hongo B. cinerea a nivel de membrana.

EAELM, EAEC y EAECL fueron efectivas para disminuir la incidencia y severidad
de moho gris, asi como para retener los parametros de calidad (%PP, color, firmeza y

SST) en frutos de tomate inoculados con B. cinerea.

En general, los resultados de la investigacion indican que recubrir los tomates con
emulsiones adicionadas con una mezcla sinérgica de AE’s de limén mexicano y cassia
puede retrasar la pérdida de calidad mas eficazmente que ALOE COAT en aspectos
como la pérdida de peso, el color, la firmeza y SST ademas de superar a TBZ en la
inhibicion del desarrollo de moho gris mediante el dafio a la membrana celular del
hongo. El uso de emulsiones con esta mezcla sinérgica de AE’s disminuye la dosis de
AE y podria ser una alternativa natural para preservar la calidad y prolongar la vida util

de los tomates frescos.
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