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RESUMEN

El jitomate (Lycopersicon esculentum L.) es una de las hortalizas de mayor
consumo en México, su alto valor nutricional y su versatilidad para poder consumirse
hacen uno de los productos hortofruticolas con mayor importancia econémica en
México, ademas de interés para estudios en el campo de la salud. El jitomate es
también altamente perecedero, es suceptible a contaminacion por hongos, lo que
ocasiona que grandes porcentajes de producto postcosecha se pierda por mal

manejo durante la cadena de produccion de alimentos.

El principal problema de la contaminacion con hongos, es el desarrollo de
micotoxinas. Estan asociadas al desarrollo de enfermedades crénicas no
transmisibles, como cancér, enfermedades inmunolégicas y neurodegenerativas.
Las tendencias actuales sugieren el uso de productos con bajo impacto ambiental,

a la salud, pero altamente efectivos en el control de microorganismos.

En el presente trabajo se evaluaron 3 productos comerciales, dos extractos
citricos, Citro-80 y Citrocover, y la plata coloidal de marca Microdyn, asi como
cubiertas de quitosano con aceite esencial de naranjay de limon, sobre el desarrollo
de cuatro hongos aislados de jitomate: Rhizopus stolonifer, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum y Aspergillus flavus de forma in vitro y en
frutos de jitoamte Saladette. Ademas se evaluaron las micotoxinas de F. oxysporum
y A. flavus in vitro y en muestras de jitomate deshidratado Se evaluaron los
parametros de calidad, sélidés solubles totales, firmeza y porcentaje de pérdida de
peso. Los extractos citricos controlaron la infeccion in vitro y en jitomate, y redujeron
la presencia de micotoxinas, no de forma significativa. Los cambios fisicoquimicos
de los jitomates estan asociados mas al proceso de maduracion que al efecto de los

tratamientos.



ABSTRACT

Tomato (Lycopersicon esculentum L.) is one of the most consumed
vegetables in Mexico, its high nutritional value and its versatility in being consumed
make it one of the fruit and vegetable products with the greatest economic
importance in México, as well as of interest for studies in the field of health. Tomato
is also highly perishable, it is susceptible to fungal contamination, which causes large
percentages of post-harvest product to be lost due to mishandling during the food

production chain.

The main problem with fungal contamination is the development of
mycotoxins. They are associated with the development of chronic non-
communicable diseases, such as cancer, immunological and neurodegenerative
diseases. Current trends suggest the use of products with low environmental and

health impact, but highly effective in controlling microorganisms.

In the present work, 3 commercial products are evaluated, two citrus extracts,
Citro-80 and Citrocover, and Microdyn brand colloidal silver, as well as chitosan
covers with orange and lemon essential oil, on the development of four fungi isolated
from tomato: Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporum and Aspergillus flavus in vitro and in Saladette tomato fruits. In addition,
the mycotoxins of F. oxysporum and A. flavus were evaluated in vitro and in
dehydrated tomato samples. The quality parameters, total soluble solids, firmness
and percentage of weight loss were evaluated. Citrus extracts control infection in
vitro and in tomato, and reduce the presence of mycotoxins, not significantly. The
physicochemical changes of tomatoes are associated more with the ripening

process than with the effect of the treatments.
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1 ANTECEDENTES

1.1. Jitomate

En México, el jitomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado como uno
de los productos con mayor demanda por su valor nutricional y su versatilidad para
cocinarlo en diferentes platillos. Su consumo per capita asciende aproximadamente
a 13.4 kg anualmente y es superior a alimentos como el arroz y frijol. Durante el afio
2021 la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) reporté una
produccién de 3.32 millones de ton con una superficie de cultivo de 48 mil ha.
Ademas, México es el noveno pais con mayor produccién de jitomate a nivel
mundial, lo que permite cubrir la demanda nacional y destinar a mercado de
exportaciones un volumen aproximado de 1.8 millones de ton de produccion (1,2).
En términos econdmicos, en el afio 2021 la produccion de jitomate que se exporta
dej6 una derrama economica de 1.96 millones de délares. De acuerdo al reporte
mensual de productos agroalimentarios de enero de 2023, las exportaciones
aumentaron 4.8% respecto al mismo periodo del afio anterior, siendo Estados
Unidos de América el principal comprador. El estado de Morelos fue la sexta entidad
con mayor produccion de jitomate en el afio 2022, con una participacién de 6.2%

del total nacional (3,4).

El jitomate es una planta herbacea perenne de vida corta que pertenece a la
familia solanacea, es una planta originaria del sur de América, existen reportes que

indican que al llegar a México el producto se popularizé y se llevé a Europa para su



domesticacion (5). Su fruto es climatérico y se desarrolla en un rango de
temperatura de 20 a 25°C, con una humedad relativa del 75%. Requiere de 45 dias
desde la germinacion de la semilla para llegar a la floraciéon y de 90 a 100 dias
promedio para alcanzar el indice de madurez del fruto. La forma del fruto
comunmente es ovoide, aunque puede ser bilocular o multilocular y puede contener

de 50 a 200 semillas (6).

La pérdida de alimentos es un punto clave en el desarrollo econémico de
todos los paises, las razones por las que se desperdician alimentos son variadas y
estas pérdidas pueden ocurrir desde la producciéon, durante toda la cadena de
suministros, hasta llegar al consumidor y el manejo en casa. El jitomate es un fruto
perecedero y delicado, por lo tanto, es susceptible a sufrir magulladuras y
perforaciones en su piel causados por la inadecuada manipulacion al momento de
la cosecha, que lo vuelve susceptible a la contaminacién por microorganismos en
las diversas etapas del proceso postcosecha. La base de datos sobre pérdidas y
desperdicios de los alimentos de la FAO, informan que en México en el afio 2016,
las pérdidas estimadas de jitomate de todas las variedades cultivadas, fueron de
aproximadamente de 10.3% durante la cosecha y de 7.6% durante las diferentes
etapas postcosecha hasta llegar al punto venta (7). Paises como Arabia Saudita
reportaron en el afio 2019 pérdidas del 23% de la produccion del pais, durante todas
las etapas de la cadena de suministro, mientras que, en Estados Unidos de América,
el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés)

reporté un promedio de 15% de la produccion total (8). Factores ambientales como



la temperatura, cantidad de luz solar, humedad, gases como oxigeno y diéxido de
carbon y concentracion de antioxidantes sintetizados y el manejo postcosecha,

favorecen o disminuyen las pérdidas del producto cosechado (9,10).

En general, el manejo postcosecha de los productos hortofruticolas debe
garantizar la calidad en los productos al conservar, su color, apariencia y firmeza.
En el caso del jitomate, las etapas en las que se debe tener mayor cuidado y
atencion son la cosecha, transporte del campo a la empacadora (o lugar de venta),
la seleccion, empacado y almacenamiento; debido a que, en estas etapas se
somete al fruto al mayor estrés fisico, lo que puede provocar dafios visibles que
pueden ocasionar el ingreso de microrganismo patégenos y una maduracion
acelerada. En el caso del almacenamiento, esta una etapa critica, ya que, el
producto es mas susceptible a contaminacién por microorganismos debido a las
condiciones de humedad relativa (HR), la temperatura del medioambiente y el
contacto con materiales contaminados. El mal manejo del producto también puede
provocar disminucion de la calidad como aumento en la pérdida de peso y firmeza,
cambios drasticos de color, aumento en la tasa de respiracion y modificacion en las

propiedades sensoriales como olor y sabor (9,11).

Durante el almacenamiento, los hongos son los principales microrganismos
gue causan dafos en el jitomate y los generos mas frecuentes son Alternaria
alternata, Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum

y Aspergillus flavus. Estos dos ultimos, ademas de causar dafio fisico al fruto y



afectar su calidad, producen metabolitos secundarios denominados micotoxinas, los

cuales sontoxicos para el consumidor (5).

1.1.1 Cambios fisicoquimicos asociados con la calidad del fruto durante su

almacenamiento

Las principales caracteristicas del jitomate se atribuyen a las variables de
calidad condicionadas en gran medida por al manejo pre y postcosecha, las cuales
resultan de interés porque se consideran como indicadores del estado de calidad

del fruto (12).

La calidad se considera como un atributo de excelencia; para el caso de
jitomate las variables fisicoquimicas de mayor relevancia que determinaran la
calidad son: pH, acidez titulable, azGcares reductores, color, sélidos solubles totales
(SST), firmeza y pérdida de peso (PP). Las primeras cuatro caracteristicas son de
interés para productos procesados, en cambio, las variables SST, firmeza y PP

resultan de mayor interés cuando se destinan al consumo en fresco (9).

Los SST se relacionan directamente con el grado de madurez en la que el
fruto se cosecho (7,9). La firmeza se puede ver comprometida cuando se altera el
metabolismo y la apariencia del fruto por dafio mecanico, mientras que la PP
ademas de la apariencia se asocian a factores externos como la temperatura
ambiental de almacenamiento y la HR. Otros factores externos, como la incidencia

de microorganismos acelerara el procesos de maduracion debido a la degradacion



de la pared celular del epicarpo por la accion de enzimas pectinoliticas sintetizadas

por los hongos patdégenos (13).

Los cambios asociados con la maduracién incluyen modificaciones en todas

las variables mencionadas anteriormente. En la Fig. 1, se muestra una escala de

maduracion del jitomate de acuerdo a la variable color (14).

Fig. 1. Escala de maduracién del jitomate con base al cambio de color en la superficie del
fruto: a)100% verde, b) 15% verde-amarillo, c) 30-60% amarillo-rosado, d) 60 a 90% rojo claro, e)
100% rojo intenso. Fuente: USDA (1991).

1.1.2 Composicion quimica y nutrimental del jitomate fresco

El jitomate contiene una gran cantidad de agua, proporciona un aporte
importante de carbohidratos y de fibra soluble, asi como de vitaminas, minerales y

otros macronutrimentos considerados compuestos bioactivos (Tabla 1) (15).

El consumo de jitomate estd asociado al aumento de colesterol de alta
densidad en personas con sobre peso (16), debido a que se ha estudiado que la
suplementacion de licopeno tiene efectos sobre la concentracién de colesterol en

sangre, la presion arterial y disminucion de riesgos cardiovasculares (17).



Tabla 1. Composicion quimicay nutritiva del jitomate

Compuesto 100 g de jitomate
Energia (kcal) 18
Macronutrientes
Agua (g) 94.52
Proteinas (g) 0.88
Lipidos totales (Q) 0.2
Carbohidratos (g) 3.89
Fibra dietética total (Q) 1.2
Minerales
Calcio (mg) 10
Hierro (mg) 0.27
Magnesio (mg) 11
Fosforo (mg) 24
Potasio (mQ) 237
Sodio (mg) 5
Zinc (mg) 0.17
Vitaminas
Vitamina C, Ac. ascorbico (mg) 13.7
Tiamina 0.037
Riboflavina (mg) 0.019
Niacina 0.594
Vitamina B6 (mQ) 0.08
Folato, DFE (ug) 15
Vitamina A, RAE (ug) 42
Vitamina A, (1U) 833
Vitamina E, a-tocoferol (mg) 0.54
Vitamina K, Foloquinona (mg) 7.9
Carotenoides
B-Caroteno (mg) 0.11-1.07
Licopeno (mgQ) 1.86 - 14.62

Fuente: USDA (2015)



1.2 Hongos fitopatbgenos asociados con el jitomate durante su

almacenamiento

1.2.1 Rhizopus stolonifer

Rhizopus stolonifer es un hongo fitopatégeno que deteriora a los frutos de
jitomate en postcosecha. Es el responsable de las pudriciones blandas, debido a
gue excreta enzimas pectoliticas y celuloliticas, principalmente poligalacturonasa,
qgue ablandan la pared celular e inducen pérdida de estructura del fruto. Las
principales caracteristicas morfolégicas de este hongo son el micelio aéreo
algodonoso que van de color blanco a gris oscuro y la abundancia de esporas
llamadas esporangiosporas (Tabla 2) (Fig. 2). Alcanza un diametro entre 10 y 25
pum. Se desarrollan en humedad relativa de 70 a 80% con una temperatura optima
de crecimiento de 25 °C; sin embargo, puede soportar temperaturas bajas, cercanas
a 0 °C (18,19). Puede colonizar un fruto en pocos dias, ya que, su la velocidad de
crecimiento se asocia a la carga de esporas o cantidad de micelio. La manera en
que infecta al fruto es a través de heridas, lesiones o abrasiones, que pueden
ocasionarse desde el corte, transporte y almacenamiento. A partir de la
germinacion, pueden pasar en promedio 3 dias para que la totalidad del fruto se vea
comprometida. Es el responsable de hasta 50% de las pérdidas por hongos en la

etapa postcosecha (19).
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Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas (micelio y esporas), produccion de
enzimas y metabolitos secundarios de algunos hongos fitopatégenos que

infectan al jitomate.

Hongo AOTIEEaE Esporas Enzimas metloellies Ref
9 micelar P secundarios :
Micelio Esporangiosporas Poligalacturonasas 20-22
Rhizopus algodonoso aéreo de color negro a 9 X . (20-22)
i , Pectinmetilesterasas No aplica
stolonifer blanco, café globosas, L
S y Pectinglicosidasa
abundantes elipsoidal y angular
Cilindricos con
L bordes obtusos,
Micelio area - .
hialinos, sin

Colletotrichum  algodonoso en
gloeosporioides coloracion gris,
oliva, marrén

Micelio subaéreo

Fusarium

plano — rosado
oxysporum

con tono morado.

. Aterciopelado.

Aspergillus .

Color amarillo
flavus

verdoso o marrén

septos, 9-24 x 3-6
pm, formados en
fidlides cilindricas
hialinas.

Produccion de
clamidioesporas

abundantes
Rugosas, alta
produccion de
conidios, fialides
uniseriadas 0
biseriadas que
cubren

completamente la
vesicula

Poligalacturonasas

y Pectatoliasas e pllea (@20

Endoy

Exopoligalacturonas Fumonisinas
Pectatoliasas, Zerealanona (25-27)
Xilanasas y Ocratoxinas
Proteasas

Peptidasas,
Fitasas,

Lipasa,

DNAsa

Elastasa
Keratinasas,
Quitinasas y
Poligalacturonasa

Ciclopentanonas

(B,M,P,Q)y
lactonas (G)

(23,
34)




1.2.2 Colletotrichum gloeosporioides

El género Colletotrichum ocasiona la enfermedad denominada antracnosis.
Colletotrichm gloeosporioides causa principalmente pérdidas en postcosecha y
suele aparecer con frecuencia en mango y papaya, sin embargo, se ha reportado
Su presencia recientemente en frutos de jitomate (30). La sintomatologia de este
hongo se manifiesta con lesiones circulares elipsoidales, con grandes cantidades
de esporas las cuales forman una masa compacta de color salmén, naranja o
rosadas con abundante produccion de conidiésporasen los frutos (Fig. 3) (31). El
desarrollo de las conidiésporas es mayor a temperaturas entre 25y 30°C y humedad
relativa de 95%. La germinacién de C. gloeosporioides puede iniciar en las etapas
tempranas de la maduracion del fruto y posteriormente se desarrolla hasta cubrir la
totalidad del fruto. Generalmente, el fruto se infecta via cuticula y su crecimiento es
hacia la pulpa, esta accion se facilita por la produccion de las enzimas

poligalacturonsa y pectatoliasa que segregan sus hifas (23).

Fig. 3. Desarrollo de Colletotrichum gloeosporioides en jitomate Saladette.



1.2.3 Fusarium oxysporum

Es un hongo que afecta principalmente el desarrollo de las plantas de
jitomate, aunque puede permanecer hasta la cosecha y almacenamiento de los
frutos. Produce clamidosporas que son capaces de permanecer por periodos largos
en el suelo sin condiciones para desarrollo y se pueden diseminar a frutos sanos
ocasionando dafios visibles en postcosecha. Los frutos infectados presentan
coloracién café por necrosis en el tejido vascular ocasionado por la produccion de
enzimas del hongo, como endo y exopoligalacturonasas, endoxilanasa,
endopectato liasa; las cuales degradan la pared celular y compromenten la firmeza

del fruto (Fig. 4) (25).

Fusarium oxysporum es capaz de desarrollarse en un rango de temperatura
amplio desde 15°C a 28°C y las clamidosporas que produce son resistentes a
temperaturas altas y pH acidos (32,33) lo que, favorece la permanencia del hongo

en el fruto.

it

Fig. 4. Desarrollo de Fusarium oxysporum en jitomate Saladette.
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1.2.4 Aspergillus flavus

El género Aspergillus se encuentra de forma abundante en los suelos sin
cultivar y favorece la descomposicion de la materia organica, puede llegar a los
cultivos por insectos, agua o aire e infectar a los frutos en las etapas de pre y
postcosecha. Se desarrolla en ambientes de 70 a 90% de HR y temperaturas entre
15 y 30°C. Produce abundantes esporas y micelio con coloracion amarillenta a
verde dependiendo del sustrato (Tabla 2). Los frutos infectados por A. flavus
desarrollan pudricion (Fig. 5) y metabolitos secundarios llamados aflatoxinas, las
cuales presentan un efecto teratogénico, genotéxico y nocivo a la salud humana y
animal (34). Ha sido apliamente reportado que la mayor presencia de aflatoxinas es
en cereales y granos debido a su bajo contenido de humedad (14% de humedad)
y la asociacién con un contenido alto de &cidos grasos en la matriz alimentaria
donde se desarrolla el hongo favorecen la sintesis las aflatoxinas (35). Sin embargo
la presencia de este hongo en productos frescos tales como; frutos, purés y pastas

de tomate es cada vez mas frecuente (36).

Fig. 5. Desarrollo de Aspergillus flavus en jitomate Saladette.
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1.3 Micotoxinas producidas por Fusarium spp y Aspergillus spp.

Las micotoxinas de los géneros Fusarium y Aspergillus son compuestos
toxicos que se producen como parte de su mecanismo de permanencia y defensa,
afectan la inocuidad de los frutos y principalmente ponen en riesgo la salud del
consumidor, debido a que, se asocian a intoxicaciones como la micotoxicosis, que
compromete el sistema inmunologico de individuos inmunosuprimidos. La
micotoxicosis que es una intoxicacién severa por exposicion a concentraciones altas
de micotoxinas y las afecciones cronicas por la exposicion a largo plazo, suelen
manifestarse como padecimientos renales, pulmonares o0 neurolbgicos,
afectaciones vasculares y algunos tipos de cancer de eséfago, estbmago o hepético

(28,37-40).

1.3.1 Fusarium spp

Los hongos del género Fusarium producen micotoxinas dentro de las que

destacan las zearalenonas y las fumosinas.

La zearalenona es una lactona de acido B-resorciclico macrociclico asociada
con alteraciones de los niveles de estrégenos y con problemas reproductivos en
especies animales y en humanos (40). Los tricotecenos son otro grupo de
micotoxinas que quimicamente es el deoxinivalenol (DON) asociado a
carcinogénesis. La toxicidad de los DON causa nauseas, vomitos, diarrea, dolor

abdominal y de cabeza, mareos y fiebre, debido a la inhibicion de sintesis de
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proteinas a nivel ribosomal y alteraciones en la sintesis de DNA y RNA. La dosis
maxima permitida en alimentos para consumo humano por la Agencia de Drogas y

Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) es de 1 ppm (41).

Las fumonisinas se clasifican en 4 grupos (A, B, Cy P) y se asocian a dafios
a nivel de esoéfago induciendo cancer de estdmago. También se metabolizan en
higado y tienen impacto a nivel renal. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y la FDA recomiendan que la ingesta maxima no supere las 2 y 4 ppm; sin embargo,
la UE restringe hasta 1 ppm para alimentos listos para consumo (41). Las
fumonisinas del grupo B1 (FB1) estan asociadas como factor de riesgo de cancer
de esodfago, alteraciones al metabolismo lipidico y aumento en la produccion de
radicales libres (42). Se ha determinado que las concentraciones bajas de oxigeno,
el estrés hidrico del hospedero y las temperaturas superiores a 26°C pueden

favorecer la sintesis de fumonisinas (43).

1.3.2 Aspergillus flavus

Las micotoxinas producidas por el hongo A. flavus se denominan aflatoxinas,
las cuales son dihidro-difuranos unidos a una molécula de cumarina que se localizan
en las plantas y son reconocidas por su efecto antimicrobiano. Su estructura es afin
al DNA y forman enlaces covalentes con la guanina (44). Las principales
difuranocumarinas se clasifican en ciclopentanonas (B, M, P, Q) y lactonas (G). La
serie B (B1, B2) son las de mayor efecto teratogénico, igualmente, la serie G (G1y

G2) que se obtienen por sintesis natural del hongo. Las aflatoxinas B se han
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registrado como factor de riesgo casos de cancer de higado, por su alta incidencia;
sin embargo, también se asocian a otros tipos de carcinomas en menor frecuencia
como pulmoén y pancreas. De acuerdo con los resultados de Smela et al. (45) y
revisiones realizadas por Guzman y Flores (46,47) el efecto toxico radica en la
alteracion al gen P53 que regula la replicacion celular y termino de su ciclo en
apoptosis. Las aflatoxinas forman aductos (complejos ADN - aflatoxina),
principalmente en los hepatocitos donde se metabolizan. Estas uniones ocurren
especificamente sobre el codon 249 en el triplete guanina citocina, en el exén 7,
Cuando el gen se inactiva no es posible la sintesis de la proteina p53, por lo tanto,

se asocia al desarrollo de tumores (35,48,49).

1.4 Métodos de deteccion de micotoxinas en alimentos contaminados.

Existen varias metodologias para determinar el contenido de micotoxinas de
un alimento, las cuales ofrecen resultados confiables, tales como, determinacion por
lampara UV, cromatografia e inmunoensayos con diferentes niveles de sensibilidad

reportada (40,50).

1.4.1 Determinacion de micotoxinas en alimentos contaminados por lampara

uv

El uso de las lamparas UV solo son utiles para un grupo reducido de
micotoxinas, especificamente, las aflatoxinas que presentan las del tipo B1 y B2

fluorescencia azul, y verde las del tipo G. De acuerdo con esto, Contreras et al. (50)
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y Ellis et al. (51) indicaron que ésta es una prueba rgpida a través de una lampara
UV en un rango de 363 — 366 nm. Es una prueba econdmica de sensibilidad media;
sin embargo, no es posible cuantificarlas en caso de presencia, por lo tanto, es una
técnica cualitativa de deteccion de aflatoxinas fluorescentes con limitaciones para

micotoxinas de otros géneros (51).

1.4.2 Cromatografia para la deteccibn de micotoxinas en alimentos

contaminados

La cromatografia se utiliza en la deteccion de micotoxinas, debido a su alta
sensibilidad en la determinacion cuantitativa del toxico. En la actualidad se utilizan
varias técnicas en las cromatografias las cuales involucran la a) cromatografia de

capa fina, b) cromatografia de columna y c) cromatografia de gases (51).

a) La cromatografia de capa fina permite detectar hasta 10 pg/kg, es
compacta, sencilla y de facil interpretacion. Para la cromatografia de
columna el nivel es de 5 pg/kg, es practica, pero imprecisa.

b) La Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), detecta hasta 1

Hg/kg, es de alta precisién y automatizada, pero de mayor costo.

c) La cromatografia de gases es la técnica con mayor precision en los analisis
quimicos, su limitante es la naturaleza de la muestra y para la deteccion de
micotoxinas tiene bajo nivel de sensibilidad, inclusive puede no detectarlas. De

acuerdo con la experimentacion de Li et al. (52) el crecimiento de A. flavus genera
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compuestos organicos volatiles (COV) producto del metabolismo secundario lo que
hace posible establecer una relacion respecto a la concentracion de los diversos

COV segun su estado de desarrollo.

1.4.3 Inmunoensayos

Los inmunoensayos son identificaciones biolégicas en cultivos de células y

tejidos en animales y microorganismos, como la prueba de ELISA (51).

El cromatdgrafo de flujo lateral de un paso, consiste-en un inmunoensayo
competitivo con uno acoplado con especificidad para micotoxinas (aflatoxinas y
fumonisinas), conjugadas con particulas coloidales de oro. La deteccion se realiza
una vez que el extracto de la muestra a medir se coloco sobre la tira reactiva y formé
un complejo con el anticuerpo y las particulas de oro, los anticuerpos que no
formaron complejos se detectan y leen por densidad éptica por el equipo. Los
resultados se expresan en partes por millén (ppm) o partes por billén (ppb), de

acuerdo con el logaritmo programado (53).

1.5 Métodos de control de hongos fitopatdogenos

1.5.1 Métodos de control

La incidencia de microorganismos de los productos agricolas en la etapa
postcosecha se asocia fundamentalmente con el manejo, aunque la aplicacion de

meétodos de control de los fitopatdgenos es clave en la presencia de éstos.
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El uso de metodos para controlar el desarrollo de hongos en los frutos de
jitomates, tiene la finalidad de reducir inhibir la produccién de esporas y su
germinacion, asi como, el desarrollo de su micelio y sintesis de micotoxinas y por

consiguiente aumentar la vida de anaquel (54).

En el jitomate, se ha observado una tendencia clara en la experimentacion y
validacion de técnicas de control, que sean seguras, eficaces y que no involucre la
aplicacidon de compuestos sintéticos. Las técnicas de control reportadas en la
literatura, deben su eficiencia a tres factores principales: microorganismo objeto,

método y concentracidn aplicada (Tabla 3) (55).

Existen métodos fisicos, como la aplicaciébn de agua caliente, ozono, ultra
sonicacion, radiacion UV-C y métodos biol6gicos como los aceites esenciales,
extractos de plantas, cubiertas y antagonistas microbianos, que se aplican de forma
preventiva o curativa. En general, estos métodos tienen efecto sobre el desarrollo

de los fitopatégenos y la calidad del fruto (56,57).

Los agentes biol6gicos como los extractos de plantas y aceites esenciales,
también pueden ser alternativas para el control de microorganismos en los
productos horticolas. Los extractos de plantas tienen cierta ventaja ante los
fungicidas sintéticos, ya que, son seguros para el consumidor, los fitoquimicos

presentes actian como sustancias bioactivas para el control de los hongos (58,59).
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Tabla 3. Hongos fitopatégenos que afectan al jitomate durante su
almacenamiento, métodos de control, concentraciones aplicadas del
tratamiento y efectividad.

0,
Microorganismo Método de control Concentracion A) de . Ref.
eficiencia
Hipoclorito de sodio 0.50% 60 -95 % (60)
Pichia guilliermondii (108, 107, 108, 10°) 78% (57)
Candida guilliermondii 103 87% (57)
Extracto metar;?cl;co de Neem y 2 y 3 mgimL 98-100% (61)
Rhizopus i i
P Quitosano con aceite 5,25 1.25ul/mL  75-84%  (62)
stolonifer esencial de orégano

Quitosano con aceite

. . . 1.25 yL/mL 85.9-97.8% (63)
esencial de limonaria

Radiacion UV-C 3.6 kJm2, 5 min 53% (64)
Inmersmm_as con agua Temp. 60 °C 75-98% (60)

caliente
) Ozono 5 ymol/mol 75% (65)

Colletotrichum | - 58 — 62 °C de 8
gloeosporioides nmersmngs con agua - e8a 80-83% (66)
caliente 15 seg
Hipoclorito de pot'a.sm en 0.5 mg/L (ORP 780 100% (67)
forma electrolitica mV)

Trichoderma harzianum 107, 108 80% (68)
Fusarium ~ CXractosyaceiteesencial 0 o 500 hom 80-100%  (69)

oxysporum de clavo
Extracto_ de Neem, ajoy 2y 3 mgmlL 100% (59)

jengibre
Agua neutra glectrqhzada 60 mgiL 100% (70)

con cloro disponible
Trichoderma harzianum 108, 10° 80-82% (68)
Extri':\c.tos corpermales de 1% 90% (71)
Asperdillus citricos (Citrocover)

Ifolav%s Resina de pino (Resinadher) 0.50% 100% (71)
Cubiertas de quitosano 2% 65-75% (72)
Agua neutra electrolizada 40, 60 mg/L 85-100% (70)

con cloro disponible

Directamente sobre los microorganismos, pueden tener efecto sobre la

germinacion y produccion de esporas, debido a que, provocan la ruptura de las

membranas plasmaticas en el micelio y deterioro de la pared celular en las esporas
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(56). En el caso de las cubiertas comestibles que normalmente se aplican en el
jitomate y muchos otros productos hortofruticolas, es comun que se empleen ceras,
almidones, alginato y quitosano, ademas, bajo experimentacion se han adicionado
otros compuestos como extractos botanicos y aceites esenciales, con efectividad

en el control de diferentes microorganismos fitopatégenos (61,62,63).

1.5.2 Extractos vegetales de citricos

Los extractos vegetales del género Citrus son generalmente ricos en vitamina
C, antocianinas y flavonoides, entre otros. Dentro de los componentes mas
abundantes se encuentra la hesperidina, naranjina, limoneno y pectina los cuales
han demostrado tener actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral y sobre todo
antimicrobiana. Actualmente, los extractos y aceites elaborados a partir de citricos
se reconocen como compuestos GRAS (Generalmente Reconocido como Seguros,
por sus siglas inglés) por la FDA (58,73-75). Ademas, poseen una importante

actividad antifangica en hongos postcosecha como a continuacion se ejemplifica.

El extracto metandlico de cascara de mandarina (C. reticulata) y el extracto
acuoso de cascara de limén (C. limon) demostraron tener efecto en la inhibicion in
vitro de Staphylococcus aureus y Candida albicans. En el caso de los hongos, los
extractos acuosos y etandlicos de mandarina (C. reticulata) fueron efectivos para
inhibir el crecimiento de A. flavus (76), mientras que, los extractos metandlicos y
acuosos de limén, ejercieron un efecto notable sobre la inhibicién in vitro de F.

oxysporum y R. stolonifer (77). El uso del extracto etandlico de toronja (C. paradisi),
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adicionado en cubiertas de quitosano utilizado el control de C. gloeosporioides en
mango, redujo la antracnosis durante el almacenamiento del fruto (78), mientras
que, la cubierta a base de extracto etandlico de naranja dulce (C. sinensis,) y
quitosano, control6 el desarrollo de A. niger y Penicillium citrinum en jitomate

durante ocho dias de almacenamiento a 25°C (79).

Por otro lado, en otros estudios, Negera et al. (2019) (80) plantearon la
recuperacion de granos de maiz contaminados por A. flavus con el uso de extracto

de limon, pudiendo disminuir la produccion de aflatoxinas de 250 a 20 ppm.

1.5.3 Quitosano

El quitosano es un producto resultado de la desacetilacién de la quitina que
se obtiene del exoesqueleto de insectos, crustaceos y de paredes celulares de
algunos hongos, levaduras y algas. Se ha determinado que es seguro para el ser
humano y que tiene efecto antifingico notable. El efecto antifungico se ha probado
en plantas de jitomate infectadas con el hongo Alternaria spp. (81) y en control In
vitro de A. ochraceus (82), ello se debe a que, debilita la pared celular del
microorganismo Yy ejerce control sobre el desarrollo de esporas, debido a la
disminucién del pH del medio (83). Existen estudios para caracterizar las
propiedades del quitosano, como la toxicidad. En el caso de la dosis letal media

(DL50) con Artemia salina se determiné que el quitosano es seguro hasta 1364.41

ppm (84).

20



Por otro lado, a partir del quitosano, pueden formularse una gran variedad de
cubiertas comestibles, las cuales pueden aplicarse a diversos productos
hortofruticolas, debido a que no cambia las propiedades sensoriales del alimento y
la calidad no se ve comprometida. Por ejemplo, el efecto sobre las variables SST,
PP y firmeza en manzanas tratadas con quitosano, mostraron que el periodo de
almacenamiento fue superior a 3 meses, comparado con manzanas tratadas solo

con agua (85).

El quitosano forma una matriz estructural que cubre toda la superficie del
fruto y que ademas, permite que los compuestos que se adicionen permanezcan
por mas tiempo, por tal motivo, es un vehiculo ideal para adicionar diferentes las
especies de aceites esenciales como, los de canela (86,87), orégano (62), clavo

(88), naranja (89) y limén (90).

1.5.4 Productos comerciales

Existen en el mercado productos comerciales a base de extracto de semillas
de citricos y aceites esenciales de limoén y naranja, que han sido utilizados como en
el control de hongos pre y postcosecha. Por ejemplo, el extracto de semilla de C.
paradisi, marca comercial Citrex, se evalud in vitro contra F. oxysporum y en plantas
de jitomate con una efectividad del 85 — 64% de reduccidn de la marchitez vascular
(91). Otros productos a base de citricos tales como, Biocto® 6 y Agrilife® 100
mostraron una efectividad 66 y 77%, respectivamente, mientras que en C. musae

mostraron una efectividad de 100% y 90%, respectivamente (92). El extracto
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Ecolife® se evalué en Acremonium sp. en frutos de papaya ‘Maradol’ y tuvo una
inhibicién del crecimiento del 65 al 70%, mientras que, para Penicillium spp. en
manzanas, se report6 una efectividad de 75%. Esta accion fungicida puede deberse
a sus componentes principales que son acidos organicos, bioflavonoides y efecto

antioxidante (92-94).

La oferta de extractos comerciales usados como fungicida es variada, ya que,
representan una opcion practica, de facil aplicacion y de alta disponibilidad, ademas,
se consideran seguros por ser de grado alimenticio. Ademas, la preparacion de las
soluciones no requiere equipos costosos ni personal especializados, por lo que, su
utilizacién asegura la homogeneidad en el control de microorganismos de los
productos cosechados. El principio activo que declaran los fabricantes suele ser
fitoquimicos como los compuestos fendlicos y flavonoides, ya que, en general este
grupo de compuestos tiene efecto sobre la cadena respiratoria de los hongos, pero
no genera alteraciones sobre el sustrato ni se han reportado efectos nocivos sobre

el sujeto que aplica el compuesto (95).

Citrocover es un producto natural comercial elaborado a partir de extracto de
semilla de citricos, tales como limoén persa y naranja dulce, del mismo modo, el
producto natural Citro-80 contiene extracto de semillas de citricos, tales como
naranja dulce y toronja. Ambos extractos se obtienen por destilacion de arrastre de
vapor y se estandarizan a 7%, mezclandolos con componentes inertes. Los
extractos a partir de semillas de citricos se componen principalmente de acido

ascorbico, acido palmitico, manitosa, glucosa, glicéridos, &acidos grasos,
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aminoécidos, bioflavonoides citricos mezclados con grupos de aminas, tocoferoles
y terpenos. De estos ultimos, se reconoce al limoneno, pineno, linalol, por mencionar

algunos, que posiblemnete son los que proporciona la actividad antifungica (71,96).

Las biomoléculas presentes en los extractos de citricos se pueden clasificar
de varias formas, entre las que destacan por su grupo quimico y su estructura (97).
De forma quimica, los polifenoles se clasifican en fenoles, flavonoides y taninos (Fig.

6).

Simples y &cidos

Fenoles Quinonas

Lignanos y ligninas

Flavononas y Flavonoles

Flavonas

POLIFENOLES Flavonoides Isoflavonas

Catequinas

Antocianinas y antocianidinas

Hidrolizables

Taninos Condensados

Complejos

Fig. 6. Clasificacion quimica general de los polifenoles. Fuente: Tuberoso et al. (97)

De forma estructural, los compuestos fendlicos como los flavonoides se

caracterizan por poseer un grupo hidroxilo, un grupo fenol y dobles enlaces carbono-
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carbono y carbono-oxigeno (Fig. 7) que le dan el caracter antioxidante y favorecen

los mecanismos de accion antifingica (90).

Fig. 7. Estructura general de los flavonoides. Fuente: Truijillo (98).

1.5.5 Desinfectantes

1.5.5.1 Plata coloidal

La plata coloidal ha cobrado importancia entre los compuestos comerciales
empleados para la desinfeccidn principalmente de vegetales. Se caracteriza por su
accion biocida, principalmente en la inhibicion de bacterias coliformes en hojas y
hortalizas como fresa y cilantro (95,99), asi como, en el control de hongos. Se ha
evaluado su efectividad in vitro sobre A. brassicicola, A. flavus, A. niger, Botrytis
cinerea, F. culmorum, F. oxysporum, P. digitatum y Sclerotinia sclerotiorum (100).

Los mecanismos de accion de la plata coloidal son a través de un sistema de
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dispersion en el que las particulas de plata i6nica forman un complejo con una
proteina para formar una estructura que permiten tener mayor area de contacto. Su
mecanismo de accion también se relaciona con el principio de los metales pesados
y su funcion citotoxica en la membrana celular, asi como, dafio al material genético,
debido a que, los iones de plata libre tienen mucha afinidad con lipidos y proteinas,

por lo que se adhieren a la materia organica con mucha facilidad (101).

1.6 Alternativas de conservacion de productos hortofruticolas

La conservacion de alimentos incluye la aplicaciéon de tecnologias para
aumentar el tiempo de anaquel de los alimentos agricolas. Usar métodos de
conservacion en productos hortofruticolas permite, entre otros, disminuir el deterioro
de los productos durante el almacenamiento, para asi disponer de ellos en cualquier
época del afio y ofertarlos en regiones donde no es posible su produccion.
Igualmente, el objetivo es asegurar la calidad nutricional y disminuir el crecimiento
microbiolégico. De las tecnologias de conservacion para algunas hortalizas, destaca
la deshidratacion, ya que, disminuye costos de almacenamiento y no requiere
condiciones de frio para mantener su calidad. Los productos deshidratados pueden
presentarse en rebanadas, chips, como parte de sazonadores y otras formulaciones

listas para reconstituirse con agua (102).
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1.6.1 Deshidrataciobn como método de conservacion

La demanda de variedad de productos de jitomate que estén libres de
microorganismos patdégenos, accesibles y practicos para consumo, ha propiciado el
uso de métodos de conservacion que prolongue su vida de anaquel entre lo cuales

destacan el uso de purés pasteurizados y esterilizados.

La deshidratacion de frutas y hortalizas es una de las técnicas mas
empleadas en la industria agricola para la conservacion de alimentos agricolas. Esta
técnica tiene grandes ventajas, ya que, mediante la eliminacion de humedad en el
producto, se reduce la actividad enzimatica y la capacidad de desarrollo de
microorganismos, principalmente coliformes fecales, mesofilos aerobios, hongos y
levaduras. Ademas, permite prolongar la permanencia del producto en el mercado,
le da un valor agregado, aumenta su aprovechamiento y disminuye costos de
transportacién, distribuciéon y almacenamiento por la disminucion del peso y

volumen (103-105) (Tabla 4).

Con la aplicacion de métodos de conservacion se busca modificar la actividad
de agua (Aw) presente en el alimento; Los productos frescos como el jitomate

poseen una Aw de 0.97, mientras que al deshidratarse su Aw es de 0.3 a 0.4 (106).

Existen diferentes tipos de deshidratacion que implican variantes en
temperatura, velocidad de aire y transmision del calor. Los deshidratadores mas

comunes son el liofilizador, el deshidratador solar y el aire caliente (103,106).
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Tabla 4. Métodos de conservacién de jitomate procesado, tipo de envases, efecto en la vida de anaquel y
presencia de microorganismos durante el almacenamiento.

Tipo de
producto

Jugo

Polvo

Puré

Puré

Método de
conservacion

Escaldado vy
pasteurizado,
adicion de
acidos

Reduccién de

agua
disponible por
calor 0]
liofilizacion

Pasteurizado

Esterilizado

Envase

Lata de aluminio.
Envase de pet

Bolsas de
polipropileno y
aluminio

Envase tetrapack
(policapa de:

polietileno, cartén,
aluminio) Envases
de Polietileno de
alta densidad.

Latas y resinas
epoxicas, grado
alimentario

Condiciones de
almacenamiento

Fresco y seco <
25°C

Fresco y seco
(HR<60% y< 25
OC)

Fresco y seco
(HR<60%y< 25
°C).

Fresco y seco
(HR<60%y<25
OC)

Vida de anaquel
promedio

3 a6 meses

De 2 a 10 meses
(vida promedio de
acuerdo con las
condiciones

iniciales del
producto en fresco)

3 a 6 meses

12 a 18 meses
(vida de anaquel

prolongada  con
manejo adecuado
de la lata)

Riesgo
microbiolégico, fisico
y quimico
Residuos de reaccién
entre acido del jugo y el

aluminio

Permanencia y
crecimiento de
levaduras y hongos

Crecimiento bacteriano

Crecimiento de
microorganismos
anaerobios (Clostridium
spp)

Ruptura de la resina
epoxica)

Ref.

(107,1
08)

(109)

(108)

(110)
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a) El liofilizador es un equipo sofisticado que permite la remocion del agua
basado en la congelacion del alimento, sublimacion del hielo a bajas presion y la
desorcion de agua considerando el punto triple del agua. Es util para producto con
alto contenido de aromaticos o componentes extremadamente sensibles a la
temperatura como el café o leche. Los productos liofilizados requieren empaques

impermeables para su distribucion lo que hace que al final sea de elevado costo.

b) El deshidratador solar representa una técnica econdmica, ya que, el aire
caliente que se emplea para retirar el agua del producto proviene del
calentamiento del sol; sin embargo, no se tiene control sobre la temperatura,

humedad y velocidad del aire por lo tanto el deshidratado puede ser heterogéneo.

c) El deshidratador de aire caliente es el método industrial mas comun y
existe una variedad de equipos que trabajan con este principio, en €l se controla
la velocidad, temperatura y humedad del aire que circula de forma constate a
través del alimento. Resulta practico para obtener grandes volumenes de
producto en poco tiempo, ademas de que se puede controlar la calidad
microbiologica del aire circulante, ademas tiene una relacion beneficio/costo

aceptable.

La elecciéon del método a emplear depende del tipo de producto y
composicién nutrimental, ya que, algunos componentes son sensibles a cambios
de temperatura o radiacion. En el caso del jitomate, debe considerarse que es alto

en licopeno y polifenoles, los cuales pueden deteriorarse a temperaturas
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elevadas. Diversos estudios refieren la deshidratacion a bajas temperaturas
satisfactoria en la conservacion de licopeno, tal es el caso de un estudio realizado
en jitomates Saladette tratados a 60 °C, en el cual se logréo disminuir
significativamente la humedad después de 12 h, ademas, se mantuvo en peso
constante y se conservaron las propiedades sensoriales como el aroma, sabor y
color. También se presentaron texturas crujientes y contenido de carotenoides
aceptable. En otros estudios realizados con jitomates ‘Chonto’ deshidratado a 70
°C, se observaron cambios de color y sabor en el producto que fueron
desagradables y a mayor temperatura, el porcentaje de licopeno disminuyo

respecto al producto fresco (111,112).
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2. JUSTIFICACION

El jitomate es una de las hortalizas con mayor consumo en México. Por su
aporte nutricional se considera el cuarto cultivo con mayor produccién por ha en
el pais. Su consumo se relaciona con aumento del colesterol de alta densidad y
en el control de peso en sujetos obesos. Sin embargo, es susceptible a infectarse
en la etapa precosecha por distintos hongos fitopatogenos como A. flavus, C.
gloeosporioides, F. oxysporum y R. stolonifer, cuya sintomatologia se manifiesta
principalmente en el almacenamiento del jitomate. Adicionalmente los hongos A.
flavus y F. oxysporum son capaces de producir micotoxinas, relacionadas con la
aparicién del cancer, mutaciones y multiples alteraciones durante el desarrollo
fetal, asi como la incidencia de enfermedades neurodegenerativas, lo cual es un
riesgo si la poblacion las consume. Las estrategias para el control de hongos en
jitomate incluyen los compuestos clorados, yodados y fungicidas sintéticos; sin
embargo, estos productos pueden representan un riesgo para la salud, debido a
gue las trazas pueden quedar sobre la superficie de los frutos. Para determinar el
efecto de los productos con propiedades fungidas, se utilizan técnicas in vitro e in

vivo, las cuales pueden determinar la capacidad antifangica de los compuestos.

Existen productos con accién fungicida que se obtienen a partir de residuos
de citricos, como los extractos de semillas, cascaras y aceites esenciales y otros
como el quitosano derivado de los residuos de los crustaceos y el Microdyn
derivado de la plata coloidal, que se comercializan para su aplicacion en

productos vegetales. Por su origen son de bajo impacto ambiental e inocuos para
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el consumidor; sin embargo, a la fecha, existe poca informacién sobre su actividad
fungicida en el jitomate. Por ello el presente trabajo se ha disefiado en el sentido
de validar la metodologia para recuperar alimentos, como el jitomate, que han
sido afectados por hongos, dandole mayor valor a la cadena de produccion de
alimentos y a la inocuidad, pues estas opciones no deben representar un riesgo
a la salud, ya sea por contaminacion quimica o por la presencia de micotoxinas y

todo lo antes mencionado.

3. HIPOTESIS

El uso de productos comerciales naturales a base de extractos de citricos,
las cubiertas de quitosano adicionadas con aceites esenciales de limoén y naranja
y la plata coloidal inhibiran el crecimiento de los principales hongos fitopatdgenos
asociados al jitomate y reduciran su produccion de aflatoxinas en productos
deshidratados e in vitro, sin afectar la calidad del fruto durante su

almacenamiento.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto de productos comerciales y cubiertas de quitosano adicionadas
con aceites esenciales a base de citricos, en el desarrollo de hongos postcosecha

in vitro y en jitomate Saladette fresco y deshidratado.
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4.2 Especificos

1. Evaluar in vitro el efecto de Citrocover, Citro-80 y Microdyn y cubiertas de
quitosano adicionadas con aceites esenciales de naranja o limoén, sobre el
control del crecimiento micelial y germinacion de los hongos R. stolonifer,
C. gloeosporioides, F. oxysporum y A. flavus y la produccion de aflatoxinas
en A. flavus y fumonisinas de F. oxysporum.

2. Evaluar el efecto de Citrocover, Citro-80 y Microdyn y cubiertas de
quitosano adicionadas con aceites esenciales de naranja o limén, sobre el
control de los hongos R. stolonifer, C. gloeosporioides, F. oxysporum y A.
flavus en jitomate Saladette, mediante el crecimiento micelial y severidad
de la infeccion.

3. Evaluar el efecto de Citrocover, Citro-80 y Microdyn y cubiertas de
quitosano adicionadas con aceites esenciales de naranja o limén, sobre la
firmeza, contenido de SST y la pérdida de peso en jitomates Saladette.

4. Evaluar el efecto de Citro-80, Citrocover y Microdyn y cubiertas de
quitosano adicionadas con aceites esenciales de naranja o limén, en la
produccién de aflatoxinas y fumonisinas en jitomates Saladette

deshidratados.
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5. METODOLOGIA
El presente trabajo es de disefio completamente experimental, evaluado in vitro e

in situ (jitomate Saladette). Se utilizé para la evaluacion in vitro 10 cajas Petri por
cada hongo. Y para la evaluacion en jitomate se emplearon 10 frutos sanos, en
estado de madurez rojo maduro, por cada hongo, para cada variable. Los

experimentos tuvieron un arreglo completamente al azar.

5.1 Materiales

5.1.1 Obtencién del jitomate

Los jitomates Saladette (Fig. 8) se obtuvieron de huertas localizadas en el
municipio de Tlaltizapan en el estado de Morelos (18°24'36"N 99°04'13"0O). Los
experimentos in situ se realizaron en frutos con indicede madurez rojo maduro y

libres de enfermedades y dafios.

Fig. 8. Jitomate Saladette en diferentes estados de madurez.
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5.1.2 Obtencidén de los productos comerciales y quitosano

Se utilizaron los productos comerciales Citrocover y Citro-80 en las
concentraciones de 1%, de la empresa MS Agros S.A. de C.V (Morelos, México).
Los aceites esenciales de limén y naranja se obtuvieron por prensado y refinado
por destilacién con vapor de la empresa MS Agros S.A. de C.V (Morelos, México).
La concentracion final de éstos fue de 0.5% en una solucion de quitosano al 1%.
Se evaluo también la plata coloidal comercial de la marca Microdyn 0.0021%.de

la empresa Mercancias Salubres S.A. de C.V. (Ciudad de México, México).

Para elaborar las cubiertas se emple6 quitosano de bajo peso molecular
(grado de desacetilacion de 75-85%) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany, CAS:
9012-76-4), acido acético glacial (Fermont, Ciudad de México, México) y glicerol
(J.T. Baker, USA) Se emplearon los medios nutritivos agar Czapek-Dox, para A.
flavus y agar papa dextrosa (PDA) (BD Bioxon, Ciudad de México, México) para

los hongos restantes.

5.1.3 Obtencién de las cepas fungicas

Se recolectaron muestras de jitomates Saladette con sintomatologia por
hongos en diferentes puntos de venta de la ciudad de Cuernavaca, Morelos. Los
jitomates infectados se colocaron en camaras humedas, formadas con recipientes
desechables y una cama de algodon humedecida dentro de una bolsa plastica a

temperatura ambiente durante 5 dias. Posteriormente, se confirmé el crecimiento
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de los hongos con una inspeccion visual y con ayuda de una aguja de diseccion
se tomaron fragmentos de hifas y esporas de los hongos desarrollados sobre los

jitomates.

Fig. 9. Crecimiento de diferentes hongos fitopatdégenos en jitomates tomados de
puntos de venta en Cuernavaca

Las muestras se colocaron en cajas Petri (10 cm de diametro) con Czapek-
Dox o PDA. Las cajas se incubaron a 27+2°C por 5 dias. Las resiembras se
repitieron hasta obtener cepas puras, para su posterior identificacion molecular
por PCR y amplificacion de genes. El servicio de secuenciacion se realiz6 en el
Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios Agroalimentarios y Forestales
(LANISAF) de la Universidad Autonoma Chapingo. Los resultados identificaron a
los siguientes hongos: Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides y

Fusarium oxysporum (Fig. 9).

En el caso de A. flavus, la cepa se obtuvo de la coleccién de hongos del
Laboratorio de Tecnologia de Postcosecha de Productos Agricolas del CEPROBI-

IPN.
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Fig. 10. Crecimiento en medios nutritivos de a) Rhizopus stolonifer, b) Colletotrichum

gloeosporioides, ¢) Fusarium oxysporum y d) Aspergillus flavus

5.1.4 Preparacion de la solucion de esporas

Se preparé la solucion de esporas, adicionando 20 mL de agua destilada
estéril sobre la superficie de la caja Petri. Se raspé la superficie con ayuda de la
aguja de diseccion estéril para recuperar el liquido sobre un matraz Erlen Meyer,
el cual se filtré a través de papel Whatman No. 10. Para cuantificar las esporas se
utilizé la camara de Neubauer y microscopio o6ptico a 40X (Fig. 10). Se
contabilizaron las esporas y a través de diluciones se ajusté la solucién a 10°

esporas mL? (113,114).

Fig. 11. Conteo de esporas en camara de Neubauer en microscopio Optico a 40X.
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5.1.5 Tratamientos

Las concentraciones de los extractos comerciales, las cubiertas de
guitosano adicionadas con aceites esenciales de naranja o limon y plata coloidal
se emplearon de acuerdo con las recomendaciones del proveedor y previos
estudios publicados (Tabla 5).

Tabla 5. Tratamientos, abreviaciones y concentraciones aplicadas en
los hongos fitopatégenos

TRATAMIENTO ABREVIACION CONCENTRACION
Extracto de semilla de citricos Citro-80 C80 1%
Extracto de semilla de citricos Citrocover CcC 1%
Cuble_rta de quitosano / aceite esencial de CQIAEN 1% /0.1%
naranja

ﬁ:rgglr?rta de quitosano / aceite esencial de CQIAEL 1% / 0.1%
Plata coloidal PC 0.0021%

PDA o Agar Czapek-Dox (control) A -

5.1.6 Preparacion de los tratamientos

Para la preparacion de Citro-80 o Citrocover, se adicionaron 5 mL del
producto en 500 mL de agua destilada y se mezclaron (Fig. 11). Para la cubierta
de quitosano al 1%, se adicionaron 5 mL de acido acético glacial en 500 mL de
agua destilada con agitacion contante durante 5 min, posteriormente, se
incorporaron 5 g de quitosano, con agitacion magnética a 70°C durante 1 h.
Después de homogeneizar completamente el quitosano se integraron 1.5 mL de

glicerol para favorecer la flexibilidad de la cubierta. Se incorporaron 0.5 mL de los
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aceites esenciales de limén o naranja, ambos al 0.1%. Se homogeneizé por 1 min

en el procesador de alimentos (Oster, México) a 12000 RPM (115).

La solucion de plata coloidal se preparé a una concentracion de 0.0021%
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se agregaron 2.5 mL / | de agua

destilada y se homogeneizo.

Fig. 12. Preparacion de los tratamientos: a) Citro-801% y Citrocover 1%, b) Plata
coloidal, ¢) Quitosano, d) Quitosano adicionado con aceite esencial.

5.2. Variables evaluadas in vitro

5.2.1 Crecimiento micelial mediante la técnica de envenenamiento del

medio

En cajas Petri con los medios de cultivo Czapek-Dox o PDA, se adicionaron
0.5 mL de cada tratamiento, las cuales se dejaron secar en una campana de flujo
laminar y posteriormente se les adiciond en la parte central de la caja Petri 10 pl
de la solucién de esporas (10° esporas mL™). Se incubaron por 7 dias a 27+2 °C.

Cada 24 h se midi6 en cada caja Petri con un vernier digital el diametro del
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crecimiento micelial (Fig. 12). Los datos se transformaron en area con la formula

dea = r’m (116,117). Para cada hongo, se emplearon 10 cajas por tratamiento.

Fig. 13. Evaluacion del crecimiento micelial de F. oxysporum
en medio nutritivo con el uso de un vernier digital (Karlen).

5.2.2 Cinética de germinaciéon de esporas

Después de evaluar el crecimiento micelial, se tomaron dos cajas de forma
aleatoria y se realiz6 la solucién de esporas, como se reporté en el inciso 5.1.4.
En cajas Petri estériles de 9.0 cm de didmetro se colocaron discos de 5 mm de
medio Czapek-Dox o PDA sobre un portaobjeto. En cada disco se depositaron 5
Ml de la solucion de esporas. Las cajas Petri se sellaron e incubaron a 27+2°C por
2,4,6,8y 10 h. Al término del tiempo de incubacion de 10 h se adicion6 una gota
de lactofenol y se observaron las esporas al microscopio optico con objetivo 40X.

Se contaron 100 esporas por tratamiento. Se considero que una espora germino

39



cuando el tubo germinativo se pudo observar (Fig. 13). Los datos se reportaron

en porcentaje de esporas germinadas (% EG) (118).

Fig. 14. Esporas de R. stolonifer germinadas después de
2 h de incubacion.

5.2.3. Cuantificacion de aflatoxinas en A. flavus

Las aflatoxinas se cuantificaron a traveés del kit Veratox Aflatoxin HS
(Neogen Corporation, Michigan USA) el cual es un ensayo de ELISA de alta
sensibilidad para aflatoxinas. Para preparar la muestra, se licuaron 10 g de
Czapek-Dox con A. flavus con 50 mL de metanol al 70%. Se filtraron los extractos
a través de un filtro Whatman No. 1 y se guardaron en tubos de borosilicato (Fig.

14).

40



Fig. 15. Preparacion de las muestras para la determinacion de aflatoxinas por
inmunoensayo. a) Pesado de muestras y adicion de metanol, b) Adicion de la mezcla
en columna con papel Whatman No. 1, ¢) Obtencion del extracto por filtrado.

En pocillos de mezclado, se adicionaron 100 pL de la solucién conjugada
de aflatoxina—HRP (anticuerpo monoclonal de aflatoxina). Posteriormente, se
afiadieron 100 pL de los controles de micotoxinas para el ajuste de la curva de
calibracién de 0, 1, 2, 4 y 8 ppb, asi como, 100 pL del filtrado muestra. Cada
pocillo se mezcl6 con ayuda de la pipeta multicanal y se transfirieron 100 pL de la
mezcla a los pocillos de anticuerpos e incubaron por 10 min. Se enjuagaron 5
veces los pocillos con agua desionizada y se secaron profusamente con ayuda
de papel absorbente. Después, a los pocillos se les adicionaron 100 uL de la
solucion sustrato K-Blue®, se incubaron por 10 min y se agitaron suavemente
sobre una superficie. Al terminé del tiempo se adicionaron 100 L de la solucion
Red Stop® (Fig. 15). Los pocillos se leyeron en el lector de micropocillos 'Stat-Fax

4700" a 650 nm (Neogen Corporation, Michigan USA). Los resultados se

expresaron en absorbancia y ppb (53).
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Fig. 16. Cuantificacion de aflatoxinas por ELISA. a) Adicion de la solucion conjugada
y extracto metandlico, b) adicion de la solucién red stop a pocillos con anticuerpos, c)
Lectura de absorbancia de pocillos en Stat-fax a 650 nm.

5.2.2.3 Cuantificacion de fumonisinas en F. oxysporum

Las fumonisinas se evaluaron a través de la prueba cuantitativa de flujo
lateral. Para preparar la muestra se licuaron 10 g de muestra con 50 mL de 65%
etanol, las mezclas se centrifugaron a 1000 RPM (Gusto®, lllinois USA) por 1 min
y se reservaron 3 mL los extractos en tubos Eppendorf. Se adicionaron 200 pL de
extracto y 400 pL de diluyente en tubos de mezclado y se homogeneizé con ayuda
de la micropipeta. Se colocaron los cartuchos con las tiras reactivas en el equipo
Raptor y se adicionaron 400 pL de la mezcla, la lectura se realiz6 de forma

automatica y se expreso en ppm.
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5.3 Evaluaciéon del efecto de los tratamientos sobre el desarrollo de los

hongos fitopatdgenos en frutos de jitomate Saladette
5.3.1 Aplicacion de los tratamientos

Se realiz6é una clasificacion de los jitomates Saladette por estado de
madurez y se seleccionaron aquellos que presentaban color rojo maduro (Fig. 16).
Los frutos se sumergieron en una solucion de hipoclorito al 1%, para descartar la
presencia de otros microorganismos y se dejaron secar al medio ambiente
durante 2 min. Posteriormente se les realizé una puncion con ayuda de una aguja
de diseccion estéril a una profundidad aproximada de 3 mm. Se adicioné
directamente a la herida del fruto, 20 pL de solucién de 10° esporas mL? de los
hongos a evaluar. En los frutos inoculados con R. stolonifer, C. gloeosporioides y
F. oxysporum, los tratamientos se aplicaron 48 h despues de la inoculacion,
mientras que en los frutos inoculados con A. flavus, la aplicacion de los
tratamientos se aplicdé despues de las 72 h de incubacion. La aplicacién de los
tratamientos consistio en sumergir los frutos durante 15 min, posteriormente, se
dejaron secar a temperatura ambiente. Los jitomates se almacenaron a

temperatura ambiente de 28 + 2 °C.
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Fig. 17. Jitomates Saladette seleccionados y lavados
con una solucién de hipoclorito de sodio a 1%.

5.3.2 Variables evaluadas en jitomate

5.3.2.1 Crecimiento micelial

Se evalud en la superficie de los jitomates el crecimiento micelial de los
hongos inoculados longitudinal y transversalmente cada 24 h con ayuda de un
vernier (Fig. 17). Las mediciones continuaron de acuerdo al crecimiento de cada
hongo, asi, para R. stolonifer 4 dias, C. gloeosporioides y F. oxysporum 6 dias, y
A. flavus 8 dias. El tamafio de la muestra fue de 10 jitomates por tratamiento con

tres repeticiones por cada uno.
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Fig. 18. Medicion del crecimiento micelial en jitomate
inoculado con F. oxysporum.

5.3.2.2 Severidad

Se evalud la superficie infectada de acuerdo a la escala que se describe

en la Tabla 6 y las imagenes de la Fig. 18.

Tabla 6. Escala de severidad de infeccién
para los cuatro hongos estudiados.

Desarrollo del hongo en la

Valor superficie del fruto
1 0%
2 1-25%
3 26 — 50%
4 51 — 75%
5 76 — 100%

Fig. 19. Ejemplo de escala de severidad de infeccion de Rhizopus stolonifer en
jitomate Saladette durante 6 dias de almacenamiento.
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5.4 Evaluacién del efecto de los tratamientos sobre variables fisicoquimicas

en frutos de jitomate Saladette.
Se determinaron los variables de pérdida de peso (%), firmeza (N) y SST

(°Brix).

5.4.1 Variables fisicoquimicas evaluadas en jitomate

5.4.1.1 Pérdida de peso

Para la perdida de peso (PP) se determiné el peso diario de 10 jitomates
por tratamiento durante 7 dias y se obtuvo el porcentaje de pérdida de peso con
la siguiente formula:

Peso Inicial — Peso Final

% Pérdida de peso = Poso Inicial * 100%

5.4.1.2 Firmeza

Para las variables firmeza, se utilizaron 3 frutos por tratamiento con 2
repeticiones. Con la ayuda de un penetrémetro analogo (marca Handpi, China),
las mediciones se realizaron en la parte ecuatorial del fruto diariamente durante 7

dias. Los resultados se expresaron en Newtons (N) (Fig. 19).
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Fig. 20. Evaluacion de la firmeza con el
uso del penetrometro.

5.4.1.3 Solidos Solubles Totales (SST)

La determinacion de los SST se realiz6 diariamente durante 7 dias, se
emplearon 3 frutos por tratamiento con tres repeticiones. Para esto, se obtuvo una
gota del jugo de jitomate y se colocé sobre el prisma del refractémetro Atago con
escala de 0 a 30 °Bx. Entre cada observacion fue necesario limpiar y calibrar el

instrumento con agua destilada (Fig. 20).

[ o R

Fig. 21. Medicién de SST a partir del jugo de jitomates. a) Extraccion de jugo de
jitomate, b) Medicién con el refractémetro.
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5.5 Evaluacion fungicida y produccion de aflatoxinas de los tratamientos en

frutos de deshidratados.

5.5.1 Deshidratacion de frutos de jitomate

Los frutos de jitomates previamente inoculados con A. flavus se
sumergieron en cada uno de los tratamientos por 15 min. Posteriormente, se
sometieron al proceso de reduccion de agua por deshidratacién con flujo de aire
caliente. Los frutos se cortaron en rebanadas de aproximadamente 0.5 cm y se
colocaron en un deshidratador de alimentos (Hamilton Beach, China) con
bandejas de plastico a 60 °C por 24 h. Se realizo la reduccion de tamafio mediante
molienda en el procesador de alimentos (Oster, México) y se conservé en un lugar
fresco y seco para las evaluaciones posteriores (Fig. 21). El tamafio de la muestra

fue de 5 jitomates por tratamiento.

Fig. 22. Deshidratacion de jitomates a) Frescos cortados, b) Deshidratados a
60°C por 24h.
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5.5.2 Variables evaluadas en jitomates deshidratados

5.5.2.1 Determinacion de aflatoxinas

La metodologia para evaluar aflatoxinas de A. flavus en jitomate

deshidratado se ha descrito previamente en el inciso 5.2.2.2

5.5.2.2 Determinacion de fumonisinas

La metodologia para evaluar fumonisinas de F. oxysporum en jitomate

deshidratado se ha descrito en el inciso 5.2.2.3.

5.6 Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza con un método de
comparacién de medias de Tukey p < 0.05. Se utilizd el programa estadistico

Infostat 2017.

6. RESULTADOS

A continuacion, se presenta los resultados obtenidos, en orden de los
objetivos, evaluacién in vitro y micotoxinas, seguimiento de crecimiento micelial y
severidad de la infeccion en jitomates; evaluacidén de variables de calidad, SST,
firmeza y porcentaje de pérdida de peso y la evaluacion de micotoxinas en

jitomate deshidratado.
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6.1 Efecto de los tratamientos sobre el desarrollo in vitro de hongos

fitopatdgenos y la produccion de aflatoxinas en A. flavus.

6.1.1 Crecimiento micelial

Con respecto al crecimiento micelial de R. stolonifer, el tratamiento que
mostré un menor desarrollo fue Citro-80 1% (47.6 cm?); sin embargo, fue
estadisticamente similar (p <0.05) con los tratamientos Citrocover 1% y CQ/AEL
0.1% (54.31 y 54.25 cm?, respectivamente) al término del periodo de los cuatro
dias de incubacion. En los tratamientos restantes se observo un crecimiento total
de R. stolonifer en la caja Petri al cuarto dia de la incubacion (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites

esenciales de citricos y plata coloidal en la cinética del crecimiento micelial
de R. stolonifer durante 4 dias de incubacién a 27+ 2°C.

CRECIMIENTO MICELIAL

(cm?) )
TIEMPO DE’INCUBACION
(DIAS)

TRATAMIENTO 1 2 3 4
Citro-80 1% 1.9 + 0.32" 70 £ 22 240 + 427% 476 + 962
Citrocover 1% 20 + 04° 8.8 + 19 30.8 + 38P 543 + 74
CQ/AEN 0.1% 34 + 1.0 17.3 + 48°¢ 447 + 3.1° 589 + 0°
CQ/AEL 0.1% 26 = 0.7 11.2 + 2.3° 34.1 + 56° 542 + 4.1
PC 0.002% 40 + 04 181 + 2.2°¢ 48.1 £ 5.1°¢ 589 + 0°
A 45 + 05¢ 184 + 15°¢ 42. + 65°¢ 589 + 0°

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC)= productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A= Agua + PDA

Para el caso de F. oxysporum, el compuesto comercial Citrocover 1%

mostré el menor desarrollo (3.78 cm?) al término de los ocho dias de incubacion
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y fue estadisticamente diferente (p< 0.05) a resto de tratamientos, incluyendo al

control (18.76 cm?) (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal en la cinética del crecimiento micelial
de F. oxysporum durante 8 dias de incubacion a 27+ 2°C.

CRECIMIENTO MICELIAL

(cm?) )
TIEMPO DE INCUBACION
(DIAS)
TRATAMIENTO 2 4 6 8
Citro-80 1% 43 + 04% 109 + 14¢ 181 + 239 257 + 36°¢
Citrocover 1% 0.7 + 0.12 1.3 + 068 24 + 14° 37 + 262
CQ/AEN0.1% 0.6 + 0.32 53 + 0.8°% 114 + 1.1° 212 + 1.2°b
CQ/AEL0.1% 05 + 0.09% 32 + 13® 84 + 3.3% 157 + 6.3°
PC 0.002% 43 + 03% 143 + 14° 245 + 36° 375 + 8.8¢
A 35 + 0.4° 6.9 £ 3.1° 131 + 0.3° 187 + 1.4

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A= Agua + PDA

El tratamiento con Citrocover al 1% fue el que mostré6 mayor inhibion en el
crecimiento de A. flavus al término de su almacenamiento (8 dias), con un
crecimiento final aproximado de 11.2 cm?, en comparacién con el control y los

tratamientos restantes cuyo valor promedio aproximado de 42.0 cm? (Tabla 9).

En relacion a C. gloeosporioides, el Citrocover al 1% inhibio
significativamente (p < 0.05) el crecimiento micelial durante su periodo de
incubacion, en comparacion con los tratamientos restantes. Al término de los 16
dias de incubacion, el crecimiento de este hongo alcanzé un valor aproximado de
1.2 cm?, mientras que, en los demas tratamientos el crecimiento promedio fue de

50 cm? (Tabla 10).
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Tabla 9. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal en la cinética del crecimiento
micelial de A. flavus durante 8 dias de incubacion a 27 + 2°C.

CRECIMIENTO MICELIAL

(cm?) )
TIEMPO DE INCUBACION
(DIAS)
TRATAMIENTO 2 4 6 8
Citro-801% 2.1 + 0.2%* 7.0 + 1.3® 153 + 29° 268 + 4.1°
Citrocover 1% 1.0 + 0.22 31 + 1.2° 67 + 292 112 + 4832
CQ/AEN0.1% 1.5 + 0.1° 9.3 £ 1.2¢ 240 + 45° 420 + 6.6°
CQ/AEL0.1% 1.9 + 0.4 108 + 1.0¢ 262 + 3.0° 425 + 3.1°¢
PC 0.002% 23 + 01% 105 + 1.2°¢ 252 + 2.9° 431 + 40°
A 25 + 0.1° 10.1 + 1.1° 237 + 3.4° 410 + 50°

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A = Agua + Czapek Dox

Tabla 10. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal en la cinética del crecimiento micelial de
C. gloeosporioides durante 16 dias de incubacién a 27 + 2°C

CRECIMIENTO MICELIAL

(cm?) )
TIEMPO DE’INCUBACION
(DIAS)

TRATAMIENTO 4 8 12 16
Citro-80 1% 3.5+ 03¢ 121 + 0.7 255 +1.1° 499+ 40"
Citrocover 1% 0+02 0.03 + 0.07¢ 0.27 £+ 0.72 124+ 322
CQ/AEN0.1% 15+0.7° 58 +1.7° 141 +2.7° 43.1+ 7.7°
CQ/AEL0.1% 1.6+ 04° 6.3+06° 156 + 25° 45.4 + 7.1°¢
PC 0.002% 31+12°¢ 108 + 3.7 ¢ 229+ 79°¢ 48.0 + 10.4 ¢
A 4.4 + 03¢ 15+ 174 30.4 + 3.02¢ 543+ 11°

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales
CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A= Agua + PDA
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6.1.2 Inhibicién de la germinacion de esporas

La inhibicion de germinacion de las esporas de R. stolonifer fue minima, ya
que, al final del periodo de 10 h de incubacion, las esporas de R. stolonifer
germinaron al 100% (Fig. 22). Unicamente el tratamiento con Citro-80 1% inhibio

la germinacion hasta el 4° dia de incubacion.

100

0
3
< Citro-80 1%
g === Citrocover 1%
o CQ/AEN 0.1%
g === CQ/AEL 0.1%
% PC
o A
)
L
N

5 7 8 9 10

TIEMBO (H)

Fig. 23. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites esenciales de
citricos y plata coloidal, en la cinética de germinacién de esporas de R. stolonifer durante
10 h de incubacién a 27 + 2°C.
*Citro 80%, Citrocover y Plata coloidal (PC) = productos comerciales, CQ/AEN =
Quitosano con aceite esencial de naranja, CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de
limén, A = Agua (control).

Para F. oxysporum, la germinacion de las esporas se control6 de 85 a 60%
a las 6 h de incubaciéon en todos los tratamientos, incluyendo al control. Sin
embargo, con los productos Citrocover 1% y CQ/AEL 0.1%, la inhibicién continué

hasta las 8 horas (Fig. 23).
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Fig. 24. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites esenciales de
citricos y plata coloidal, en la cinética de germinacion de esporas de F. oxysporum
durante 10 h de incubacién a 27+ 2°C.

Citro-80%, Citrocover y Plata coloidal (PC) = productos comerciales, CQ/AEN =
Quitosano con aceite esencial de naranja, CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de
limén, A = Agua (control).

La germinacion de las esporas de A. flavus se redujo aproximadamente
60% con el tratamiento Citrocover al 1% al final de las 10 h de incubacion,
resultado estadisticamente diferente (p < 0.01) en comparacién con los
tratamientos restantes (Fig. 24). En relacion con los tratamientos Citro-80 y
CQ/AEN la inhibicion fue de aproximadamente 40%. La inhibicién de las esporas

bajo el tratamiento con PC y el control no fue significativa.

El desarrollo de las esporas de C. gloeosporioides fue notablemente menor
en la mayoria de los tratamientos, incluyendo las esporas no tratadas. Al término
de las 10 h de incubacion excepto por el tratamiento CQ/AEL 0.1%, la inhibicion
en la germinacion de las esporas fue en un rango aproximado de 60% a 80% (Fig.

25). El tratamiento CQ/AEL 0.1% promovio la germinacion hasta 80%.
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Fig. 25. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites esenciales de
citricos y plata coloidal, en la cinética de germinacion de esporas de A. flavus durante
10 h de incubacion a 27+ 2°C.

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales, CQ/AEN =
Quitosano con aceite esencial de naranja, CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de
limén, A = Agua (control).
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Fig. 26. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites esenciales de
citricos y plata coloidal, en la cinética de germinacioén de esporas de C. gloeosporioides
durante 10 h de incubacién a 27+ 2°C.

Citro-80 1%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales, CQ/AEN =
Quitosano con aceite esencial de naranja, CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de
limén, A = Agua.
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6.1.3 Produccion in vitro de aflatoxinas en A. flavus

Respecto a la produccion de aflatoxinas por A. flavus, se observaron
diferencias estadisticas entre los tratamientos (p < 0.05). La produccion de
aflatoxinas fue de 0.1 a 0.5 ppb (Tabla 11). Con los productos comerciales Citro-
80 1% y Citrocover 1% se obtuvo la menor produccion de aflatoxinas con un valor
de 0.1 ppb.

Tabla 11. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites

esenciales de citricos y plata coloidal, en la produccién in vitro de
aflatoxinas de A. flavus.

PRODUCCION DE AFLATOXINAS

TRATAMIENTO ppb
Citro-80 1% 0.1 £ 0.09%
Citrocover 1% 01 = 0.1
CQ/AEN 0.1% 0.3 + 0.1°bc
CQ/AEL 0.1% 04 = 0.1
PC 0.0021% 02 + 0172
A 05 * 0.2¢d

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A = Agua + Czapek Dox

6.1.3 Produccion in vitro de fumonisinas de F. oxysporum

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01) en la
produccion de fumonisinas en los diferentes tratamientos en los que se incubé a
F. oxysporum (Tabla 12). La menor produccion (0.1 ppb) correspondié al
tratamiento CQ/AEN., mientras que, la mayor produccion de fumosinas

correspondio al tratamiento control (0.21 ppm).
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Tabla 12. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal, en la produccién in vitro de
fumonisinas de F. oxysporum.

PRODUCCION DE FUMONISINAS

TRATAMIENTO ppm
Citro-80 1% 0.16 = 0.0123
Citrocover 1% 0.15 + 0.01¢2
CQ/AEN 0.1% 0.10 £ 0.02°2
CQ/AEL 0.1% 0.18 = 0.04°
PC 0.0021% 0.18 = 0.04°
A 021 = 0.02°

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05). Se muestra media y desviacion
estandar

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A =Agua + PDA

6.2 Efecto de los tratamientos sobre el desarrollo de hongos fitopatégenos
y produccion de aflatoxinas en A. flavus, en jitomate Saladette durante el

almacenamiento.

6.2.1 Crecimiento micelial en el jitomate

Respecto al desarrollo de R. stolonifer en los jitomates inoculados e
independientemente del tratamiento aplicado éste avanzé rapidamente a medida
gue aumentaron los dias de almacenamiento, sin diferencia marcada respecto al
control. Al término de los tres dias de almacenamiento, el crecimiento menor de
aproximadamente 26 cm? correspondié con la aplicaciéon de la plata coloidal.
(Tabla 13). Se observaron diferencias estadisticas (p < 0.05) entre los

tratamientos en cada dia de almacenamiento.
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Tabla 13. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal, en el desarrollo de R. stolonifer en frutos
de jitomate Saladette almacenados durante 3 dias a 27+2°C.

CRECIMIENTO MICELIAL

(cm?) )

TIEMPO DE INCUBACION

(DIAS)
TRATAMIENTO 1 2 3
Citro-80 1% 6.6 + 073 31.3 + 20° 32 + 1.7%
Citrocover 1% 72 + 13% 29.0 + 2.0° 32 + 3.3
CQ/AEN 0.1% 6.6 + 22 31.0 + 40° 35 + 6.6°
CQ/AEL 0.1% 6.7 + 09 284 + 25° 29 + 28
PC 0.0021% 8.9 + 4.0° 21.3 + 232 26 + 2.2¢%
Agua 6 + 152 30.6 + 3.0° 33 + 3.1k

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales
CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja
CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

Con respecto al desarrollo de F. oxysporum en los jitomates tratados, se

observo que en general el crecimiento de este hongo se increment6 a medida que

aumentdé el tiempo de almacenamiento;

sin embargo, al

termino del

almacenamiento (6 dias), la plata coloidal, mostrd una infeccion significativamente

mayor (16.2 cm?) a los tratamientos restantes (Tabla 14).

Tabla 14. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal, en el desarrollo de F. oxysporum en frutos
de jitomate Saladette almacenados durante 6 dias a 27+2°C.

CRECIMIENTO MICELIAL (cm?)
TIEMPO DE INCUBACION

(DIAS)

TRATAMIENTO 2 3 4 5 6

Citro-80 1% 03+022 06+ 032 1.2 + 052 16+ 072 22 + 1.0
Citrocover 1% 03+01a 07+ 032 12 + 052 24+ 143 34 + 182
CQ/AEN0.1% 0.2 + 0.042 0.7+ 032 09 * 052 1.6+ 102 29 + 162
CQ/AEL 0.1% 03+005% 06+ 022 09 + 032 15+ 042 24 + 0.72
PC 0.0021% 75 £49b 82+ 435 102 + 3.8 129+ 40P 162 + 3.3°P
Agua 03+ 0072 08+ 032 1.7 + 082 2+ 052 301 + 082

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales
CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja
CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén
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Con respecto al hongo A. flavus, en todos los tratamientos la infeccion se
menor en los frutos tratados con CQ/AEN al 1% en relacidon a los tratamientos
restantes y el control (Tabla 15). Asi, al término de los siete dias de
almacenamiento, el desarrollo final del hongo con este tratamiento fue
aproximadamente de 3.5 cm?. En el caso de la aplicacién de la plata coloidal, el
crecimiento de A. flavus fue promovido, ya que, al término del almacenamiento el
valor aproximado fue de 14.6 cm? en comparacion con los tratamientos restantes
(7.9-8.7 cm?) y el control (10.3 cm?).

Tabla 15. Efecto de los extractos citricos comerciales, quitosano con

aceites esenciales de citricos y plata coloidal, en el desarrollo de A. flavus
en frutos de jitomate Saladette almacenados durante 7 dias a 27 + 2°C.

CRECIMIENTO MICELIAL

(cm?) )
TIEMPO DE INCUBACION
(DIAS)
TRATAMIENTO 3 4 5 6 7
Citro-80 1% 0.4 + 012" 12 + 1.072 26 + 172 48 + 352 87+ 23a
Citrocover 1% 0.7 + 0.22 15 * 022 35 + 152 51 + 223 794+ 302
CQ/AEN0.1% 05 + 022 0.8 + 0.12 23 + 162 31 + 192 35+ 092
CQ/AEL0.1% 04 + 012 14 + 082a 27 + 112 50 + 342 83+ 51
PC 0.0021% 5.6 =+ 3.0° 83 + 6.0°b 78 + 3.3° 107 + 3.3P 146+ 28¢
Agua 0.4 + 012 13 + 042 56 + 213 80 + 262 103+ 4.3°kc

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80% y Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

El crecimiento del hongo C. gloeosporioides en los jitomates infectados, se
incrementd con el tiempo de incubacion. En este caso, se observo que la
aplicacion de la plata coloidal promovio su crecimiento desde el segundo dia de
almacenamiento (3.6 cm?), continuando su desarrollo hasta alcanzar un valor

significativamente mayor (p < 0.05) de 15.3 cm? al término del almacenamiento.

59



En general, en los tratamientos restantes, no se observaron diferencias
estadisticas al término del del periodo de almacenamiento (Tabla 16).
Tabla 16. Efecto de los extractos citricos comerciales, quitosano con aceites

esenciales de citricos y plata coloidal, en el desarrollo de C. gloeosporioides en
frutos de jitomate Saladette almacenados durante 6 dias a 27 + 2°C.

CRECIMIENTO MICELIAL

(cm?) )
TIEMPO DE INCUBACION
(DIAS)
TRATAMIENTO 2 3 4 5 6
Citro-80 1% 05 +022 05+022 08+032 122032 18+052
Citrocover 1% 0.7 + 0.2°2 1+032 14+042 19+072 26%1.12
CQ/AEN0.1% 0.6 +0.32 09+042 13+052 18+062 26+092
CQ/AEL0.1% 0.6 +0.7°2 1+142 21312 30+412 38%472
PC 0.0021% 36 +1.8% 4+152 6820 104+3.0b 153+ 3.8b
Agua 05+022 06+022 08%0.32 1+022 17+022

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

6.3 Severidad

Al término del almacenamiento (tres dias, todos los tratamientos incluyendo
al control, tuvieron la misma escala de severidad (4.1 a 4.5). En este caso, el
desarrollo de la enfermedad abarcé de 51 a 75% de la superficie del jitomate

(Tabla 17).
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Tabla 17. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal, en la severidad de R. stolonifer en frutos
de jitomate Saladette almacenados durante 3 dias a 27 + 2°C.

SEVERIDAD
TIEMPO DE INCUBACION
(DIAS)

TRATAMIENTO 1 2 3
Citro-80 1% 24 += 052 39 = 0.3 45 = 052
Citrocover 1% 2.1 + 0.3% 3.3 + 04 44 + 052
CQ/AEN 0.1% 20 = 0°@ 3.1 + 0.3@ 45 = 052
CQ/AEL 0.1% 22 = 042 42 += 04° 43 = 042
PC 0.0021% 2.2 = 0.3¢@ 34 + 05 43 = 06°
Agua 2.2 + 0.423%c 3.6 + 0.7%c 44 + 0522

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

Escala de severidad: 1= 0 %, 2= 1-25 %, 3= 26-50 %, 4= 51-75 %, 5= 76-100 % de infeccion en la superficie de los frutos de jitomate.

Para F. oxysporum, la severidad de la enfermedad en los jitomates fue muy
similar entre los tratamientos y estuvo en la escala de 2 (Tabla 18). Al término del
periodo de los 6 dias, el jitomate tratado con PC tuvo la mayor escala de severidad
equivalente a 3.

Tabla 18. Efecto de extractos citricos comerciales, quitosano con aceites

esenciales de citricos y plata coloidal, en la severidad de F. oxysporum en frutos
de jitomate Saladette almacenados durante 6 dias a 27 + 2°C.

SEVERIDAD
TIEMPO DE'INCUBACIC')N
(DIAS)

TRATAMIENTO 2 3 4 5 6
Citro-80 1% 2 +0a 202 2+ 0a 2 02 2+ 02
Citrocover 1% 2+02 2+02 2+ 02 2 02 22+ 0452
CQ/AEN 0.1% 202 2102 2+ 02 2 02 22 % 0452
CQ/AEL 0.1% 202 2+02 2+ 02 2 02 2+ 02
PC 0.0021% 2+0¢%2 22 042 23+ 042 25 £05¢2 36+ 05°
Agua 202 202 2+ 02 2 £02 2+ 02

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

Escala de severidad: 1= 0 %, 2= 1-25 %, 3= 26-50 %, 4= 51-75 %, 5= 76-100 % de infeccion en la superficie de los frutos de jitomate.
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Respecto a los tratamientos empleados para el control de la severidad de
la infeccidn por A. flavus, se observo al término de 6 dias de almacenameinto, que
el jitomate tratado con PC promovio la infeccidn, ya que, con este tratamiento la
severidad ascendio a la escala de 3.4. Con los tratamientos restantes, la
severidad llegd a una escala de 2.6, equivalente a un rango de 1.0 — 25% de
desarrollo de la enfermedad sobre la superficie del jitomate (Tabla 19).

Tabla 19. Efecto de los extractos citricos comerciales, quitosano con aceites

esenciales de citricos y plata coloidal, en la severidad de A. flavus en frutos de
jitomate Saladette almacenados durante 7 dias a 27+2°C.

SEVERIDAD
TIEMPO DE,INCUBACION
(DIAS)

TRATAMIENTO 2 3 4 5 6
Citro-80 1% 2 023" 2+02a 2+ 02 22 £042 24+ 052
Citrocover 1% 202 202 2+ 02 26 £052 2+ 05
CQ/AEN 0.1% 2102 2102 2 02 22 042 22+ 042
CQ/AEL 0.1% 202 202 2% 02 26 £052 28+ 0.8a
PC 0.0021% 2+0a 26 + 07 25+ 072 31 072 34 % 05°
Agua 2102 2102 2+ 02 3 02 3+ 0@

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Citro 80% y Citrocover 1%y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

Escala de severidad: 1= 0 %, 2= 1-25 %, 3= 26-50 %, 4= 51-75 %, 5= 76-100 % de infeccién en la superficie de los frutos de jitomate.

La severidad de la infeccion en frutos de jitomate inoculados con C.
gloeosporioides, se observé que, en todos los tratamientos, excepto por PC, fue
en la escala del 2 (1-25%) (Tabla 20). Para los jitomates del tratamiento con PC,
estos alcanzaron la escala 4, es decir, que del 75 al 100% de la superficie del fruto

se infecto.

62



Tabla 20. Efecto de los extractos citricos comerciales, quitosano con aceites
esenciales de citricos y plata coloidal, en la severidad de C. gloeosporioides en
frutos de jitomate Saladette almacenados durante 6 dias a 27+2°C.

SEVERIDAD
TIEMPO DE’INCUBACION
(DIAS)

TRATAMIENTO 2 3 4 5 6
Citro-80 1% 2+0% 2 02 2 02 2 £02 2212042
Citrocover 1% 2+02 2 £02 2 £02 2 02 28+042
CQ/AEN 0.1% 2+02 2 £02 2 02 2 02 26042
CQ/AEL 0.1% 2+02 22 042 22 0442 24 082 26052
PC 0.0021% 25+052 25 + 052 33 *05° 36 052 4+0P
Agua 2+x0¢@ 2 02 2 £02 2 £02 22+04%2

* Letras minUsculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AE: Cubierta de quitosano con aceite esencial

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

Escala de severidad: 1= 0 %, 2= 1-25 %, 3= 26-50 %, 4= 51-75 %, 5= 76-100 % de infeccion en la superficie de los frutos de jitomate.
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6.4 Efecto de los tratamientos sobre variables fisicoguimicas en jitomates
Saladette

6.4.1 Firmeza

Los datos de la variable de calidad firmeza en los jitomates tratados fueron
similar entre los tratamientos evaluados (Tabla 21). En general, los valores de
firmeza durante los 7 dias de almacenamiento estuvieron en un rango de 2.1 N a
3.3 N. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. Las variaciones en los valores son caracteristicas de frutos en

proceso de maduracion.

6.4.2 SST

Con respecto a los SST, los valores que se obtuvieron fueron similares
estadisticamente durante todo el periodo de almacenamiento del jitomate (Tabla
22). Excepto por el tratamiento con la plata coloidal, en los tratamientos restantes,
incluyendo el control, se observd un incremento en la concentracion de SST a
través de los dias de almacenamiento. En el caso de la plata coloidal y en
comparacion con los otros tratamientos incluyendo al control, el contenido de SST
fue menor desde el primer hasta el dia dltimo dia de almacenamiento. Las

variaciones en los valores se deben a la transformacion y maduracién de jitomate.
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Tabla 21. Efecto de los extractos citricos comerciales, quitosano con aceites esenciales de citricos y plata coloidal,

sobre la firmeza de jitomates almacenados 7 dias a 27+ 2°C.

FIRMEZA (N)
DIAS

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7
Citro-80 1% 2.81 + 0.25%A 246 + 0.45% 2.1 + 03322 23 * 0.3 212 + 0.18%* 254 + 0.08%A 208 + 0.1%A
Citrocover 1%  3.11 + 0.3328 243 + 0.32848 23 + 04548 24 + 03738 241 + (.28 2.4 + 01928 217 + 0.062A
CQ/AEN 0.1% 3.09 + 0.598A 243 + 0212 2.6 + 0.21%A 24 + 0.2aA 2.3 +0.29%4 239 +031% 258 + 0.05%
CQ/AEL0.1% 3.1 + 0.2788 279 + 0.14aA8 26 + 0.35348 24 + 0.2a0A 2.19 + 0.172A 2.7 +0.13"8 252 + (.32248
PC0.0021% 252 + 0.112A 329 + 0.12b8 3.3 + 0.12P8 3.1 + 0.28%8 3.37 + 018" 311 + 0.16Y8  3.31 + 0.13%8
Agua 3.66 + 0.62Y8 249 + 0.312A 2.3 + 0.06%A 22 + 0.35% 2.18 + 0.132A 247 + 0.24%A 231 + 0.382A

* Letras minUsculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQI/AE: Cubierta de quitosano con aceite esencial
CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

Tabla 22. Efecto de los extractos citricos comerciales, quitosano con aceites esenciales de citricos y plata coloidal,
sobre los Solidos Solubles Totales de jitomates almacenados 7 dias a 27+ 2°C.

SOLIDOS SOLUBLES TOTALES (SST)

DIAS

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5 6 7

Citro-80 1% 3.6 + 0.46abAB 3+ 0.2A 3+ 0 3+ 0bA 3.87 + 0.128b 3.6 + 0.35248 3.4 + 0.35bA8
Citrocover 1% 3.2+ 0.263A  3.03 + 0.68aA 3.4 + 0.352A 3.4 + 0.35bA 3.43 + 0.063A 333+ 0.7623*  3.07 + 0.12bA
CQ/AEN 0.1% 3.4 + 0.533A 367 + 0.29bA 3.2 + 0.352A 3.2 + 0.35bA 3.23 + 0.25abA 34+ 0693  3.07 + 0.12bA
CQ/AEL 0.1% 35+ 0.5A 3.67 £ 0.31bA 3.3 + 0.262A 3.3+ 0.26bA 3.67 £ 0.42bA 3.33 + 0.583A  3.67 + 0.29bA
PC 0.0021% 2.7 + 0.2623A 2.07 + 0.123A 2.7 + 0.582A 2.1+ 0.122 2.8 + 0.352A 28 + 0.2 2.13+ 0.1223A
Agua 3.83 + 0.29bA 3.53 + 0.42bA 3.4 + 0.532A 3.4 + 0.53bA 3.67 £+ 0.42bA 3.23 + 0.252A 3.4 + 0.53bA

* Letras minGsculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05)
Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQI/AE: Cubierta de quitosano con aceite esencial
CQI/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén
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6.4.3 Pérdida de peso

Los valores de la variable PP, se incrementaron en el jitomate respecto al
tiempo de almacenamiento en todos los tratamientos (Fig. 27). Al final del periodo,
la PP fue significativamente igual (p < 0.05), excepto por el tratamiento con PC.
En este caso, la aplicacion de este compuesto quimico aumento la PP hasta 10%;
sin embargo, se observé que en los jitomates tratados con ambas cubiertas con
guitosano y los aceites esenciales, la PP fue mayor (7.5-8.7%) en comparacion
con el agua (6.8%). La menor pérdida de peso se observd en los jitomates
tratados con Citro-80 1% (5.9%). Los valores reportados de PP estan en funcion

a la tasa de respiracion y grado de madurez del fruto.

Citro-80 1%
e=== Citrocover 1%
e CQ/AEN 0.1%
et CQ/AEL 0.1%

PC 0.002%

% DE PERDIDA DE PESO

Agua

2 3 4 5 6 7
DIAS DE ALMACENAMIENTO

Fig. 277. Pérdida de peso de jitomates Saladette, tratado con productos comerciales a
base de citricos, cubiertas de quitosano con aceites esenciales de naranjay limoény plata

coloidal, almacenados a durante 7 dias a 27+ 2°C.
Citro 80% y Citrocover 1% = productos comerciales, CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja, CQ/AEL =
Quitosano con aceite esencial de limén, PC = Plata coloidal
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6.5 Efecto de los tratamientos en la produccion de aflatoxinas en jitomate
Saladette procesados.

La cepa de A. flavus inoculada en jitomate no produjo suficiente
concentracion de aflatoxinas (12 — 20 ppb) que nos permitiera tener como
referencia, En general, la baja produccion de aflatoxinas en los jitomates tratados
y no tratados fue entre 1.3 a 2.4 ppb (Tabla 23). La menor produccion de
aflatoxinas fue con el tratamiento Citro-80 1% (1.3 ppb) y el mayor valor
corresponde al tratamiento con CQ/AEL 0.1% (2.4 ppb) que fue estadisticamente

diferente (p > 0.05) al resto de los tratamientos y al control agua.

Tabla 23. Efecto de productos comerciales a base de citricos, cubiertas de
guitosano con aceites esenciales de naranja y limén y plata coloidal, sobre la
produccién de aflatoxinas en jitomates Saladette inoculados con A. flavus y
deshidratados

PRODUCCION DE AFLATOXINAS

TRATAMIENTO ppb
Citro-80 1% 1.3 + 0.22"
Citrocover 1% 1.4 = 0.82
CQ/AEN 0.1% 1.7 = 0.22
CQ/AEL 0.1% 24 + 0.6°
PC 0.0021% 16 + 0.12
A 16 = 032

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05). Se muestra media y desviacion
estandar

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A = Agua + Czapek Dox

6.6 Efecto de los tratamientos en la produccion de fumonisinas en jitomate

Saladette procesados.

Se observé diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) en la

produccion de fumonisinas en jitomate Saladette deshidratado tratado con Citro-
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80 (0.19 ppm) respecto al resto de los tratamientos (Tabla 24). Sdélo la CQ/AEL

(0.43 ppm) fue estadisticamente similar a Citro-80.

Tabla 244. Efecto de productos comerciales a base de citricos, cubiertas de
guitosano con aceites esenciales de naranja y limén y plata coloidal, sobre la
producciéon de fumonisinas en jitomates Saladette inoculados con F. oxysporum
y deshidratados.

PRODUCCION DE FUMONISINAS

TRATAMIENTO ppm
Citro-80 1% 0.19 + 0.03%
Citrocover 1% 0.66 =+ 0.07"c
CQ/AEN 0.1% 056 + 0.06¢"
CQ/AEL 0.1% 043 + 0.022
PC 0.0021% 0.72 + 0.2¢
A 0.67 = 0.09 ke

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey, p < 0.05). Se muestra media y desviacion
estandar

Citro 80%, Citrocover 1% y Plata coloidal (PC) = productos comerciales

CQ/AEN = Quitosano con aceite esencial de naranja

CQ/AEL = Quitosano con aceite esencial de limén

A =Agua + PDA

7. DISCUSION

En general, se observaron diferencias significativas en el crecimiento
micelial y la germinacion de los conidios, entre los tratamientos. Igualmente, el

efecto de éstos fue diferente de acuerdo al género del hongo que se evaluo.

A excepcion del hongo R. stolonifer, el producto comercial Citrocover 1% tuvo un
efecto inhibitorio notable sobre el desarrollo y la viabilidad de esporas de los
hongos fitopatdégenos evaluados en el estudio. Citro-80, tuvo un efecto inhibitorio
en el desarrollo de A. flavus, mientras que, el tratamiento con la CQ/AEL 0.1%
afectd unicamente a F. oxysporum. En relacion a la germinacion, el hongo A.
flavus fue el mas afectado, ya que, todos los tratamientos excepto por la Plata

coloidal (PC) inhibieron esta variable de 40 a 60%.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con lo
reportado por otros investigadores Rodriguez y Montilla (91) los cuales
mencionaron que el producto comercial Citrex a base de extractos de semilla y
pulpa del hibrido de C. paradisi, tuvo un efecto significativo sobre la disminucion
del desarrollo micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici. De igual forma, Segura-
Palacios et al. (71), evaluaron Citrocover al 1% en A. flavus aislado de higo,
obteniendo un efecto inhibitorio respecto al control en las variables crecimiento
micelial y esporulacion con valores de 3.0 cm? y 0.2 x 10° esporas mL,
respectivamente.

A la fecha, se han descrito diversos mecanismos de accion contra
microorganismos (hongos y bacterias principalmente) de los extractos citricos
(119,120). Se ha descrito que la union de los polifenoles de los extractos con el
ergosterol, glucolipidos de la bicapa y proteinas de la membrana del
microorganismo patdégeno por enlaces covalentes o puentes de hidrogeno, deriva
en su desestabilizacion y adelgazamiento, asi, se genera un cambio en el
equilibrio de H* y K* y se induce a la ruptura de la membrana y pérdida del
contenido celular (121). Lo anterior se debe quimicamente al doble enlace de los
carbonos 2 y 3 que genera una estructura plana con mucha afinidad con la
membrana y en otros casos al enlace C=0 en la posicion 4, que puede ciclar la
molécula en sitios de actividad enzimatica impidiendo el desarrollo del
microorganismo.

Otro mecanismo observado en las bacterias Proteus vulgaris y

Staphylococcus aureus se ha asociado con la sintesis de DNA. En esa
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investigacion se resaltdo que, cuando las biomoléculas cruzaron las membranas
de las bacterias, el material genético que es el sitio blanco (esto se debe a la
afinidad del anillo B de los flavonoides con los acidos nucleicos que da origen a
enlaces de hidrogeno e intercalaciones) perdi6 la capacidad de replicar el material
genético y la sintesis de proteinas necesarias para la supervivencia del
microorganismo (122). En otra investigacion sobre los flavonoides y su actividad
antibacterial en Escherichia coli, se demostré6 que se afect6 la funcién de las
topoisomerasas, se bloqueo el complejo Il mitocondrial y se inhibi6 a la ATPasa
lo que, disminuyd o impidio el desarrollo del microorganismo significativamente
(123).

En relacién a los resultados in vivo, se observo que el efecto fungicida fue
poco significativo en los jitomates Saladette al término del almacenamiento, ya
gue, respecto al control (asperjado solo con agua), Unicamente la aplicacion de la
CQ/AEN 0.1% afect6 el crecimiento micelial de A. flavus. En los tres hongos
restantes, la infeccién fue muy similar al control y en ocasiones se estimulé como
fue en el caso de la aplicacion de la PC. Mientras que, para cada hongo inoculado,
la escala de severidad fue similar entre los tratamientos aplicados. Sin embargo,
la mayor severidad de infeccion se manifestdé en el hongo R. stolonifer ya que
abarco del 51 al 75% de la superficie del hongo. Para los tres hongos restantes,
excepto por la PC, la severidad alcanzé unicamente hasta un 25% de la superficie
de los jitomates tratados.

Estos resultados no coincidieron con otras investigaciones reportadas

sobre la efectividad in situ de los extractos de citricos. Por ejemplo, mediante la
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aplicacion de cubiertas de quitosano incorporadas con 20 mL L=1 de extracto de
pomelo en mango ‘Keitt’, la enfermedad de la antracnosis se redujo
significativamente y retraso la aparicion de los sintomas (78). Otro ejemplo es la
evaluacion del extracto citrico 'Citryantibio' a una concentraciéon de 8000 ppm,
también en jitomates Saladette inoculados con R. stolonifer, C. coccodes y F.
oxysporum. En donde se report0 el retraso en la aparicion de su sintomatologia
hasta los dias 6, 9y 11, respectivamente (124).

De acuerdo a la FDA, el contenido final de aflatoxinas en los alimentos
debe ser menor a los 20 ppb. En esta investigacion, la produccién de aflatoxinas
y fumonisinas in vitro y en los jitomates Saladette por A. flavus y F. oxysporum,
respectivamente, fue muy bajo en los jitomates provenientes de todos los
tratamientos, incluyendo al control. En el caso de las aflatoxinas, la sintesis al
término del almacenamiento fue en un rango de 0.1 a 0.5 ppby 1.3 a 2.4 ppb (in
vitro e in situ, respectivamente), mientras que, la produccién de fumonisinas fue
de 0.1a 0.2 ppmy 0.1 a0.7 ppm (in vitro e in situ, respectivamente).

Estos resultados suguieren que, las cepas utilizadas en los ensayos tal vez
han adaptado sus mecanismos de sintesis de aflatoxinas y fumosinas (125).

Resultados similares reportaron Villegas-Rascoén et al. (2020) con el uso
de nanoparticulas de quitosano y aceites esenciales encapsulados de canela,
tomillo y eucalipto, los cuales no tuvieron ningun efecto en la produccion in vitro

de aflatoxinas por A. parasiticus (86).
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Por otro lado, en esta investigacion se observo que la concentracion de
micotoxinas en jitomate Saladette deshidratado fue ligeramente mayor que las
concentraciones in vitro. Esto pudo deberse a la composicion de la matriz
evaluada, ya que, en las mediciones in vitro se utilizé medio de cultivo con
aproximadamente 95% de agua y en el caso del polvo, el jitomate deshidratado
contenia aproximadamente 5% de agua; al realizar las extracciones para los
inmunoensayos, el polvo con mayor contenido de sélidos que el medio nutritivo
pudo resultar en una mayor concentracion de micotoxinas.

Los jitomates rojo maduros, tratados con Citro-80 y Citrocover y CQ/AE de
limén y naranja no mostraron cambios significativos en la firmeza y el contenido
de SST durante los siete dias de almacenamiento asignados a temperatura
ambiente (27+ 2°C).

En general, en todos los tratamientos, la pérdida de peso de los jitomates
aument6 durante los siete dias de almacenamiento. En esta variable, el
porcentaje de pérdida de peso menor correspondié a los tratados con Citro-80,
Citrocover y agua en un rango de 5.7 a 6% al término del almacenamiento.

En esta investigacion los cambios observados pueden asociarse con los
aspectos normales del proceso de maduracién. Al respecto, Lopez-Vidal et al.
(2014) reportaron cambios en la maduracion del jitomate Saladette mediante la
pérdida de firmezay el aumento de SST (11). En previos ensayos para evaluar la
vida de anaquel de jitomate tratado con CQ/AE de limén, se determin6 que la

magnitud de los cambios en la maduracion del fruto dependieron de factores como
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el estado de maduracion al momento de la cosecha, la temperatura y la HR de
almacenamiento y los tratamientos aplicados para su conservacion (126).

Por otro lado, en el proceso de maduraciéon de la mayoria de los productos
vegetales, debido a la degradacién de los polisacaridos a monosacaridos, se

aumenta la concentracion de SST y se disminuye la firmeza del epicarpio (127).

8. CONCLUSIONES

La aplicacibn de los productos comerciales a base de citricos,
principalmente Citrocover, disminuyeron notablemente el crecimiento micelial y la
germinacion de esporas in vitro de A. flavus, F. oxysporum y C. gloeosporioides
durante el periodo de incubacién, no asi la produccion de micotoxinas de A. flavus

y F. oxysporum durante el periodo de incubacion, la cual fue similar al control.

El efecto fungicida de los productos citricos comerciales Citrocover y Citro-
80 y de las cubiertas de quitosano adicionandas con los aceites esenciales de
naranja y limén al 0.1% fue menor en los jitomates tratados. En el caso del

producto Microdyn, la infeccién se incrementd.

El uso de productos citricos comerciales Citrocover y Citro-80 y las
cubiertas de quitosano adicionadas con los aceites esenciales de limon y naranja
al 0.1 % no afectd el proceso de maduracion de los jitomates tratados. La
aplicacién de Microdyn, incrementé la pérdida de peso y la pérdida de firmeza

durante el almacenamiento.
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La produccion de aflatoxinas y fumonisinas en los jitomates deshidratados

tratados fue baja, pero no fue significativamente menor al jitomate control.
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LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

Facultad de Nutricion

FACULTAD
¢NUTRICION

Otorga la presente

CONSTANCIA
A LA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

|.LA. Lizette Serrano Molina

Por: su participacion como ponente en el undécimo seminario de investigacion 2022 con el tema: “ Efecto de
derivados citricos comerciales y cubiertas de quitosano en la desinfeccién y conservaciéon de jitomates
contaminados con hongos fitopatégenos”

Horas: 2
Sede: Facultad de Nutricidén

Cuernavaca, Morelos. 14 de septiembre de 2022

Mtra. Jésica Lopez Bucio Fabian

Directora Interina de la Facultad de Nutricion UA
Por una humanidad culta EM
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA LA CONTINUIDAD DEL
FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA
POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el 27 de abril del 2020.
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
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Congreso
‘W Internacional
Inocmdqd de Alimentos

XXXIX Reunidn N/aaonal de Microbiologia, Higiene y’TomcoIoglq de los Alimentos
Edicién Online 3,4y 5de noviembre 2022

La Universidad de Guadalajara a traveés del
Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias
Otorga la presente

CONSTANCIA

A: Serrano Molina L, Ramos Garcia M. de L, Bautista Banos S.

(UCLI

Por su participacion como:
Autores del trabajo libre presentado en modalidad oral

“Evaluacion de métodos naturales de desinfeccion sobre el control de aflatoxinas
en frutos de jitomate saladette”
Dr. Marco Antonio Perez Cisneros Dr. Humb

Rector del Centro Universitario de Ciencias Exactas e
Ingenierias

Gutiérrez Pulido
Secretario Académyico del Centro Universitario de
Ciencias Exactas e Ingenierias



Nivel educativo del congreso

e Disciplinar

Forma de imparticion del congreso

e Conferencias
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Contenido tematico

Uso de luz azul como nueva estrategia desinfectante de superficies
Estrategias para detoxificar maiz y productos alimentarios con niveles
altos de aflatoxinas y fumonisinas

. Epidemiologia basada en aguas residuales: Una herramienta prometedora
para detener la propagacion de virus entéricos y respiratorios
Aeromonas un patégeno emergente
Herramientas de microbiologia predictiva
Importancia del microbioma y patobioma en la inocuidad vy el
procesamiento de alimentos
Chronobacter un patégeno transmitido por alimentos
Percepciones y realidades sobre la inocuidad de alimentos importados de
Latinoamérica en los Estados Unidos de América

. Las enigmaticas acetogeninas del aguacate: Un viaje hacia la validacion
de la eficacia antimicrobiana e inocuidad

e  Actividades de regulaciéon y fomento sanitario en plantas purificadoras de
agua vy hielo en el municipio de Irapuato
Inocuidad de alimentos de baja humedad
Habilidades blandas en la inocuidad de alimentos

Este documento quedd registrado en el libro de
constancias y reconocimientos

Libro No. 04
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CONGRESO NACIONAL

AMMFEN

Trascendencia de la
nutriologia para la salud
integral de la humanidad

J\MMFE

Asociacién  Mexicana  de

Miembros de Facullades y
Escuelas de Nutricion, A.C.

29 AL 31 MARZO 2023

OTORGA LA PRESENTE

Constancia

A Lizette Serrano Molina

por su participacion en la Convocatoria de Trabajo de investigacion en Cartel con el titulo “Evaluacion de productos naturales
derivados de citricos y cubiertas de quitosano en el desarrollo de fumonisinas | n vitro y en jitomate Saladette deshidratado”
dentro del XXXVI Congreso Nacional de la
Asociacion Mexicana de Miembros de Facultades y Escuelas de Nutricion, A.C. (AMMFEN)

Realizado del 29 al 31 de marzo de 2023, en la ciudad de Puerto Vallarta, Jalisco, México.
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Dr. José Quintin Olascoaga Moncada
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FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

4

FACULTAD
¢NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. Lizette Serrano Molina, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053480, y que lleva por titulo
“Evaluacion de productos comerciales y cubiertas de quitosano/aceites esenciales, en el
desarrollo de hongos postcosecha in vitro y en jitomate Saladette” ha sido revisado a satisfaccion
me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra. Dolores Azucena Salazar Pina
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 12 dias del mes de

octubre de 2023. s

Calle lIztaccihuatl Nim. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EM
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx =) \ g 8
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DOLORES AZUCENA SALAZAR PINA | Fecha:2023-10-13 13:35:08 | Firmante
SZIR6+01h7g3WW+zWF+PJFePBNuDEXIANTPCSBrExu2ZJACgU6V+MttXyQkleggBwSMKWTmGCX8JcAlazaZL CIZ7QjIKyk8dfCsIIY TEGFASKK3XQgzTFFChNcGmnFAKITX
K28c7HY3z6ypjo/RT52EXMI1J4qaiSr/HIDNJdhj3bBW5bVxwibWbagAdFopLC4rom87yJAY Patf3ub7j6eyrvCT4By/77EcLXrdz0jk5CIKY+J70w6F622giecJOAIBn1JBvvIigUm6EDY
DNytkX7Y2//qOWsIMNn5+zIwHUQKxjgnInJ6SLH1eP2pYZ0OFqbbQyNDJ175NUEgHU2xyA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

UvQOO06HI8

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/OFDcNaGRMCUN5Pg19tcGfZsHpD1KeDhqg
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ESTADO DE MORELOS
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MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. Lizette Serrano Molina, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053480, y que lleva por titulo
“Evaluacion de productos comerciales y cubiertas de quitosano/aceites esenciales, en el
desarrollo de hongos postcosecha in vitro y en jitomate Saladette” ha sido revisado a satisfaccion
me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra. Ollin Celeste Martinez Ramirez
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 09 dias del mes de

octubre de 2023. s

Calle lIztaccihuatl Nim. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EM
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx =) \ d 8
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

OLLIN CELESTE MARTINEZ RAMIREZ | Fecha:2023-10-12 13:33:00 | Firmante
LuCjiwDth9je7Ko38wFY6mgklr607zh8uGM6RpjeaWVIOHINSRB8SWZ0Zmq2iv7gwayoZZGeRcEdxRYYc8WkfleutTjSAhOz2vdpHWYyy8IrkBy+GpRifF1XR3n2G691UTaop9sZChz
odgemneJ9esb3DTOjjUyl9Zs2XJatCTWWCn1R9jJu91luvdzsppKygla7NMgjozni9oyL DHpQwx5hnrkyNHzPx3QbLmacopnyabl5J+0yZJsilVsSxivwlv2YpwzfOWRRsoWTydqgsdPJr
ihSsmnfehb54C4+Bxuu4hQEJp+ToCtBIn1V1VFHZ7r648VQBWtMG+m6BbX+lk1lwQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

JO72eQRtl

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/sGs6v4SI2tE4kommHKg3de7qgvJ6PANr
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MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. Lizette Serrano Molina, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053480, y que lleva por titulo
“Evaluacion de productos comerciales y cubiertas de quitosano/aceites esenciales, en el
desarrollo de hongos postcosecha in vitro y en jitomate Saladette” ha sido revisado a satisfaccion
me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra. Margarita de Lorena Ramos Garcia
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 10 dias del mes de

octubre de 2023. s

Calle lIztaccihuatl Nim. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EM
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARGARITA DE LORENA RAMOS GARCIA | Fecha:2023-10-16 11:50:54 | Firmante
BoMZBgyCmWAUCG72F2vIKLUuSbCm7n8dxPW0OOGBDT2Wp0o0J932cCyDw+ZRbTThk1/jvZ9Ba+In+0oH8jFU3DGiXUXWWZAZrXpk+c2lbcD4T6177/bjwibs8jfmTeaOBhOzXjoS
W1InTkiwUwPLW1pNwQ8+tIDFdhm3loYMhfl/TS/ilgbjWd7egH4xsUNwisGARvwwhbCf/HrI3IAr5Fh304Ebje/I1EnrsvJj1sn78YxxvmOdc/pjquUvrKKoPmOXfXx1vBMt1JLEcDMeqgim
5eX818VpLEREG5pkm2QhNJiL+vWQHJIZGINn8FDPSKRLiIJgmFd3zRebPaOctlinyJ6VIA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

T4VdvwuGF

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/JkXVZ49dLgGI5KdJeQ4fhOrxipsHewcex

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/JkXVZ49dLgGI5KdJeQ4fhOrxipsHewcx

FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

4

FACULTAD
¢NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. Lizette Serrano Molina, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053480, y que lleva por titulo
“Evaluacion de productos comerciales y cubiertas de quitosano/aceites esenciales, en el
desarrollo de hongos postcosecha in vitro y en jitomate Saladette” ha sido revisado a satisfaccion
me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra. Silva Bautista Bafios
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 7 dias del mes de
noviembre de 2023.

o LA
Calle Iztaccihuatl Nam. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EM
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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SILVIA BAUTISTA BANOS | Fecha:2023-11-08 07:24:50 | Firmante
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

mrCoGVIBR
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Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. Lizette Serrano Molina, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053480, y que lleva por titulo
“Evaluacion de productos comerciales y cubiertas de quitosano/aceites esenciales, en el
desarrollo de hongos postcosecha in vitro y en jitomate Saladette” ha sido revisado a satisfaccion
me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retine los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra. Maria Alejandra Terrazas Meraz
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 10 dias del mes de
noviembre de 2023.

o LA
Calle Iztaccihuatl Nam. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EM
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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