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“Control de la pudriciéon peduncular del fruto de aguacate (Persea americana Mill cv

Hass) con derivados vegetales”.

RESUMEN

La enfermedad de pudricién peduncular del aguacate, la cual, se presenta en poscosecha, es
uno de los factores que incrementan los costos de produccién y limitan su exportacién. La
restriccion al uso de fungicidas convencionales limita el uso de tratamientos poscosecha, por
lo cual, el manejo de fruta fresca de aguacate en Michoacén, es un area de oportunidad
comercial y académica para proponer componentes vegetales como principios activos en
calidad de sustancias GRAS (Generally Recognized As Safe) de una formulacién para el
control de la pudriciéon peduncular de aguacate y su conservacion hasta su consumo. En este
trabajo, la resistencia de los hongos causales de pudriciéon peduncular a los fungicidas
reportados para su control se evalud in vitro e in situ. Todos los aislados fingicos evaluados
presentaron resistencia, entre los cuales destacé Colletotrichum acutatum. Posteriormente,
un estudio biodirigido con especies vegetales arboreas y medicinales endémicas de
Michoacan se realiz6 en la busqueda de componentes con actividad antifiingica. De estas
especies vegetales, Tagetes lucida mostré ser la mds efectiva in vitro. Esta planta, se
selecciond para el desarrollo de una formulacién, compuesta por el extracto cloruro
metilénico de flor de 7. lucida encapsulado en quitosana. La formulacién se evalué con los
hongos de la pudricion peduncular y el resultado fue que inhibid el crecimiento de los hongos
causales de pudricién peduncular in vitro y disminuy6 la severidad de la enfermedad en el

fruto de aguacate (in situ).

Palabras clave: aguacate, pudricién peduncular, antifingico, derivado vegetal, formulacion.



“Control of the peduncular rot in the avocado fruit (Persea americana Mill cv Hass)

with vegetable derivatives”

ABSTRACT

Stem end rot avocado disease, which, occurs in postharvest, is one of the factors that increase
production costs and limit its export. The restriction to the use of conventional fungicides
limits the use of postharvest treatments, therefore, the management of fresh avocado fruit in
Michoacan is an area of commercial and academic opportunity to propose plant components
as active ingredients as GRAS substances (Generally Recognized As Safe) of a formulation
for the control of stem end rot in avocado and its conservation until its consumption. In this
work, the resistance of the fungal peduncular rot to the fungicides reported for their control
was evaluated in vitro and in situ. All fungal isolates evaluated showed resistance, among
which Colletotrichum acutatum stood out. Subsequently, a biodirected study with endemic
tree and medicinal plant species of Michoacdn was carried out in the search for components
with antifungal activity. Of these plant species, Tagetes lucida proved to be the most effective
in vitro. This plant was selected for the development of a formulation, composed of the
methylene chloride extract of 7. lucida flower encapsulated in chitosan. The formulation was
evaluated with the fungi of the peduncular rot and the result was that it inhibited the growth
of the fungi causing peduncular rot in vitro and decreased the severity of the disease in the

avocado fruit (in situ).

Keywords: avocado, peduncular rot, antifungal, vegetable derivative, formulation



1. INTRODUCCION

La importancia en el manejo de fruta fresca (aguacate) en Michoacdn demanda sanitizantes
naturales para su conveniente y mejor conservacion hasta su consumo. Un drea de
oportunidad comercial y académica es proponer un sanitizante alternativo a base de
componentes vegetales. La intencioén principal de este trabajo, fue la obtencién de una
formulacién sanitizante a base de componentes vegetales para uso en la conservacion de la
fruta fresca, aguacate. Para ello, las siguientes preguntas se plantearon: ;Cudl es la resistencia
a los fungicidas convencionales de los hongos causales de la pudricion peduncular de
aguacate registrados en Michoacan?, ; Qué componente vegetal tiene la propiedad de inhibir
a los patégenos que causan la pudricién peduncular de aguacate? y ;Una formulacion se
desarrollaria con el mejor componente vegetal con efecto antifungico en funcién de la
normatividad para disminuir la pudricion peduncular en frutos de aguacate?

La estrategia de esta investigacion, inicié con una evaluacién comparativa de efectividad
antimicrobiana entre extractos vegetales. Aunado a ello, se evalud la resistencia flingica de
un grupo de aislados que causan pudricion peduncular en el fruto de aguacate (PPA) a los
fungicidas que se usan para su control en precosecha. En poscosecha, solo algunos paises
permiten el uso de fungicidas como el tiabendazol. Sin embargo, su uso ain se encuentra
restringido por las normas de calidad y los estandares de inocuidad establecidos por los paises
importadores de este fruto. La resistencia observada en dos ambientes (in vitro e in situ)
propiciaron la bisqueda de componentes vegetales para el control de esta enfermedad
(Espinoza Madrigal et al., 2018). Los resultados de efectividad antimicrobiana de los
extractos y los resultados del anélisis de factibilidad de la obtencién de los mismos,
permitieron establecer el criterio de decision para elegir el componente vegetal que se utilizé
para el disefio de obtencion de la formulacion. Con el mejor componente vegetal bioactivo,
se formul6 el producto de interés que serd el inicio de una nueva linea de productos
antimicrobianos formulados, para utilizarlos como conservadores de fruta fresca (aguacate).
Esta estrategia de trabajo en el desarrollo tecnoldgico de extractos vegetales biocidas, es
la base para la invencion de nuevos desarrollos tecnoldgicos para ser aplicados en los
sectores; agropecuario y de servicios. Los componentes y las concentraciones que se usaron

en la formulacién se establecieron de acuerdo a la normatividad de salud mexicana vigente,
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relacionada al sector al que va dirigido el uso de la formulacién. La actividad antifiingica fue
la bioguia en la formulacidn y se utilizaron microorganismos silvestres (aislados puros) de la
pudricién del pedinculo del aguacate (PPA). Una vez establecida la potencial formulacion,
fue ensayada in situ.

El importante progreso en el incremento de la produccién de aguacate a nivel mundial, ha
significado en los dltimos afios un aumento en el comercio internacional de este fruto, que
satisfacen las demandas de consumo en regiones donde no puede ser cultivado o donde el
volumen de produccién es insuficiente para el mercado interno. México, es el productor
numero uno de aguacate, un fruto de valor econdémico y nutricional en el mundo. Michoacédn
es lider productor, destina 167 mil 745 hectéreas a este cultivo, en las cuales se producen 195
mil 042 toneladas (94 % de la produccién nacional) (SIAP, 2019). Sin embargo, como
alimento perecedero, es susceptible al deterioro por microorganismos patégenos como los
hongos, los cuales pueden permanecer en un estado quiescente y ocasionar dafio cuando el
fruto madura, es decir en poscosecha. Las enfermedades son de los factores que incrementan
los costos de produccion hasta un 40 % y limitan la exportacién al demeritar la calidad de la
fruta (15-30 %), ademads de la restriccion al uso de plaguicidas convencionales aceptados
debido a efectos adversos como dafio ambiental e induccion de la resistencia microbiana
(APEAM, 2018).

A nivel mundial, para aguacate (Persea americana Mill) se reportan 50 agentes
fitopatogenos, responsables de 30 enfermedades, asi como 12 desordenes fisioldgicos. De
todos estos problemas fitosanitarios destacan las enfermedades causadas por los hongos por
su amplia distribucién y facil diseminacién (Téliz, 2000). Una de las enfermedades de mayor
incidencia en las plantaciones de la regidon aguacatera de México que se presenta en pos-
cosecha es la pudricidon peduncular o stem-end rot y puede ser severa si las condiciones de
almacenamiento de los frutos no son las adecuadas (Menge y Ploetz, 2003). La pudricion
inicia en la regién de union del fruto con el pedinculo. En la pulpa se observan lesiones
conspicuas definidas de color café oscuro a negro, avanzan desde la parte apical y
eventualmente invaden todo el fruto a medida que la maduracion progresa. Los patdgenos
causales de la pudricion peduncular del aguacate (PPA) generalmente son hongos endoéfitos
que forman consorcios con patdgenos oportunistas. Las especies filingicas presentes

dependen de las condiciones ambientales, de la zona productora de aguacate y es
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extraordinariamente cambiante en composicion. El control de la PPA michoacano es
obstaculizado por factores bioldgicos y de manejo de cultivo, asi como de comercializacién
y de sanidad tales como las restricciones arancelarias, fitosanitarias, inocuidad alimentaria e
idiosincraticos.

La zona aguacatera michoacana tiene descritos estudios pioneros en los que se reporta la
presencia de los hongos Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioides, Diaporthe
phaseolorum, Oligoporus sp y Phomopsis viticola (Espinoza Madrigal et al., 2018). Sin
embargo, la PPA puede ser controlada por otros medios tales como los fisicos o bien con
sustancias microbicidas que no generan resistencia y que son reconocidas como sustancias
seguras o sustancias GRAS (Generally Recognized As Safe) catalogadas asi por US-FDA
(Food and Drug Administration-USA). Este organismo es quien regula la inocuidad
alimentaria en los Estados Unidos de América y por ello es la referencia, debido a que es, el
principal pais importador de aguacate michoacano.

Reportes cientificos y patentes, demuestran y proponen que las sustancias GRAS son ttiles
para la conservacion de alimentos vegetales y de productos carnicos. En ellos, se demuestra
que estas sustancias son controladores del crecimiento y proliferacion microbiana. Entre las
sustancias GRAS se encuentran los compuestos volatiles y los aceites esenciales vegetales.
Todos ellos obtenidos de condimentos vegetales y plantas medicinales ampliamente
aceptados en las sociedades estadounidense, europea y japonesa, los principales mercados
del aguacate michoacano. México es uno de los paises con mayor nimero de especies
animales y vegetales, esto lo ubica como la cuarta nacién dentro de los paises denominados
megadiversos. También, se encuentra entre los cuatro con el mayor nimero de plantas
vasculares, de las cuales, se han descrito mas de 25 000 de un total de 27 000 y 30 000
estimadas, una gran proporcion es endémica del pais (Sarukhan er al., 2017). Michoacan,
ocupa el quinto lugar a nivel nacional. En la entidad se reconocen 20 tipos de vegetacion y
se estima una riqueza de aproximadamente 6 000 especies de plantas vasculares, la mayor
parte correspondiente al grupo de las angiospermas. Aunque la cubierta vegetal de
Michoacan estd conformada por una gran cantidad de plantas, destacan las formas arbdreas.
A pesar de que no todas las especies arborescentes son elementos dominantes en las

asociaciones vegetales, si contribuyen de manera importante a la estructura y composicion
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de las mismas. Las especies de plantas, desde briofitas hasta angiospermas, suman mds de
225 000 especies.

Las familias con mayor ndmero de especies son las compuestas, las leguminosas o fabaceas
y las gramineas, que en conjunto suman alrededor de 32 %. La familia de las leguminosas
cuenta con 95 géneros y 490 especies aproximadamente (Villasefor, 2005). Esto representa
una alternativa para explorar su fitoquimica en la busqueda de moléculas novedosas con
efecto antifingico para el control de la PPA. Un recubrimiento comestible desarrollado con
un polimero como la quitosana que atrapa o mantiene en su superficie al principio activo y
lo libera controladamente, representa una forma viable de aplicacion. Por ello, se propuso la
obtencién de una formulacién con un componente vegetal como principio activo de plantas
utilizadas en la medicina tradicional con propiedades antimicrobianas y de plantas nativas

mejor representadas en la flora michoacana que controle la PPA.



2. JUSTIFICACION

Una de las causas que afectan la calidad y la exportacién del fruto de aguacate michoacano
es la micosis denominada pudricién de pedinculo. La restricciéon al uso de productos
quimicos en poscosecha en los mercados importadores y la idiosincrasia del productor,
conlleva a la generacién de una formulacién con principios activos de origen vegetal en la
categoria de sustancias GRAS que permitan el establecimiento de control de la pudricién

peduncular y por lo tanto coadyuvar a la solucién de este problema.



3. HIPOTESIS

La pudricién peduncular de aguacate se controla con una formulacién a base de un derivado

vegetal inocuo.

4. OBJETIVO GENERAL

Controlar la pudricién peduncular con una formulacion a base de un derivado vegetal inocuo

con propiedades antiftingicas.

4.1 Objetivos particulares

1. Determinar la resistencia a los fungicidas convencionales de los hongos causales de la

pudricién peduncular de aguacate registrados en Michoacan.

2. Obtener el componente vegetal con efecto antifliingico contra patégenos que causan la

pudricién peduncular de aguacate.

3. Disefiar la formulacion con el mejor componente vegetal con efecto antiftingico en funcién

de la normatividad.



S. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Diseno de una formulacién con Escrutinio in situ
el componente vegetal mas I:> + Indice de severidad
activo con propiedades <::| * Porcentaje de
antifingicas efectividad
Sensibilidad in vitro
a los fungicidas para
el control de la PPA

Escrutinio in vitro en hongos
causales de PPA

F (Método de difusion en agar)

Obtencion de

los extractos ﬂ

ﬁ Analisis quimico del
extracto con mayor

Coleccién de actividad antifingica
biomasa de las

especies vegetales

La estrategia experimental se llevé a cabo de la siguiente manera:

1. La sensibilidad in vitro a los fungicidas para el control de la PPA se evalu6 con el
método de difusion en agar. Con este método se observé la resistencia de hongos de la
pudricion peduncular a fungicidas convencionales. Un grupo de hongos, se seleccioné con
los siguientes criterios: 1) un aislado de cada género que se evalué y 2) con mayor indice de
crecimiento (relacion entre el crecimiento tratado y el control), los cuales se usaron para los

siguientes experimentos.

2. Coleccion de biomasa de las especies vegetales. Las especies vegetales se colectaron en
La Huacana, en la orilla de la carretera Morelia-Pédtzcuaro y en un mercado local para adquirir

la materia prima y obtener extractos.

3. Obtencion de extractos. El material vegetal que se colectd, se sec6 y se obtuvieron

extractos por el método de maceraciones sucesivas. Este método practico permitié la
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extraccion de los componentes de la planta de acuerdo a su polaridad para evaluarlos con los

hongos de la pudriciéon peduncular.

4. Escrutinio in vitro en hongos causales de PPA. Los extractos que se obtuvieron, se
evaluaron con el método de difusion en agar. Es un método prictico para evaluar el efecto
antimicrobiano de diversas sustancias en un medio sélido, es este proyecto contra hongos de
la pudricién peduncular. Con este método se determind el indice de crecimiento que relaciona
el crecimiento del hongo con un tratamiento y el crecimiento del hongo control. Este indice
de crecimiento fue de utilidad para seleccionar los extractos que presentaron efecto
inhibitorio.

5. Anadlisis quimico del extracto con mayor actividad antifiingica. Los extractos efectivos
se fraccionaron por cromatografia en columna para purificar los compuestos mayoritarios.
La fase estacionaria fue gel de silice y la mévil mezclas de hexano-acetato de etilo. Las
fracciones se analizaron por Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno y se identificaron

los compuestos puros.

6. Disefio de una formulacion con el componente vegetal mas activo con propiedades
antifingicas. La formulacion se elaboré con quitosana y el extracto mas efectivo en el
escrutinio in vitro. Este polimero se selecciond por ser sustancia GRAS, es flexible y permite
atrapar componentes en su interior. El método de precipitacion se utilizé por ser practico, usa

pocos componentes y no requiere infraestructura sofisticada.

7. Escrutinio in situ. Este experimento se llevé a cabo para evaluar el efecto de la
formulacién en la severidad de la pudriciéon peduncular en el fruto de aguacate inducida por
el hongo Colletotrichum acutatum por ser el mas agresivo y resistente. Los frutos se
colocaron en contacto directo tanto con el patdgeno como con la formulacion en el sitio donde
fue retirado el pedinculo, lo cual, propici6 a la generacién de la pudricién. La efectividad
por parte de la formulacion se evalué con la escala de severidad de la enfermedad que denota
los grados de avance del dafio en el fruto. Es una escala visual con valores establecidos de
acuerdo a la pudricién: O (fruto sano), 1 (fruto con dafio en la parte apical), 2 (fruto con

lesiones que avanzan a la parte basal) y 3 (dafio total del fruto y ablandamiento de la pulpa).
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6. RESULTADOS
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Potassium Bicarbonate on Stem End Root Avocado
(Persea americana Mill. Var Hass)
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Abstract

Background: Strict food safety regulations and a shift of the social trend towards consumption of foodstuffs
produced without conventional pesticides motivate the search for new substances safe to humans and effective in the
control of stem-end rot (SER) in ripening avocado fruit a damage caused by endophytic fungi, a cause of the loss of
the fruit’s food quality during storage. The aim of this research was to assess the effect of the potassium bicarbonate
(KHCO3) during the artificial induction of SER in Hass avocado as a possible postharvest application in avocado Material

and Methods: Potassium bicarbonate was assessed as a generally recognized as safe (GRAS) substance for control of
SER in avocado. We assessed the fungi sensitivity to conventional fungicides azoxystrobin, benomyl, copper
sulfate and tiabendazole, rol of the presence of peduncle, index of severity of SER, and effectiveness of sodium
bicarbonate in ‘Hass' avocado fruits (Persea americana Mill.) that were artificially infected with the wild fungi
Colletotrichum acutatum and Phomopsis viticola.

Results: Presence in the fruit of peduncles did not prevent colonization by fungi. Of four fungicides used in avocado
harvest, azoxystrobin exhibited a major effectiveness value. P. viticola was more sensible to assayed fungicides than C.
acutatum. Potassium bicarbonate prevented artificially induced SER lowering the severity of the fungal damage with 40
to 50 % effectiveness.

Conclusion: These results show that potassium bicarbonate is effective to reduce the incidence and severity of SER in

‘Hass’ avocado fruits, and motivate to pay more careful attention to the search for alternative disease control
measures.

Keywords: Avocado, fungicides, peduncle, potassium bicarbonate, stem end rot (SER).

““Corresponding author: Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo, Francisco J. Mlgica s/n, Col. Felicitas Del Rio, Morelia, México.
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Espinoza Madrigal et al.

Introduction

Worldwide, the social movement towards
consumption of safe foodstuffs is becoming
generalized and their demand is growing. Likewise,
implementation of social and industrial actions to
achieve an environmentally friendly biotechnological
production is currently an accepted social trend. In
parallel, the increase in human diseases associate to
aging appearing with age in all cultures induces a
dedicated care for feeding habits (Stambler et al,
2018), which has generated a new market for
consumption of foodstuffs produced without
conventional pesticides. These circumstances pose a
challenge for the production of high quality and safe
foodstuffs that fulfill the consumers’ expectations, as in
the case of ‘*Hass’ avocado fruits (Persea americana Mill.)
susceptible of suffering peduncle rot. Stem end rot
(SER) in avocado fruits causes’ severe postharvest
economic loses and is devastating during prolonged
storage, because it reduces fruit quality and limit
their marketing (Obianom and Sivakumar, 2018).
SER manifests itself in the apical and internal parts of
the avocado fruit at the insertion of the peduncle. The
damage made by the fungi is not seen until the
epidermis is removed from the fruit. Several fungal
consortia  characteristic  of different avocado
production areas are the cause of SER. In Israel, the
main cause of avocado peduncle rot is Botryosphaeria
rhodina, and in South Africa, it is Fusiccocum luteum and
Nectria pseudotrichia (anamorph: Tubercularia laterita),
in Australia and New Zealand, B. ribis and F. luteum, in
the USA the most common cause of the disease is 5.
dothidea, and in Italy, it is caused by the fungi
Neofusicoccum parvum, Colletotrichum
gloeosporioides, and C. fructicola (Guarnaccia et al,
2016, Menge and Ploetz, 2003). The fungal consortium
reported to cause SER in Mexico is dominated by C
acutatum, C. gloeosporioides, Oligoporus sp., and
Phomopsis viticola (Vidales Fernandez and Sanchez
Pérez, 1991). Several preharvest practices are applied
for the control of these pathogens causing SER in
avocado. However, such practices do not always offer
postharvest protection to avocado fruits nor they
avoid the resulting economic loses. Otherwise, the
strict national and international food security
regulations motivate producers to use alternative
production systems, including the use of bio pesticidal
formulations applied as preventive agents of SER,
both microbial and biochemical (D "Amico et al., 2016).
The latter bio pesticides include, among other active
agents, bicarbonates and plant products (Sarkhosh et
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al, 2017). In recent time, plant extracts and
components having antimicrobial activity were
evaluated for postharvest use in avocado fruits, either
alone or combined with commercial waxes and other
polymers (Boonruang etal, 2017, Bill etal, 2014).
Also, antimicrobial unconventional molecules have
been proposed for pre and postharvest use in the
cultivation of avocado, e.g., defense enzymes or
carbonates applied by immersion or aspersion are
effective controllers of phytopathogens like Botrytis
cinerea,  Sphaerotheca  mors-uvae  or  Venturia
inaequalis that severely attack shoots, leaves, and
fruits (Glowacz et al, 2017, Wenneker and Kanne,
2010). Carbonates are compounds that are generally
recognized as safe (GRAS) both for humans and
for the environment and that are amply used in the
food, pharmaceutical, and biotechnological industries.
The goal is, therefore, to wuse traditional safe
chemicals with records of use for disease control. There
is strong evidence of the antifungal effect of
unconventional, not toxic compounds like bicarbonates
applied to the production of safe foodstuffs.
Information about the efficiency of these
compounds against the development of
postharvest diseases in avocado is beginning to
become available. In consequence, the aim of this
research was to assess the effect of the
unconventional fungicide potassium  bicarbonate
(KHCO3) during the artificial induction of SER in
Hass avocado as a possible postharvest application in
avocado.

Materials and Methods

Collection and Identification of Tested Organisms
Fungi. The used fungal isolates were of
Colletotrichum acutatum and Phomopsis viticola, and
were obtained from the fungal culture collection of the
Instituto de Investigations Quimico Bioldgicas (IIQB) of
the Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo in Morelia, Michoacdn, Mexico. The fungi
were isolated from ‘Hass’ avocado fruits (Persea
americana Mill.) displaying stem end rot disease. The
pathogens were identified based on the morphology of
colonies and on the characteristics of the caused
lesions. The fungi were grown and propagated in
potato dextrose agar, potato dextrose broth, and
synthetic media. Avocado fruits. A sample of Extra
class (export quality) ‘Hass’ avocado fruits with
peduncle from the august flowering season was
extracted from a lot of fruits for export from an
authorized plantation, which were harvested 24 h
before their sampling. The fruits were selected and
randomly grouped, were physiologically mature for
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their consumption (>21.5 % dry matter), and had a
caliber of >265g (size code 16) (NMX-FF-016-SCFI-
2006 agreement with CODEX STAN-197-1995),

Assay of Prevention of Peduncle Rot in Fruits of
Hass’ Avocado

Assays of prevention of peduncle rot were made in
‘Hass’ avocado fruits with and without peduncles
were done with a modification of experimental
strategy of Sellamuthua ef a/ (2013). The assays with
50 mM potassium bicarbonate, copper sulfate,
azoxystrobin, benomyl, and tiabendazole were made
using the fungi C acutatum and P. viticola, because
these fungi were dominant in the isolation
microenvironment of SER in avocado fruits, were
more frequently present both during isolation and in the
region, and exhibit high virulence. The avocado fruits
were washed with water and dried, labeled, and
afterwards placed in storage chambers at a relative
humidity of 100 % and a temperature of 20 °C. Fruits
were grouped based on inoculation and treatment as
follows: healthy fruit, fruit inoculated with the
pathogen, treated with copper sulfate, treated with
azoxystrobin, treated with benomyl, treated with
tiabendazole, and treated with potassium bicarbonate.
Controls for treatments consisted in uninoculated
fruits treated with the above mentioned fungicides
and with potassium bicarbonate. The peduncles were
removed in sterile conditions and 24 L of solutions of
each one of the treatment substances (fungicides at a

Transylvanian Review: Vol XXVI, No. 30, July 2018

concentration of 1 g/L and 50 mM KHCO3) were
applied in accord to Ordofiez Valencia etal. (2009).

Afterwards, propagules of 25 mm2  of the fungal
isolates were applied to fruits. In the case of avocado
fruits with peduncle, the applied inoculum was
cultured in pine wood splinters. The severity of the
disease was assessed according to the index
of severity of peduncle rot established in the figure 1.

Data Analysis

Assays of prevention of stem end rot were made
with one replicate and nine observations per
treatment, in which one avocado fruit represented one
observation. The severity index of stem end rot and
the percentage of effectiveness were determined
according with the following formulae (Abbott, 1925):
Index of severity, IS = [n(0)+n(1)+n(2)+n(3)]/2n,
where IS = index of severity, n = number of fruits, and
0, 1, 2, and 3 = severity. Percentage of effectiveness:
PE = [(A-B)/A]X100, where PE = percentage
of effectiveness, A = IS of absolute control, B =
IS of treatment. The remaining experiments were
made three times independently and with three
replicates for each one. The regression analysis
equations were: for C. acutatum, y = 0.86 + 0.45x and
for P. viticola, y = 0.32 + 0.4x. The statistical
significance of the experimental results was

calculated by means of Tukey tests (a = 0.05) in the
Statistica 8.0 software.

0 1

2 3

Figure 1: Assessment of the severity of peduncle rot in avocado

Results

Stem End Rot in ‘Hass’ Avocado Fruits Caused by the
Fungi Colletotrichum acutatum and Phomopsis viticola

The SER begins in the stem side of the fruit and
develops as the fruit becomes softened. Figures 1 and
4 show the damage in avocado fruits characteristic of
the infection by the aggressive peduncle rot causing
fungal isolates C. acutatum (Ca) and A. viticola (Pv).
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The evolution of the infection of these two fungi
differs. In both cases the SER begins as a slight
sinking surrounding the site of insertion of the
peduncle in mature fruit, which increases through
time, and the mycelium of the fungi can often be seen
in the scar left after removal of the peduncle. On the
inner side of the insertion of the peduncle, a light to
dark brown color appears extending from the site of
insertion and into the fruit with undulate margins.
The necrotic tissue initially under the epidermis
gradually penetrates towards the center of the fruit
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until invading it completely, causing the root of the
pulp that becomes light brown in color, and
if conditions for infection are favorable, the fungi
can even colonize the seed. Because the decomposition
of the pulp tissue propagates along the vascular tissue
of the fruit, brown longitudinal streaks show along the
fruit. Small brownish violet spots might appear
anywhere inside the fruit, more frequently towards
the peduncle. As the fruit becomes older, the lesions on
the fruit’s surface become larger and turn into dark color
depressions. The fruit wilts and the dark colored surface
can become covered with fungal mycelium and spores
of a greyish brown color. Finally, the rot extends
throughout the fruit pulp, which becomes brown and
liquefied and acquires an unpleasant odor. The
virulence of the pathogenic fungi isolated from
avocado fruits with SER infection was demonstrated
both by the appearance of the symptoms of the
disease by artificial inoculation, and by the
reproduction of the symptoms of peduncle rot in
avocado fruits by the re-isolation and infection of the
fungi.

2.5

Severity Index

0.5

Uninf

B Without peduncle
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The Role of the Peduncle in Stem End Rot of
Hass’ Avocado Fruits Caused by the Wild Fungi C.
acutatum and P. viticola

The peduncle of the avocado fruit can be an
important source of fungal infection, both from the
systemic invasion of endophytes as from the
contamination of the stem wound caused during the
harvesting of the fruit. The SER avocado fruits
inoculated with C acutatum exhibited an index of
severity of 2.4 and with A, viticola, of 1.6 (Figure 2). In
order to determine the role of the peduncle in the
establishment of SER we made a correlation analysis of
the infection in fruits with and without peduncle. The
results of the analysis showed a correlation of r = 0.67
for infection by C. acutatum and of r = 0.49 for infection
P. viticola. The presence of the peduncle did not avoid
infection by the fungi. A differential response was
observed that showed that C acutatum had a high
virulence, while the virulence of P viticola was
moderate.

Ca Pv

W With peduncle

Figure 2: The role of peduncle presence in stem end rot in ‘Hass’ avocado fruits caused by the wild fungi
Colletotrichum acutatum (Ca) and Phomopsis viticola (Pv). SER was induced by fungal inoculation in the fruit cleft joining the peduncle
to the fruit, with an uninfected (Uninf) negative control. Fruits were incubated during eight days at a temperature of 20 °C and 100

% relative humidity.

Effectiveness for the Control of SER in Avocado
Fruits of Conventional Fungicides

In situations in which SER can become a serious
problem it may be necessary to apply conventional
fungicides like those containing the active agents,
azoxystrobin (Azo), benomyl (Ben), copper sulfate (CS),
and tiabendazole (Tia). We determined the
effectiveness for prevention of SER of conventional
fungicides in avocado fruits artificially infected by the
dominant SER causing fungi C. acutatum and P. viticola
(Figure 3). The results of our evaluation showed that
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fungicides had a differential effectiveness in the
prevention of the SER produced both by C. acutatum and
by P. viticola. The application of copper sulfate was
ineffective for controlling the SER caused by both fungi
tested, and application of benomyl and tiabendazole
produced an intermediate level of prevention. The
conventional fungicide azoxystrobin was effective for
the prevention of SER in avocado fruits. Overall,
conventional fungicides were partially effective,
producing a differential level of prevention of SER in
avocado fruits.
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Figure 3: Effectiveness of conventional fungicides for control of peduncle rot in *Hass' avocado fruits caused by the wild
fungi Colletotrichum acutatum (Ca) and Phomaopsis viticola (Pv). The fungicides azoxystrobin (Azo), benomyl (Ben), copper
sulfate (CS), tiabendazole (Tia) were tested together with fungal inoculation in the fruit cleft joining the peduncle to the fruit. Fruits
were incubated during eight days at a temperature of 20 °C and 100 % relative humidity.

Prevention of Peduncle Rot in Avocado Fruits with
Potassium Bicarbonate

An alternative for the control of SER is the use of
natural compounds with fungicidal activity and
without known adverse effects on human health and the
environment (GRAS quality). Bicarbonates are one of
these alternative antifungal substances having the above
mentioned safety characteristics that have attracted the
attention in recent times. In our assays, avocado fruits
showed the presence in them of a certain degree of
microbial load observed as an index of severity of
infection of 0.11 in the control treatment. This
infection might have been due to

endophytic  microorganisms or to  microbial
contamination during the harvesting and storage of
the fruits. In the presence of potassium bicarbonate,
avocado fruits artificially infected with C acutatum
and P. viticola were susceptible of SER with index of
severity values of 24 + 010 and 16 =
0.24, respectively (Table 1). Application of 50
mM potassium bicarbonate to avocado fruits inoculated
with G acutatum and  P. viticola prevented the
appearance of signs of induced SER in the positive
control (Figure 4), with an effectiveness of between 40
and 50 % (Table 1).

Table 1: Effect of potassium bicarbonate in prevention of peduncle rot in ‘Hass’ avocado (P, americana) fruits. Data shown
are averages of nine observations + standard error of severity indexes analyzed by the Student’s t-test.

Potassium bicarbonate (mM) Severity index

Effectiveness (%)

Control C. acutatum P. viticola C. acutatum P. viticola
0 0.11 £ 0.0° 24+0.102 1.6 £ 0.24° - -
50 0.22 £0.14 = 1.4 +£0.17°b 0.8 £ 0.22b 40 50
17
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Figure 4: Prevention of SER in ‘Hass’ avocado (P. americana) fruits by potassium bicarbonate. Extra quality fruits were infected
with the pathogenic fungi Colletotrichum acutatum (Ca) and Phomopsis viticola (Pv) in the presence (B) and absence of 50 mM
potassium bicarbonate with an uninfected (Uninf) negative control. Fruits were incubated at a temperature of 20 °C and 100 %
relative humidity and the severity of rot was evaluated after eight days.

Discussion

The current challenge faced by food producers is
to produce safe foodstuffs, of high quality, and
attractive enough to fulfill the expectations of
consumers. An example are avocado fruits having an
important content of nutrients like folates, Selenium,
Zinc, Calcium, Iron, Magnesium, Potassium, Sodium,
Copper and Manganese (Comerford et al, 2016,
Dreher and Davenport 2013, Martinez Pacheco et al.,
2011, USDA, 2004). Meeting this challenge implies
obtaining foodstuffs without the use of conventional
pesticides in an expanding high value market like
that of *Hass’ avocado fruits, in which the production of
disease free product is evidently implied. In this
case, the challenge includes the control of the
devastating postharvest stem end rot (SER) disease of
avocado fruits. SER can be controlled by means of
adequate preharvest practices including appropriate
field sanitation, harvesting, and immediate cold
storage of harvested fruits. However, these preharvest
practices do not always prevent the SER or avoid
economic loses. Fungi are one of the causal agents of
SER in avocado fruits and poor storage practices favor
its propagation, which generates important economic
loses. The virulence of fungi previously isolated from
avocado fruits with SER symptoms was verified by
reproduction of such symptoms by artificial
inoculation with these isolates, the disease
manifesting both in peduncles and in the zone of its
attachment to the fruit. As mentioned above, it may be
necessary to apply conventional fungicides in
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situations in which SER can be a major issue (Everett et
al, 2011). We found a differential preventive effect of
SER in avocado fruits artificially infected with C
agcutatum and P. viticola by the application of the
tested conventional fungicides copper sulfate,
azoxystrobin, benomyl and tiabendazole. Despite the
latter conventional fungicides are not applied to
harvested avocado fruits, we used them as indicators of
fungal resistance. The assayed fungicides partly
prevented the rotting of avocado fruits caused by C
acutatum, a result that we interpret as fungal
resistance to the fungicides. The exhibited resistance to
conventional fungicides of C acutatum is due to the
pathogen’s long term exposure to them. The fact that
SER in avocado fruits caused by P. wviticola was
prevented to different extent by the tested
conventional fungicides is explained due to the recent
arrival of this fungus to the avocado production zone,
hence the fungus has not been long enough exposed to
conventional fungicides to acquire resistance to them.
Another interesting factor regarding the differential
protection against SER in avocado fruits is the
biological diversity of the fungi (Hewitt et al, 2016).
However, the evidence indicates that these fungi
dominant in SER disease of avocado fruits produced in
the above mentioned region have developed
resistance to conventional fungicides that impedes the
production of SER free Hass avocado. Therefore it is
desirable to achieve control measures that are
environmentally friendly for their application in the
production of avocado fruits in the local orchards,
which are consumed worldwide (Sagarpa, 2015). The
peduncle could be an important source of infection of
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avocado fruits during their shelf life period because SER
can originate from endophytic fungi in peduncles or
through  contamination  during the  harvest
(Johnson, 1997). The effectiveness for the prevention
of SER in avocado fruits of conventional fungicides was
similar in fruits that were inoculated with fungal isolates,
with or without peduncles. What we found was that
SER caused either by systemic endophytic fungi
infection or by microbial contamination through stem
wounds caused during harvest was differentially
prevented by conventional fungicides. If preharvest
SER control measures were deficient, then the
external layers of the fruit's peduncles will be infected
with fungi during cutting, which may disperse fungal
inocula on stem wounds. C. acutatum showed a severe
virulence in avocado fruits either having peduncles or
not, which indicates the fungi is a causal agent of SER,
while the moderate virulence displayed by A. viticola
indicates it is an opportunistic agent. The control of the
life cycle of phytopathogenic fungi by bicarbonates is
recognized since the last century, both in vitro as applied
to the fruit and foliar part of sweet red pepper (Fallik et
al, 1997, Palmer et al, 1997). The effectiveness of
bicarbonates depends on their concentration and the
susceptibility of the target fungus. Differential fungal
sensitivity to conventional fungicides is generally known
between different wild isolates of a fungal species.
However, in the case of bicarbonates, it was observed
in both Sclerotina sclerotium and  Tricoderma sp,
the latter being mycoparasite of the former (Orddfiez
Valencia et al, 2009). Likewise, each  avocado
producing  region harbors its own endophytic and
pathogenic fungi that in consortium and optimal
conditions cause SER in the Hass avocado (Guarnaccia
et al., 2016, Menge and Ploetz, 2003, Vidales Fernandez
and Sanchez Pérez, 1991). In addition, we tested
presence and absence of potassium bicarbonate in
artificially induced SER by C acutatum and P. viticola,
both fungal species found in the avocado producing
region because carbonates and bicarbonates have
ample spectrum antimicrobial activity and are
efficient in postharvest phytopathogen control
(Jamar et al, 2008). Our results showed that
potassium bicarbonate was between 40 and 50 %
effective for controlling SER in avocado fruits caused by
the fungi C acutatum and P. viticola. Our observation
agrees with what Smith ef al  (2011), found when
applying  carbonates  and bicarbonates to ‘Hass’
avocado fruits by immersion and aspersion for
controlling anthracnose caused by the fungus
Colletotrichum gloeosporioides. The main importers of
avocado fruit are the US and European Union, where
the United States Environment Protection Agency
(USEPA) considers bicarbonates as safe for health and
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the environment. Also, in several country producers of
avocado fruit, carbonates are considered within the
authorized products for the control of pests and
diseases. Carbonates and bicarbonates can be used
together with other practices in the elaboration and
processing of agricultural products (NOM-037-FITO-
1995). Therefore, the use of bicarbonate could
significantly contribute to a substantial reduction
in the use of other agrochemicals like
fungicides. In conclusion, bicarbonates have
gained attention due to their proven natural
specificity, biodegradability, low toxicity, and minimal
chemical pollution of ecosystems. Likewise, our
results show that potassium  bicarbonate is
effective to reduce theincidence and severity of SER
in ‘Hass’ avocado fruits, and motivate to pay more
careful attention to the search for alternative disease
control measures.
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Entre plantas ;Por qué Caesalpinia?

Rosa Maris Espinoza Madrigal y Maure Manuel Martinez Pacheco

Cawialpinia pulchernma (Fuente CONABIO)

cuya accidn en el organismo permite la pre-

vencion, el alivio o la cura de una enferme-
dad. La impertancia y el interés en su obtencion se
enfacan en encontrarlo en las plantas. Para esta
dificil laber se hace uso de previc conocimiento
antropolégico y bioldgico, integrado en lo que co-
nocemos come medicina tradicional, también, del
quimico para obtener el principio activo puro y co-
nocer su identidad, asi como det bioguimico com-
binado con herramientas virtuales para determinar
su efecto biclogico deseado o benéfico.

l ' n principio activo vegetal, es una melécula
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“Caracterizacion de aceites esenciales obtenidos a escala piloto de la planta

medicinal Tagetes lucida”

RESUMEN

La presente pasantia de investigacion se realizé en el Centro Nacional de Investigaciones
para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales Tropicales
(CENIVAM) ubicado en la Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Santander,
Colombia, a través del programa de becas de movilidad en el extranjero por parte del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) de México. El propdsito de esta
estancia, fue conocer el proceso de obtencion masiva de aceite esencial de plantas
medicinales y la caracterizacidn quimica de los mismos, asi como la conversidn del estragol
a trans-anetol. Diversas actividades experimentales y académicas se llevaron a cabo y
dieron como resultado el adiestramiento en técnicas de obtencién y caracterizacion de
aceites esenciales de plantas medicinales, la capacitacién en la produccion de aceites

esenciales a escala piloto y en transformaciones quimicas (isomerizacién).

INTRODUCCION

En el marco de la filosofia nicolaita, para establecer un agente de cambio que influya en el
interior de la Universidad y al mismo tiempo que vincule la sociedad y sus sectores
productivos, a través de nexos académicos, cientificos, tecnolégicos, sociales y las artes, se
busco establecer una comunicacién dindmica y permanente en la ciencia, la tecnologia e
innovacion de todos los programas y catedras. Un instrumento administrativo se generé en
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH): el Programa Institucional
de Movilidad que permite a sus alumnos y profesores realizar estancias académicas en una
institucion diferente, nacional o extranjera. Al mismo tiempo, facilita y promueve la
integracion de alumnos y docentes de otras instituciones en los propios programas y
facultades nicolaitas.

En una accion académico-administrativa paralela, el gobierno de México mediante el

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) me otorgd una beca de postgrado para
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la realizacion de estudios de Doctorado en Ciencias Bioldgicas en la opcién de Biologia
Experimental del 01/09/2015 a 01/09/2019 (cuatro afios). Con el proyecto de investigacion
titulado “CONTROL DE LA PUDRICION PEDUNCULAR DEL FRUTO DE AGUACATE HASS CON
DERIVADOS VEGETALES” fui aceptada en UMSNH vy con la direccién cientifica y académica
de los profesores D.C. Rosa E. del Rio Torres (co-directora) y D.C. Mauro M. Martinez
Pacheco (director) ambos adscritos al Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas.

El programa de becas CONACyT ofrece la facilidad de realizar estancias académicas y de
investigacion en el extranjero. Una facilidad que en su momento se exploré mediante la
vinculacidn existente entre las prestigiadas profesoras e investigadoras; D.C. Rosa E. del Rio
Torres (UMSNH) y Elena E. Stashenko Ph. D. encargada del Programa de Investigacidn para
Estancia en la Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia.

La universidad anfitriona, la UIS, es una institucién cuya misién institucional reconoce una
participaciéon activa en los procesos de cambio del entorno social, conducentes al
mejoramiento de la calidad de vida de la comunidad santanderina y colombiana en general,
para una adecuada articulacién con la docencia y la investigacién, teniendo como referente
fundamental los criterios de calidad y excelencia académica. Para el desarrollo de estas
actividades, la universidad establece alianzas estratégicas entre varias unidades académico
administrativas, que facilitan la interdisciplinariedad y la cultura de trabajo en equipo. En
casos especificos, las alianzas se establecen con instituciones externas, que propician a
partir de su experiencia un aprendizaje institucional. Por esta filosofia, el gobierno de
México aceptd la vinculacidn entre ambas instituciones universitarias a través de sus
distinguidas profesoras e investigadoras y se concretd la vinculacidon con mi presencia y
motivante estancia en UIS de este acogedor e interesante pais.

En el Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Aromaticas Medicinales Tropicales (CENIVAM) y particularmente en el laboratorio bajo la
direccién de la profesora Elena E. Stashenko, puse en marcha un proyecto previamente
aprobado por ella y motivo de mi estancia denominado “Caracterizacién de aceites
esenciales obtenidos a escala piloto de la planta medicinal Tagetes lucida”. Al mismo

tiempo, con las facilidades que el ambiente académico, de investigacién, tecnoldgico y
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humanistico que ha establecido la profesora Elena S. Stashenko Ph. D. y con su direccion

para el fortalecimiento de mi habilitacion como joven investigadora: los productos

académicos llegaron inmediatamente. Estos son el motivo del presente informe de

actividades realizadas en la UIS.

Resultados de la estancia

1.

Actividad antifungica del aceite esencial de Tagetes lucida obtenido a escala piloto.

Los resultados obtenidos se integraran para conformar un manuscrito.

TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESOS

En la semana internacional de la ciencia se presento el trabajo “Caracterizacién quimica
del aceite esencial de Tagetes lucida Cav.”, donde se expuso la propagacion de la planta,
la obtencion de su aceite por el método de hidrodestilacion asistida por la radiacién de
microondas y el perfil quimico del aceite. También, se asistié a la conferencia titulada
“Innovacidn y patentes en el sector agroindustrial”.

ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL LABORATORIO

Asistencia a los seminarios y presentacién de avances. Tres cursos internacionales
tedrico-practicos sobre aceites esenciales y plantas aromaticas se llevaron a cabo, en
los cuales participé como instructora.

PARTICIPACION EN CONFERENCIAS

Invitada como ponente de la conferencia titulada “Control de la pudricién peduncular
del fruto de aguacate con derivados vegetales”, en la Universidad de La Paz.
PERSPECTIVAS

Llevar a cabo un andlisis de los compuestos volatiles de la planta T. lucida en sus
diferentes estadios.

Optimizar los parametros de destilacién por arrastre con vapor para obtener mayor
rendimiento de aceite esencial de T. lucida y el andlisis de costos.

Analizar el material vegetal pos-destilado.

Escalar la reaccion de isomerizacion del estragol a trans-anetol.



ANTECEDENTES

Las enfermedades pos-cosecha se encuentran en el grupo de enfermedades de cultivos
econdmicamente importantes y representan un severo problema para la comercializacién.
El factor comin de estas enfermedades es que aparecen cuando el fruto comienza su
maduracion. De esta forma, los sintomas visibles se presentan cuando los frutos se
encuentran en el mercado de consumo. Mientras un fruto se mantiene verde, las
infecciones permanecen en quiescencia, lo que hace imposible su remocidn en el empaque.
Frutos infectados incluso, pueden no ser detectados en las inspecciones de calidad sanitaria
que comunmente se realizan en el empaque. Por lo anterior, el productor queda obligado
a producir frutos de excelente calidad, libres de infecciones latentes de patdgenos pos-
cosecha. Las pérdidas econdmicas que causan los hongos fitopatégenos inducen a la
busqueda de métodos de control con sustancias GRAS con estrategias microbiolégicas y
fitoquimicas, para obtener un componente vegetal capaz de controlar los hongos
fitopatégenos de cultivos de interés.

La produccion agricola se ha intensificado en las ultimas décadas en el mundo debido al uso
de plaguicidas que protegen a los cultivos, lo cual, conduce a una estabilidad econdmica.
Sin embargo, el incremento del uso de estos quimicos causa severos dafios, por ejemplo,
induce resistencia de los organismos patdgenos y dafios irreversibles al ambiente
(Gerhardson, 2002). Ademas, el aumento en el costo de los plaguicidas y la demanda de
alimentos libres de ellos, trae como consecuencia que se busquen nuevas alternativas
econdmicas, menos dafiinas para el humano y el ambiente. Por otro lado, las enfermedades
adquiridas durante el transporte y almacenaje de alimentos perecederos, producen una
gran pérdida econdmica, debido a su contenido de agua, nutrientes y pH, factores
fisioldgicos que los hace susceptibles al ataque de hongos. A nivel mundial las pérdidas pos-
cosecha de alimentos perecederos debido a hongos van del 10 al 50% (FAO, 2015).

Las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas por si mismas antes de que el
hombre se implicara en preservar aquellas de su interés econdmico por sintetizar una gran
variedad de metabolitos secundarios relacionados con los mecanismos de defensa. El

proceso para obtener sus metabolitos secundarios y aceites esenciales es variable y se
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puede lograr por diferentes métodos de extraccidon (Mufioz-Acevedo et al., 2009; Bautista
et al., 2003; Abou-lawdah et al., 2002). Diversos productos derivados de las plantas
presentan efecto antimicrobiano (Pino-Benitez y Stashenko, 2009), lo cual representa un
area de oportunidad académica y cientifica para proponer un componente vegetal con
propiedades antifungicas.

Durante el desarrollo del proyecto doctoral, se llevd a cabo una evaluacion comparativa de
efectividad antifungica de extractos vegetales, aceites esenciales y fitometabolitos para el
control de patégenos fungicos que causan pudricién pos-cosecha de varios cultivos de
interés comercial (Espinoza Madrigal et al., 2017). Los resultados permitieron establecer el
criterio de selecciéon de los componentes de Tagetes lucida Cav. (Familia: Asteraceae,
género: Tagetes, especie: T. lucida Cav.) que se utilizaran en el disefio experimental para el
control de los hongos fitopatdgenos. Interesantemente, los aceites esenciales de T. lucida
(AET/) exhibieron efecto letal y controlador del crecimiento de aislados fungicos
fitopatdgenos. Los AET/ contienen componentes con variada actividad bioldgica entre las
gue destaca la actividad biocida.

Para esta experimentacion, se requiere incrementar la cantidad de AET/ y, a la vez, la
cantidad de biomasa (Tagetes lucida) para extraer los AE. De tal manera que, para su
aplicacion se necesita resolver el problema de la escasez de la biomasa final (AET/). Al
respecto, T. lucida crece naturalmente en la campifia michoacana, se tiene un relativo facil
acceso a su recoleccidon y extraccion de aceites esenciales con rendimiento de
aproximadamente 0.01 %, lo que representa una escasa cantidad y es insuficiente para la
experimentacion que se pretende realizar. Por lo tanto, es necesario conocer la
infraestructura primaria para la produccién de T. Jucida que permita aumentar el
rendimiento de AETI minimo requerido. En Colombia, la doctora Elena E. Stashenko trabaja
en un robusto modelo de produccion de aceites esenciales exitoso. En el cual, involucra la
parte social, antropoldgica y agricola en la produccion de aceites esenciales vegetales a
escala piloto mediante un estudio integral de especies aromaticas y medicinales tropicales
promisorias para el desarrollo competitivo y sostenible de la agroindustria de esencias,

extractos y derivados naturales en Colombia.



El objetivo de la estancia fue conocer el modelo de obtencidn industrial de aceite esencial
de Tagetes lucida, los métodos de caracterizacion de aceites esenciales y modificacion de

metabolitos secundarios para utilizarlo en el control de los hongos fitopatdgenos.

JUSTIFICACION

La pérdida de frutos pos-cosecha como el aguacate Hass ocasionada por hongos
fitopatégenos demanda nuevos componentes para su conservacion hasta su consumo. Los
fungicidas ofrecen proteccidn contra el deterioro ocasionado por ellos. Sin embargo, su uso
se encuentra restringido por su toxicidad. Lo cual, conduce a la busqueda de una alternativa
de origen vegetal para combatir enfermedades en pos-cosecha. Tagetes lucida es una
planta medicinal con propiedades antimicrobianas reportadas, su aceite esencial no se
produce comercialmente el México, lo cual, representa un drea de oportunidad para
conocer su obtencion, caracterizacién de sus componentes y produccién a escala piloto.
Por lo tanto, el propdsito de esta estancia fue conocer el proceso de obtencién industrial
de aceites esenciales de plantas medicinales y su caracterizacion quimica, asi como la

conversion del estragol a trans-anetol.

OBIJETIVOS

1. Adiestramiento en técnicas de obtencién y caracterizacion de aceites esenciales de
plantas medicinales.

2. Capacitacién en la produccidon de aceites esenciales a escala piloto en el desarrollo
sostenible de plantas medicinales.

3.- Transformaciones quimicas.

METODOLOGIA

Propagacion de Tagetes lucida

Las plantas de Tagetes lucida, se compraron en el vivero Follajes de Santander (22 plantas).
km 3,7 Via Piedecuesta-Bucaramanga. Quince plantas se colocaron en el jardin del

CENIVAM, las demads, se propagaron por divisiéon de pie. Dos métodos de propagacion se
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llevaron a cabo, por esqueje y por division de pie. En la propagacién por esqueje, los
esquejes se cortaron dejando de cuatro a cinco nodos, dos nodos sin hojas se introdujeron
en la tierra de la bandeja para su enraizamiento (bandejas para 50 esquejes). En la
propagacion por divisidon de pie, siete plantas se dividieron, se retird la tierra de la raiz, se
separd en manojos que llevaban parte aérea y raiz. Cada division se colocé en una bolsa con
tierra de 15 x 20 cm. Las plantas que se propagaron por esqueje se sembraron en el jardin
CENIVAM vy las propagadas por division de pie en un terreno de 9,3 x 7 m. La siembra se

realizoé de acuerdo con la figura 1.

% % % X
x %X % X

0,8

Figura 1: Modelo de siembra, separacién entre surcos de 0,5 m y entre planta de 0,8 m.

Hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas

La hidrodestilacidon asistida por la radiacion de microondas se realizd en un aparato tipo
Clevenger, con trampa Dean-Stark, adaptado a un horno microondas Samsung modelo
AMWO0113M con potencia de salida de 1200 W vy frecuencia de radiacién 2,5 GHz. El
material vegetal se recolectd, se pesé y se disminuyé el tamafio de particula. 296 g de
material vegetal y 150 g de agua se colocaron en un matraz balén de 2 L. El matraz se colocd
en el microondas, con una alargadera se unié a la trampa Dean-Stark. Las hidrodestilaciones
se realizaron en tiempos de 15 min, por triplicado a 660 Watts. El aceite obtenido se secd

en una pipeta Pasteur con sulfato de sodio anhidro y se guardd en refrigeracién a 4 °C.
Obtencion de aceite esencial por arrastre con vapor a escala piloto

El aceite esencial de T. lucida, se obtuvo por arrastre con vapor en equipos de 100 y 400 L

con tapa en cuello de cisne conectado a un condensador de tubos y carcaza, el vapor se
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generd en una caldera pirotubular tecnik de 6 BHP. El equipo se purgd por 15 min,
posteriormente, el material vegetal se pesd y se colocé en el destilador, se cerrd y se abrio
poco a poco el flujo de vapor. El flujo del condensado se establecié al medir el volumen
obtenido en 1 min. La destilacion en el equipo de 100 L se llevé a cabo por dos horas, con
un flujo de condensado de 120 mL/min y presion de vapor de la caldera de 80 PSI. Mientras
que en el equipo de 400 L el flujo de condensado fue de 500 mL/min. A los tres meses, se
obtuvieron 10 kg de material vegetal. A los seis meses, se obtuvieron 31 kg, los cuales se
dividieron en dos, se cambid la altura del material vegetal para la destilacién, uno fue de
0,7 y el otro de 0,4 m. A los nueve meses se obtuvieron 33 kg, en el proceso se colectaron
fracciones cada 15 min.

Al finalizar el proceso, la llave de paso del vapor se cerrd, el aceite se separd del hidrolato,

se seco con sulfato de sodio anhidro y se guardd en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Obtencion de extractos de T. lucida

Los extractos se obtuvieron mediante maceraciones con disolventes de diferente polaridad.
La planta se dejé secar a la sombra en el vivero. La planta se pesd y se colocd en un frasco
de vidrio por separado, ahi se le adiciond el disolvente hexano, diclorometano o metanol,
se dejaron macerar por tres dias, se filtraron y se concentraron en un rotavapor Heidolph™
a 27 °C, 80 rpm y 250 mbar para el hexano, 40 °C, y 80 rpm para el diclorometano y 35 °C,
60 rpm y 250 mbar para el metanol. El proceso se realizé tres veces.

Una vez obtenido, el extracto se colocd en un frasco limpio y etiquetado, donde se dejé
hasta peso constante para asegurar que no hubiera residuos de disolvente y se obtuvo el
rendimiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de rendimiento de los extractos obtenidos de T. lucida.

Disolvente Peso del material | Peso del extracto | Rendimiento (%)
vegetal (g) (8)

Hexano 34 0,2 1

Diclorometano 33 1 2

Metanol 25 3 1




Microextraccion en fase sélida (SPME)

Tres mg de extracto o 0,3 g de hojas en fresco se pesaron, cada muestra se colocd en
calentamiento a 60 °C junto con 2 mg de tetradecano (patron interno). Una fibra
Carboxen/PDMS se colocd 5 s en el tetradecano y luego se coloco en la muestra de extracto
u hojas, donde se expuso por 30 min. Después la fibra se inserté en el GC-MS (Agilent
Technologies (AT) 6890 Plus) (Palo Alto, California, EE.UU.) acoplado a un detector selectivo

de masas AT MSD 5973 Network a 250 °C por 15 min para la desorcion de los volatiles.

Caracterizacidon quimica por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
La identificacion de los compuestos del AE se determind en un equipo GC Agilent
Technologies (AT) 6890 Plus (Palo Alto, California, EE.UU.) acoplado a un detector selectivo
de masas AT MSD 5973 Network. La separaciéon de los componentes se realizé en dos
columnas capilares, una, con fase estacionaria apolar 5 %-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-5MS,
J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm, D.l. x 0,25 um ds; y, otra, con fase
estacionaria polar de poli(etilenglicol) (DB-WAX, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60
m x 0,25 mm, D.l. x 0,25 um ds, en ellas, se empled helio como gas de arrastre. La
temperatura del puerto de inyeccidon fue de 250 °C, modo de inyeccién split (30:1). La
temperatura del horno se programé de 45 a 150 °C, a 4 °C/min, se aumenté a 250 °C (5
min), a 5 °C/min, y a 275 °C (15 min) a 10 °C/min. Los espectros de masas se obtuvieron por
impacto de electrones con energia de 70 eV. La identificacién de los compuestos del aceite
se realizd por comparacion de los espectros de masas y los indices de retencion lineales
experimentales, con los de las bases de datos ADAMS, NIST y WILEY y los reportados en la
literatura (Babushok et al., 2011).

Actividad antioxidante
La capacidad antioxidante de extractos de T. lucida, se determind con dos métodos:
Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC) y decoloracién del catién-radical

ABTS**
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Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC)

A 10 mg (10 000 ppm) de extracto se les adicioné 1 mL de metanol HPLC. Los extractos se
sonicaron por media horay, luego, se centrifugaron por 15 min.

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos. La reaccién contuvo 25 pL de extracto a 60 o
120 ppm, respectivamente, en buffer de fosfato 75 mM, pH 7,4, 150 uL de fluoresceina (8,16
x 10° mM) y 25 upL de AAPH [2,2’-azobis(2-amidino-propano)-dihidrocloruro]. La
fluorescencia se determind a A=490 nm de excitaciéon y A=510-570 de emisién con un lector
de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulis™//Microplate Multimode Reader. El
Trolox® (160 uM en buffer de fosfato 75 mM) se utilizé como estandar. Los resultados se
expresaron en UM de Trolox®/mg de extracto o AE.

Decoloracion del catidn-radical ABTS**

Una disolucidn del cation-radical ABTS* se prepard a partir de las soluciones de ABTS (7
mM) y persulfato de potasio (2,45 mM). La mezcla se homogeneizé en ultrasonido por 30
min y se guardd por 24 h a 4 °C, en ausencia de luz. A partir de esta disolucidn, se preparé
un stock de trabajo con absorbancia 0,710 = 0,003. Los extractos, se diluyeron en etanol
hasta que se adiciond a cierto volumen de la solucién de trabajo de ABTS*, resultdé en una
inhibicidn entre el 10 y 90% del blanco de absorbencia. La respuesta-concentracion de los
extractos, se calculé como porcentaje de la absorbencia del catién-radical ABTS* sin inhibir
(blanco de reaccidn). La absorbencia se determiné a A =750 nm con un lector de microplacas
Turner Biosystems Inc., Modulis™//Microplate Multimode Reader. El Trolox® (1000 pM en

agua Tipo |) se utilizé6 como estandar.

Isomerizacién de estragol a anetol

La reaccidn se isomerizacidn de estragol a anetol se realizd con aceite esencial de T. lucida,
con la metodologia descrita por Kadarohman et al., 2008 con algunas modificaciones. En un
matraz balén de dos bocas se colocaron 1,2 g de hidréxido de potasio (0,71 M), se disolvié
en 30 mL de etanol al 96%, posteriormente, se adicioné 1 mL de aceite esencial y se colocd
en agitacién por 2 h a 80 °C. Después de las 2 h, se retird el matraz y se dejé enfriar a

temperatura ambiente, se neutralizo el hidréxido de potasio con 3 mL de HCl al 25%. El

v/



producto de la reaccidon se extrajo con diclorometano y agua. Por ultimo, se concentrd en

un rotavapor (Heidolp instruments, Basis Hei-VAP HL, Alemania) y se analizé por GC-MS.

Anilisis de datos

El aceite esencial y los extractos obtenidos de T. lucida se analizaron por GC-MS y SPME por
duplicado y se reporté el porcentaje de drea relativa de cada compuesto respecto al
estandar interno (n-tetradecano). La actividad antioxidante se realizé por triplicado. La
reaccidon de isomerizacidn se llevd a cabo por triplicado y se analizé el producto de Ila

reaccidn (estragol, trans-anetol y cis-anetol) por GC-MS por duplicado.

RESULTADOS

Propagacion de Tagetes lucida

La planta T. lucida se propagd por dos técnicas: (1) esqueje y (2) divisién de pie. Los
esquejes, se colocaron en bandejas en donde la supervivencia fue de 95% en un mes.
Posteriormente, se trasplantaron a bolsa, donde la supervivencia fue de 73% en un mes.
Por ultimo, estas se colocaron en suelo, la supervivencia fue de 67%, con un tamaio de 30
cm de altura. En la division de pie, las plantas divididas se colocaron en bolsa y lograron una
supervivencia de 98% en un mes. Después, se colocaron en suelo y la supervivencia fue de
95%, con un tamafio entre 40 y 60 cm de altura a los dos meses (Figura 2). Acosta de la Luz
y col., 2010 propagaron T. lucida por estacas de yemas terminales y obtuvieron un
porcentaje de supervivencia alrededor del 98% en campo, las plantas no superaron los 60

cm de altura.



Figura 2. Cultivo de T. lucida a los tres meses del trasplante a suelo, plantas en floracion.

Ubicacion: 7°08°31,8 "N, 73°07°07,00.

Hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas

La hidrodestilacién asistida por la radiacién de microondas es un método para obtencién de

aceites esenciales sustentable que utiliza agua como solvente, tiene menor consumo de

energia y es mas rdpido (Chemat et al., 2012). Los aceites esenciales de orégano, romero,

albahaca, ylang-ylang y estragén de invierno se obtuvieron por hidrodestilacién asistida por

la radiacidon de microondas. Los rendimientos se encontraron entre los 0,2 a 2,7% (Cuadro

2).

Cuadro 2. Porcentaje de rendimiento obtenido con diferentes especies vegetales por la

técnica de hidrodestilacién asistida por la radiaciéon de microondas.

Material vegetal Nombre cientifico Familia Rendimiento (%)
Orégano Lippia origanoides Verbenaceae 2,7
Romero Rosmarinus officinalis Lamiaceae 0,6
Albahaca Ocimum basilicum Lamiaceae 0,2
Ylang-ylang Cananga odorata Annonaceae 0,6
Estragdn de invierno | Tagetes lucida Asteraceae 0,5
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La cantidad de agua que se adiciona a la muestra, se debe considerar para la extraccion de
aceite por esta técnica, debido a que hay material vegetal con un elevado contenido de
agua y material vegetal seco. Cuando el material vegetal se destila en fresco, la cantidad de
agua que se sugiere adicionar es la mitad de su peso y cuando el material vegetal esta seco,
adicionar el triple de su peso de agua. La compactacién del material vegetal se debe evitar

si el tamano de la muestra es pequefio, porque puede llegar a quemarse.

El aceite esencial de T. lucida se analiz6 cada mes y se identificaron once compuestos
(Cuadro 3). La planta se encontraba en floracién en los meses de octubre, noviembre,
diciembre y enero. En el mes de marzo, comenzé de nuevo a florecer y en este mes se
encontraron todos los compuestos. Los compuestos B-mirceno, B-ocimeno, metil chavicol
y germacreno D se encuentran presentes en el aceite todo el afio, destaca el metil chavicol
como compuesto mayoritario (>96%). Reglado et al., en el 2011 obtuvieron el aceite
esencial de la hoja de T. lucida y reportaron como compuesto mayoritario al metil chavicol
con el 96,8%. Mientras que, Omer et al., en el 2017 identificaron 22 compuestos, de los
cuales destaca el metil chavicol con 93 y 94% de drea cromatogréfica de plantas crecidas en

Bilbas y Nubaria, Egipto, respectivamente.



Cuadro 3. Andlisis de la composicion quimica del aceite esencial de T. lucida en diferentes meses.

Componente indices de retencién GC Area relativa (%)
lineales
DB-5* DBWax** | Julio Agosto Septiembre | Octubre Noviembre | Diciembre | Enero Febrero Marzo

B-Mirceno®® 989 1160 0,4+0,09 0,4+0,05 0,4+0,05 0,6+0,13 0,6+0,08 0,4+0,08 0,53+0,009 | 0,8+0,03 0,4+0,07
B-Ocimeno®? 1047 1248 0,144+0,006 | 0,2+0,03 0,2+0,01 - 0,2+0,08 0,2+0,12 0,20+0,003 | 0,302+0,0003 | 0,1+0,02
Linalol*® 1098 1541 - - 0,1+0,01 - - 0,1+0,07 0,1+0,02 0,1+0,01 0,1+0,01
Metil chavicol®P< 1205 1666 96,8+0,58 96,7+0,13 96,8+0,27 97,1+0,5 96,9+0,29 97+0,5 98+0,1 97,7+0,02 98+0,1
Anetol*P< 1292 1818 - - 0,1+0,02 - - - - - -
Eugenol®® 1371 2186 - - 0,1+0,02 - - - - - 0,07+0,002
B-Cariofileno*? 1432 1601 - - - - - - - - 0,06+0,0001
B-Farneseno®” 1454 1651 0,1+0,09 0,15+0,013 | 0,2+0,01 0,210,1 0,1+0,04 0,1+0,06 - - 0,10+0,002
Germacreno D*P 1492 1711 0,3+0,08 0,2+0,04 0,2+0,02 0,2+0,05 0,30+0,008 0,2+0,12 0,2+0,02 0,15+0,005 0,25+0,008
a-Farneseno?®? 1504 1743 0,3%0,19 0,1+0,02 0,1+0,02 - 0,2+0,01 0,1+0,06 - - 0,12+0,001
7- 1740 2910 - 0,2+0,05 0,1+0,04 - - - - - 0,071+0,009
Metoxicumarina®®

*Indices de retencién lineales determinados experimentalmente en columna DB-5 (60 m)

**[ndices de retencion lineales determinados experimentalmente en columna DB-WAX (60 m)

a Identificacidn tentativa basada en los indices de retencidn lineales

b Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (El, 70 eV)

c Identificacién basada en el uso de sustancias de referencia
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Obtencién de extractos de T. lucida

Los extractos hexdnico, diclorometdnico y metandlico de T. lucida se obtuvieron por medio
de maceracién, para ello, se utilizé6 material vegetal secado a la sombra. Los rendimientos
variaron de 0,6 a 2% (Cuadro 1) Los compuestos volatiles se identificaron por SPME y se

determind la actividad antioxidante.

Identificacion de los compuestos volatiles de T. lucida por microextraccion en fase sélida
Extractos de T. lucida con diferentes solventes se obtuvieron y se identificaron los
compuestos volatiles por microextraccion en fase sélida. También, hojas en fresco se
analizaron. 25 compuestos se identificaron en total, la mayoria se encontraron en las hojas
en fresco, 13 en el extracto hexanico, ocho en el extracto diclorometdnico y dos en el
extracto metandlico. EI metil chavicol y anetol se encontraron en las hojas en freso, en el
extracto hexdnico y en el extracto diclorometanico. El p-alilfenol esta presente en las hojas
frescas y en todos los extractos. La cumarina solo se identificé en el extracto metandlico

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Compuestos volatiles en hojas en fresco y extractos obtenidos con hexano,
diclorometano y metanol de T. lucida.

indices de GC Area relativa (%)
retencion lineales
Compuesto DBWax* | [Ref.] Hoja Extracto | Extracto Extracto
fresca hexanico | diclorometanico metandélico
trans-3-Hexenal®®? 1141 1139 0,1+0,02 - - -
|3-|\/Iircenof"b 1162 1160 1,4+0,5 - - -
trans-2-Hexenal®®? 1218 1216 0,1+0,02 - - -
trans-B-Ocimeno®? 1250 1250 0,4+0,12 - - -
a-Copaeno?® 1496 1491 - 0,2+0,03 | - -
Linalol*® 1544 1543 0,1210,02 | - - -
a-Bergamoteno®® 1586 1559 - 0,2+0,03 | - -
trans-B-Farneseno®® 1662 1663 - 4,1+0,35 | 8%1,6 -
Metil chavicol>®* 1683 1671 4813,6 8415,5 6119,9 -
Germacreno D*P 1717 1708 - 0,2+0,03 | 1+0,4 -
Anetol#P< 1833 1826 50148 0,610,4 5+0,8 -
Alcohol fenil etilico*® | 1910 1922 - 0,1+0,08 | - -
Metil eugenol®® 2007 2006 - 0,3%0,2 - -




Oxido de 2008 1986 - - 0,3%0,23 -
cariofileno®®

p-anisaldehido®® 2029 2010 - 0,3+0,07 | 3%0,7 -
Triacetina®® 2075 2103 - - 0,6+0,13 -
1-(4-Metoxifenil)-1- 2215 - - 1+0,2 - -
propanona®”

p-Alilfenol®® 2339 2337 0,1+0,03 20,8 615,2 18+7,8
7-Metoxicumarina®® | 2910 2910 - - - 46+17,5

*Indices de retencién lineales determinados experimentalmente en columna DB-WAX (60 m)
a ldentificacion tentativa basada en los indices de retencion lineales

b Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (El, 70 eV)
c Identificacidn basada en el uso de sustancias de referencia

[Ref.] Babushok et al., 2011

Actividad antioxidante ORAC y ABTS

La actividad antioxidante de los extractos hexdanico, diclorometdnico y metandlico de T.

lucida se evalud por dos métodos, capacidad de absorcién de los radicales oxigeno (ORAC)

y decoloracién del cation-radical ABTS*® (ABTS). En ambos casos, el extracto metandlico

mostré mayor actividad, cinco veces mas alta que las sustancias de referencia BHT y a-

tocoferol en el ensayo ORAC, mientras que, en ABTS, las sustancias de referencia tuvieron

mayor actividad. Los métodos ORAC y ABTS exploran mecanismos de transferencia

proténica o transferencia electrénica, respectivamente (Huang et al., 2005), por lo tanto, al

haber actividad por el método ORAC de los compuestos contenidos en el extracto, el

probable mecanismo por el que acttan es por transferencia de protones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividad antioxidante de los extractos obtenidos de T. lucida.

Muestra ORAC ABTS

pmol Trolox®/g de extracto
Extracto hexanico -—- 34+0,5
Extracto diclorometanico 410+ 14 112 +1
Extracto metandlico 2821+20 134 +6
BHT 660 + 4 1827 +5
a-Tocoferol 550+ 13 924 +8




Caracterizacion quimica del aceite esencial de T. lucida obtenido por arrastre con vapor a
escala piloto

El aceite esencial de T. lucida se obtuvo a escala piloto en un alambique de 100 y 400 L. El
material vegetal se corté de forma manual con tijeras de poda, a los seis y nueve meses de
colocar las plantas en suelo. Dos destilaciones se realizaron en el alambique de 100 L con
15,5 kg de material vegetal. En la primera destilacién (D1), el material tenia una altura en el
alambique de 0,7 m y en la segunda destilacién (D2), el material se compactd a una altura
en el alambique de 0,4 m. El rendimiento del aceite esencial fue de 0,8% a la altura de
material vegetal de 0,7 m y de 0,9% a la altura de material vegetal de 0,4 m. El aceite
esencial se colectd en fracciones cada 15 min, en la D2 se obtuvo mayor cantidad de aceite
esencial que en la D1y en menor tiempo, la mayor extraccion se llevé a cabo con el material
a la altura de 0,4 m en 60 min. (Figura 3). En la identificacién por GC-MS, se encontraron
nueve compuestos, f-mirceno, B-ocimeno, linalol, metil chavicol, B-farneseno, germacreno
D, a-farneseno, 6-cadineno y elemol. El metil chavicol, destaca por ser el compuesto
mayoritario con un drea relativa superior al 96%, el B-mirceno, 3-ocimeno vy linalol, se
obtuvieron en los primeros 30 min., mientras que, el resto fue después de los 45 min
(Cuadro 6). También, en la destilacién a 0,4 m a los 30 min, el aceite contiene solo tres
compuestos (Figura 4). En el alambique de 400 L se procesaron 33 kg de material vegetal y
el rendimiento fue de 0,8%. Ocho compuestos se identificaron, destacando el metil chavicol

como el mayoritario, en esta destilacién no aparecieron el 6-cadineno y elemol (Cuadro 7).
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Figura 3. Fracciones del aceite esencial de T. lucida obtenidas a diferentes tiempos por

arrastre con vapor.



Cuadro 6. Identificacién quimica de los compuestos presentes en el aceite esencial de T. lucida obtenidos en diferente tiempo por
arrastre con vapor en un alambique de 100 L.

Componente indices de retencién GC Area relativa (%), tiempo de destilacién (min)
lineales 15 30 45 60 75 90 105
DB-5* DBWax** D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2
B-Mirceno?? 989 1160 0,13 0,09 0,6 0,3 0,7 0,4 0,5 0,4 0,4 0,3 0,35 0,3 0,3 0,4
+0,003 +0,007 10,03 10,02 +0,11 +0,05 +0,05 +0,03 +0,03 +0,06 +0,001 +0,02 +0,04 +0,004
B-Ocimeno 2P 1047 1248 0,04 0,03 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,11 0,12 0,1 0,11 0,12 0,09 0,14
+0,00004 +0,002 +0,007 +0,001 +0,02 +0,01 +0,01 +0,004 +0,006 +0,01 +0,001 0,002 | +0,005 | +0,0001
Linalola® 1101 1543 0,06 0,03 0,03 - 0,02 - 0,02 - - - - - - -
+0,0008 +0,002 +0,001 +0,002 +0,0004
Metil 1216 1667 99,2 99,5 98,7 99,2 98,5 99,04 98,6 98,9 98,7 98,6 98,59 98,2 98,2 96,9
chavicol@b< +0,09 +0,06 +0,05 +0,03 +0,16 +0,007 +0,004 +0,02 +0,07 +0,19 +0,016 +0,09 $0,11 +0,34
B-Farneseno?b 1454 1685 - - - - - - - - - 0,33 0,03 0,1 0,07 0,3
+0,002 +0,008 +0,001 +0,004 10,2
Germacreno 1493 1712 - - - - 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,5 0,36 0,7 0,6 1
Dab +0,001 +0,01 +0,01 +0,02 +0,01 +0,04 +0,0001 +0,05 +0,03 £0,2
a-Farneseno@b 1505 1741 - - - - - - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,12 0,2 0,22 0,4
+0,003 +0,006 +0,002 +0,01 +0,003 +0,01 +0,006 +0,04
5-Cadineno?® 1527 1755 0,03 - - - - - 0,02 - 0,02 - 0,04 0,04 0,05 0,1
+0,006 +0,001 +0,0007 +0,003 +0,003 +0,002 +0,01
Elemolab 1559 2075 - - - - - - - 0,02 - 0,04 - 0,04 0,04 0,07
+0,004 +0,003 +0,003 | +0,003 +0,004
*I'nldices de retencion lineales determinados experimentalmente en columna DB-5 (60 m)
**Indices de retencidn lineales determinados experimentalmente en columna DB-WAX (60 m)
a Identificacién tentativa basada en los indices de retencién lineales
b Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (El, 70 eV)
c Identificacion basada en el uso de sustancias de referencia
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Figura 4. Cromatograma de la fraccidén obtenida a los 30 min de la destilacién con 0,4 m de
altura de material vegetal (D2). Las sefiales cromatograficas (picos) corresponden a (1) /-
mirceno, (2) f-ocimeno, (3) metil chavicol y (4) istd.

Cuadro 7. Identificacién quimica de los compuestos presentes en el aceite esencial de T.
lucida obtenidos en diferente tiempo por arrastre con vapor en un alambique de 400 L.

Componente indices de GC Area relativa (%), tiempo de destilacién (min)
retencion lineales
DB-5* [Lit.] 15 30 45 60 75 90 105
B-Mirceno®P 989 989 02+ |06% 1,5+ 1,6+ 1,3+ 1+ 0,8+
0,04 0,009 0,112 0,15 0,21 0,02 0,32
B-Ocimeno®® 1047 1037 0,1+ 0,5+ 0,7+ 0,5+ 05+ 04+
0,02 0,03 0,05 0,02 0,02 0,12
Linalol>® 1101 1086 0,2+
0,01
Metil chavicol*®¢ | 1216 1195 96 + 97 96 + 94 + 93+14 |91+ 91+
0,2 0,2 0,1 0,12 0,9 0,7
Carvacrol*® 1302 1300 13+ 0,4+ 0,6+ 2t 1+
0,06 0,07 0,14 0,2 0,5
B-Farneseno?®® 1454 1445 0,22 + 0,4+ 0,4+
0,055 0,03 0,3
Germacreno D*P 1493 1480 0,3+ 1,12+ 2+04 3% 2+
0,03 0,009 0,5 2,7
a-Farneseno®® 1505 1504 0,24 + 0,5+ 1+ 2+
0,003 0,05 0,13 1,1

*Indices de retencién lineales determinados experimentalmente en columna DB-5 (60 m)
a ldentificacion tentativa basada en los indices de retencion lineales

b Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (El, 70 eV)

c Identificacion basada en el uso de sustancias de referencia

[Ref.] Babushok et al., 2011



Conversion de estragol a anetol

La isomerizacion de estragol a anetol en el aceite esencial de T. lucida, se llevd a cabo en
presencia de hidréoxido de potasio que funciona como catalizador. Los productos de
reaccion de isomerizacion obtenidos fueron cis-anetol y trans-anetol, los valores que se
obtuvieron fueron 9,7 y 83,5% de area relativa, respectivamente (Cuadro 7). Kadarohman
et al., en el 2008, utilizaron al KOH como catalizador en la isomerizacion del estragol puro,
ellos obtuvieron como productos finales de la reaccidn 20,11% de cis-anetol y 75,69% de
trans-anetol. En este estudio, una similitud se observd en la presencia de los productos,
aunque se observaron diferencias numéricas en las proporciones de ellos. En general, una

observacion similar se obtuvo.

Cuadro 8. Area relativa de los compuestos identificados después de la reaccién del aceite
esencial de T. lucida con KOH.

Compuesto indices de retencién lineales Area relativa (%) pg/mL
DB-5* [Ref.]
R H a,b,c
Metil chavicol 1206 1195 514 3861
cis-Anetol®? 1263 1249 9,7+2,5 15 976
trans-Anetol®"¢ 1298 1282 8316,7 1049

*Indices de retencién lineales determinados experimentalmente en columna DB-5 (60 m)
a ldentificacion tentativa basada en los indices de retencion lineales

b Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (El, 70 eV)

c Identificacidn basada en el uso de sustancias de referencia

[Ref.] Babushok et al., 2011
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7. DISCUSION

El fruto del aguacate es un alimento perecedero, susceptible a la pudricion peduncular
ocasionada por un consorcio de hongos. Los agroquimicos dan proteccién al decaimiento en
pre y poscosecha. Sin embargo, su uso se encuentra delimitado por los paises importadores,
debido a la legislacién de inocuidad alimentaria. Esto, propicia la oportunidad comercial y
académica para proponer componentes vegetales como principios activos de una formulacién
para el control de la pudricién peduncular de aguacate y su conservacion hasta su consumo.
Los hongos de la pudricion peduncular se detectan atn con los tratamientos preventivos en
campo, muestra de ello, son las pudriciones que se observan en los frutos cuando maduran.
El por qué no se eliminan en su totalidad atin no se elucida, una razon es la resistencia y la
forma de aplicacion de los fungicidas que se utilizan para su control, o bien, los hongos
exhiben un comportamiento endofitico.

Cuatro posibles vias de infeccion se proponen que se llevan a cabo para iniciar la pudricién
peduncular: 1) el patégeno llega a las flores y permanece en dormancia hasta que el fruto
madura, 2) el sitio de infeccidn es menos resistente o tiene un microambiente favorable para
el desarrollo de la infeccion, 3) el patdgeno es enddfito de ramas y tronco del arbol y luego
crece dentro del fruto y 4) las esporas o fragmentos de micelio presentes dentro o en la
superficie de las células externas del pedinculo llegan al xilema en la cosecha y crecen dentro
del fruto al madurar (Hartill y Everett, 2010).

En el mundo se reportan diversos géneros flingicos que ocasionan la pudriciéon peduncular
en el aguacate. En Chile se reportan especies de la familia Botryosphaeriaceae (Valencia et
al., 2019), en Sudafrica a Colletotrichum y Lasiodiplodia (Obianom y Sivakumar, 2018), en
Sri Lanka a Colletotrichum, Lasiodiplodia, Pestalotiopsis y Phoma (Madhupani y Adikaram,
2017), en Italia a Neofusicoccum, Diaporthe y Colletotrichum (Guarnaccia et al., 2016), en
Brasil a Neofusicoccum parvum y Botryosphaeria dothidea (Firmino et al., 2016) en
Colombia a Colletotrichum y Phomopsis (Ramirez et al., 2015), en Estados Unidos a Nectria,
Colletotrichum, Phomopsis, Botryosphaeria, Neofusicoccum, Glomerella y Lasiodiplodia
(Twizeyimana et al., 2013). En la region aguacatera michoacana se ubicaron cuatro géneros
de hongos causales de pudricién peduncular; Colletotrichum, Diaporthe, Oligoporus y

Phomopsis (Vidales-Fernandez y Sanchez-Pérez, 1991).

48

-/



La sensibilidad de los aislados fiingicos a cuatro fungicidas que se utilizan para su control en
campo se evalud en dos ambientes: in vitro e in situ. In vitro, la resistencia de los aislados
fingicos se observd. El género Colletotrichum destacd por su dominancia y ausencia de
sensibilidad (resistencia). Por ello, su disminucién o eliminacién atn es un reto por alcanzar.
La evolucién de la insensibilidad a los fungicidas en un caso de adaptacién microbiana a una
presion de seleccion. Los fungicidas pueden eliminar a gran parte de la poblacién fiingica,
pero algunas esporas exhiben menor sensibilidad. Un hecho con el que se distingue una cepa
tolerante que al estar expuesta a la presion de seleccidn logra resistir la presencia del
fungicida (Ortiz-Herndndez et al., 2013). En el experimento in situ, hubo control de la
enfermedad con los fungicidas. Sin embargo, el uso de estos fungicidas se encuentra
estrictamente regulado por las agencias nacionales e internacionales del pais exportador
como del pais importador del fruto de aguacate, por ello, las sustancias GRAS, son una
alternativa porque cumplen con la reglamentacion para su uso seguro en alimentos.

El bicarbonato de potasio es una sustancia GRAS conocida por su uso antifiingico poscosecha
en alimentos (NOM-037-FITO-1995, FDA). En un experimento in situ, el bicarbonato de
potasio, disminuyo la severidad de la enfermedad. Carbonatos y bicarbonatos se aplicaron a
frutos de aguacate Hass por el método de inmersion y aspersion y controlaron la antracnosis
causada por el hongo C. gloeosporioides (Smith et al., 2011; Espinoza Madrigal et al., 2018).
En nuestro modelo de desarrollo de la enfermedad, en el sitio de unidén del fruto con el
pedunculo, después de ser removido, se expuso directamente al hongo para asegurar la
interaccion patdégeno-hospedero. En frutos inmaduros no se aprecia micelio, esto no limita
que esporas se encuentren presentes en estado de latencia. Por ello, la confirmacién de la
efectividad del bicarbonato de potasio con esporas se ensayard en el futuro préximo.
Ademais, en el mejor método de aplicacion del bicarbonato de potasio en los frutos se estd
trabajando. Este modelo de evaluacion de la enfermedad a escala laboratorio, se propone
llevarlo a cabo en otro nivel del desarrollo tecnoldgico; un espacio que simule las condiciones
de almacenamiento, tal como ocurre en las empacadoras. Esta linea de investigacion,
contribuye a extrapolar estas observaciones a otros frutales climatéricos y no climatéricos
para disminuir las pérdidas poscosecha ocasionadas por microorganismos.

Otra perspectiva, es elucidar la evolucion de la resistencia a los fungicidas y dar seguimiento

al consorcio flingico para contribuir a las pricticas de manejo en el uso de antifingicos
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precosecha. El entendimiento del proceso de defensa del fruto de aguacate podria ayudar al
manejo de la micosis. Como es el caso de los dienos antiftingicos que el mismo fruto produce,
cuya presencia disminuye con la maduracion (Bowen et al., 2018). Sin embargo, esto no
limita su uso en poscosecha. En frutos inmaduros de aguacate se demostré que los dienos
inhiben el desarrollo de apresorios o conidios de C. gloeosporioides (Prusky et al., 1991).
Por tanto, los dienos procedentes del deshecho semisolido en la fabricacion de productos
derivados de aguacate es una oportunidad para el manejo del aguacate en poscosecha y
adicionalmente en el manejo del fruto residual.

Esta observacion condujo a seleccionar derivados vegetales. A partir de un grupo de
sustancias GRAS para el control de la PPA, Aun cuando, existen diferentes categorias de
moléculas GRAS cuya actividad antiftingica en el fruto de aguacate se desconoce. Aunado a
ello, el objetivo es que estas sustancias no modifiquen las caracteristicas organolépticas,
cualidades importantes para la venta y compra del fruto.

Las Caesalpinias son arboles endémicos de la regién y pertenecen a la familia Fabaceae
(Sarukhan, 2017), se empieza a conocer su fitoquimica. De ellos, llaman la atencién, aquéllos
con multiples usos. Por ejemplo, los que se utilizan como cercos vivos, porque ademds de
delimitar fisicamente un espacio, brindar sombra, son ornamentales, repelen insectos, lo que
nos indica que producen metabolitos secundarios con potencial para ser investigados.
Aunque, no todas las especies de Caesalpinia evaluadas mostraron actividad antiftingica, no
se descarta que presenten otro tipo de actividad como repelente de insectos, antibacteriana,
citotoxica y alelopatica.

En México, C. coriaria conocida como cascalote, es una excelente fuente de fendlicos como
el 4cido gélico y tanico. Los cudles, en la industria de la teneria se usan y presentan actividad
antioxidante. Extractos hidroalcohdlicos de las semillas de este arbol se obtuvieron. Los
compuestos fendlicos presentes en los extractos, en la semilla presentaron efecto
fungiestatico tanto in vitro e in vivo con el hongo C. lindemuthianum (Veloz-Garcia et al.,
2010). Ademas, el acido tanico obtenido de la hoja de C. coriaria, por sus propiedades
antioxidantes se usO para estabilizar nanoparticulas de plata que presentaron efecto
antimicrobiano (Jeeva et al., 2014), otro uso para el desarrollo de productos. En este trabajo,
C. coriaria, inhibi6 a los hongos de la PPA tanto in vitro como in situ (frutos de aguacate).

La parte de la planta con metabolitos antifingicos efectivos fue la flor. El escaso rendimiento
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en la obtencion del extracto dificulta continuar el estudio quimico, pero no se descarta su uso
combinado con otras sustancias GRAS. En sus extractos metandlicos de hoja y fruto se
encuentran diversos grupos quimicos como los taninos, carbohidratos, saponinas,
flavonoides, alcaloides, fendlicos, glucésidos, proteinas y aminodcidos. Algunas propiedades
antimicrobianas (Anandhi et al., 2014) y citotdxicas se le reportan (Sdnchez-Carranza et al.,
2017). Sin embargo, la separacion de los compuestos presentes en estos extractos, es un
proceso complejo, acompafiado de la identificacion y purificacién de estos a quienes se les
atribuye el efecto observado.

De algunas especies de Caesalpinia se conoce que contienen moléculas como los
vouacapanos o también llamados diterpen cassanos, los cuales presentan actividad
antimicrobiana (Baldim-Zanin et al., 2012). Hasta el momento, en este trabajo se confirma
que C. platyloba y C. pulcherrima cuentan con uno. Sin embargo, que otras Caesalpinias
endémicas los contengan no se descarta. Los diterpen cassanos se distribuyen en varios
géneros de la familia Fabaceae (especialmente en el género Caesalpinia). Presentan diversas
actividades bioldgicas como anti tumorales, anti maldricos, anti inflamatorios, anti virales,
anti microbianas y anti tripanosomiasis (Maurya et al., 2012). El vouacapano que contiene
C. platyloba mostré efecto antiftingico. El estudio de modificaciones quimicas a esta
molécula, proporcionard informacién para incrementar su actividad y evaluar su potencial
GRAS y uso en poscosecha.

Otra especie interesante que exhibio efecto antifingico fue la planta aroméatica medicinal
Tagetes lucida. A la cual, todos los aislados fiingicos fueron sensibles in vitro. Esta planta
tiene diversas propiedades descritas como antimicrobiana (Céspedes et al., 2006),
tranquilizante (Pérez-Ortega et al., 2016), antioxidante (Aquino et al., 2002), anti
inflamatoria (Monterrosas-Brisson et al., 2019), hipoglucemiante (Abdel-Haleem et al.,
2017) y citotoxica. Ademads, la presencia de cumarinas se reportd (Mejia-Barajas et al., 2012).
En los extractos de T. lucida se identificaron y aislaron tres cumarinas; la 7-metoxicumarina,
la 6,7-dimetoxicumarina y la 2-H-1-benzopiran-2-ona,7-(3-metil-2-buten-1-il), se desconoce
si esta ultima es nueva en el género Tagetes y en este momento es un topico en investigacion.
También in vitro, el aceite esencial presentd efecto antifungico. Tagetes es nativa del
Continente Americano, sus especies son cultivadas como plantas ornamentales y estudiadas

por sus propiedades medicinales. También, en el campo de la agricultura se estudian por sus
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actividades antiftingicas, antibacterianas e insecticidas, por lo que, su cultivo, composicién
quimica y propiedades son interesantes (Salehi et al., 2018).

El aceite esencial producido a escala laboratorio no es suficiente para su aplicacion a gran
escala, debido a que los rendimientos son menores del 1 %. Un método por el cual se obtiene
una gran cantidad del aceite esencial es por arrastre con vapor (Arango et al., 2012). Este
método se realiza a escala piloto, lo que permite obtener mayor cantidad. En este proceso se
propone optimizarlo al modificar los pardmetros, flujo de vapor y densidad del material
vegetal para la obtencién de mayor rendimiento del aceite esencial sin modificar la
composicion quimica y escalar su produccion a 1:10. Mediante un disefio factorial de
experimentos como la metodologia de superficie de respuesta para determinar el efecto de
los factores de extraccion en el rendimiento y contenido del compuesto principal (estragol),
como lo reporta Arango et al. (2012) quienes optimizaron el rendimiento y contenido de
timol del aceite esencial de orégano.

El analisis de costos de la destilacion por arrastre con vapor a escala piloto proporcionaria
informacién en torno a lo factible de la obtencién de aceite esencial de 7. lucida, para el
desarrollo de una formulacién que disminuya la PPA. Por otra parte, el material vegetal
posdestilado es un residuo. A partir del cual, metabolitos no voldtiles residuales se pueden
extraer, conocer su composicion quimica y evaluar su actividad antifingica para el
aprovechamiento integral de la planta. Por ejemplo, un extracto con CO» supercritico de
Salvia officinalis L. se obtuvo y se optimiz0 la extraccion de sus antioxidantes (Martinez et
al., 2014).

La variabilidad de los compuestos volétiles de la planta, modificada por factores biéticos y
abidticos a los que se encuentra expuesta y el estado del desarrollo de la planta, atin quedan
por evaluar. Este andlisis proporcionaria informacion de la respuesta de defensa de la planta,
la presencia de quimiotipos y la versatilidad quimica producida en diferentes ambientes.

En México, la planta 7. lucida crece una vez al afio, esto dificulta la obtencion de su aceite
esencial. Por ello, la propuesta es estudiar su cultivo para propagar la planta en condiciones
controladas de invernadero. Para su diseminacion en cualquier época del afio y extenderlo a
otras plantas aromdticas. Al respecto, en los estados mexicanos Morelos y Oaxaca mediante
el proyecto Red Cempoalxdchitl se sembro esta especie por semillas y esquejes en terrenos

abandonados, sin embargo, el crecimiento aun es anual y silvestre.
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Las especies de Tagetes que crecen en México se estudian para su aprovechamiento integral
y conservacion in situ 'y ex situ (Serrato-Cruz, 2014). En Cuba, se evalu¢ el establecimiento
de un cultivo de la planta por estacas de yemas terminales, mientras que, en Italia y Egipto,
se propagaron por semilla (Acosta de la Luz et al., 2010; Marotti et al., 2004; Omer et al.,
2017). La industria de aceites esenciales de plantas arométicas medicinales en nuestro pais
es un area de oportunidad para explorar su produccidn, comercializacion y elaboracion de
productos, para este proyecto una formulacién con un derivado natural.

Diferentes sustancias dan lugar a un recubrimiento comestible y se pueden combinar con
aditivos antimicrobianos cuyo uso se encuentra permitido por las agencias gubernamentales
de México, de Estados Unidos de América (Normas oficiales mexicanas, Food and Drug
Administration) e internacional (Codex Alimentarius). De los polimeros que pueden formar
un recubrimiento se selecciond a la quitosana. Este polimero tiene la propiedad de formar
pequenas esferas y encapsular diferentes sustancias en su interior o en la superficie, esto
favorece su liberacion controlada para prolongar el efecto (Souza et al., 2014). En este
universo de estudio no se descarta el uso de otras sustancias GRAS para el control de la PPA
y de la pudricién en otros alimentos hortofruticolas.

El mejor extracto de 7. lucida en el control fungico se encapsul6 en quitosana. El potencial
Z, el tamaio de particula y el indice de polidispersion se determinaron como indicadores de
estabilidad a los cero y tres meses de su elaboracion. Sin embargo, en el mejoramiento de
esta formulacidn es necesario evaluar otras caracteristicas tales como, organolépticas, fisico-
quimicas y microbiolégicas, las cuéles, proporcionarian mayor informacion de la estabilidad
de las nanoparticulas en suspension para su produccién a mayor escala.

En un ensayo in situ se observé una disminucion en la severidad de la enfermedad. Debido a
que en este experimento, las nanoparticulas se colocaron en el sitio de unién del pedinculo;
se sugiere evaluar otros métodos de aplicacion. Para que la superficie de contacto aumente y
que éste método se replique en un espacio de mayor tamaio que simule las condiciones de
almacenamiento del fruto o bien, alguna de las etapas en el proceso de poscosecha. Un
recubrimiento comestible con quitosana, carboximetilcelulosa y extracto de hoja de moringa
(Moringa oleifera Lam.) se aplic6 en emulsion a frutos de aguacate Fuerte y Hass, lo cual
mejord la calidad y vida media de los frutos (Tesfay y Magwaza, 2017). También, en

perspectiva estd, encapsular el aceite esencial. Asi como, la evaluacién de las caracteristicas
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organolépticas del fruto con la esperanza de que no se alteren por el tratamiento con
nanoparticulas para que sea aceptado por el consumidor. Aunque, las nanoparticulas se
encuentren en la superficie del fruto y la cdscara no se ingiere. Aunado a ello, los
componentes de la formulacién estdn catalogados como sustancias GRAS, por ello, la
propuesta es evaluar la toxicidad aguda y subaguda en modelos animales como lo establece
la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE). La OCDE es un
organismo de cooperacion internacional, agrupa a 36 paises miembros, entre ellos México y
su misién es promover politicas que mejoren el bienestar econdmico y social de las personas
alrededor del mundo. Las directrices de la OCDE para los ensayos de productos, es una
coleccion de alrededor de 150 de los métodos de ensayo acordados a nivel internacional més
relevantes utilizados por el gobierno, la industria y los laboratorios independientes para
identificar y caracterizar los peligros potenciales de los productos quimicos.

Los niveles de madurez de la tecnologia (Technology readiness levels TRLS) inicialmente
los establecié la NASA. Hoy en dia son criterios internacionalmente que acepta y practica el
sector industrial para delimitar el grado de madurez de una tecnologia. En este contexto, este
proyecto se ubica en el nivel 4, que refiere a la validacién de componente y/o disposicion de
los mismos en entorno de laboratorio. El siguiente nivel es la validacion del componente y/o
disposicion del mismo en un entorno relevante. Lo cual, propiciard la produccién a escala
piloto de nanoparticulas y su aplicacion en alguna de las etapas poscosecha.

Cualquier sustancia adicionada de manera intencionada a un alimento para conservarlo es un
tema controversial. El cambio en el pensamiento en el uso de cualquier sustancia quimica en
alimentos es una limitante para el desarrollo de nuevos productos. Sin embargo, los
recubrimientos comestibles son aceptados para su aplicaciéon en algunos frutos. Esto
posibilita un estudio de mercado para gestionar con el productor y el comprador el uso de un
recubrimiento en el fruto de aguacate. Con la evidencia de su efectividad y que cumpla con
la reglamentaciéon en calidad e inocuidad alimentaria sin alterar las caracteristicas
organolépticas del fruto. Para su aceptacién por el consumidor y propiciar el desarrollo
tecnolégico de una formulacidn que controle la pudricién peduncular.

En conclusién, los resultados de este trabajo y las preguntas sefialadas como objetivos del

estudio se pueden responder de la siguiente manera para aceptar la hipdtesis:
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1) Los fungicidas pueden eliminar a gran parte de la poblacidn fungica in vitro e in situ. En
el fruto de aguacate, algunos hongos exhiben menor sensibilidad a los fungicidas de los
grupos quimicos benzimidazoles, sales de cobre y estrobilurinas, mientras que, en el fruto de
guayaba a la dicarboximida y ditiocarbamatos. El hongo C. acutatum destaca por su
resistencia.

2) El bicarbonato de potasio como indicador de sustancia GRAS disminuy9 la severidad de
la pudricién peduncular en frutos de aguacate.

3) Algunas especies de Caesalpinia presentaron actividad antiftingica in vitro e in situ, al
igual que la planta medicinal Tagetes lucida.

4) Las Caesalpininias contienen moléculas que las caracterizan; los vouacapanos. 7. lucida
contiene cumarinas.

5) La planta medicinal 7. lucida destac6 por su potencial antifingico, por lo cual, se
selecciono para el desarrollo de nanoparticulas con el polimero quitosana.

6) Las nanoparticulas de quitosana con extracto o aceite esencial de 7. lucida exhibieron
control de la pudricién peduncular.

7) Los parametros de estabilidad de las nanoparticulas; potencial Z, tamafio de particula e
indice de polidispersion se determinaron.

8) Los componentes que conforman la formulacién con nanoparticulas de quitosana y el
derivado vegetal se encuentran catalogados en el grupo de sustancias GRAS de acuerdo a la
FDA y la NOM.

9) El control de la pudricién peduncular con una formulacién con base en un derivado
vegetal, se valido en el entorno de laboratorio.

Por lo tanto, un derivado vegetal con propiedades antifiingicas se encontré en la planta
medicinal Tagetes lucida, este se encapsuld en quitosana para la generacion de
nanoparticulas. Esta formulacion se elaboré con sustancias GRAS y contribuye a controlar
la pudricién peduncular en frutos de aguacate.

Estos resultados subrayan la importancia y la necesidad del desarrollo de mas experimentos
de aplicacion, estabilidad, organolépticos, toxicoldgicos a mediano y largo plazo,
optimizacion y escalamiento. Los estudios de control bioldgico y preservacion de alimentos
son la base para el sostenimiento de la salud humana, de la economia y el ambiente en

relacion con la nanotecnologia, los metabolitos secundarios vegetales y la conservacion
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saludable de los frutos. De la investigacion presentada en este estudio, la necesidad de un
mayor examen extenso en nanoparticulas es clara. Ademads de los experimentos en ambientes
relevantes existe la necesidad de desarrollar y utilizar mejores y rdpidas pruebas de deteccion

de efectividad.
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8. CONCLUSION

La pudricién peduncular en frutos de aguacate se controla con una formulacién que contiene
un derivado vegetal de la planta medicinal Tagetes lucida.
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10.1 Efecto antifiingico de Caesalpinia platyloba

252 13" REUNION INTERNACIONAL DE INVESTIGACION EN PrRobDuUCTOS NATURALES

Efecto antifungico de Caesalpinia platyloba
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Palabras clave: Caesalpinia platyloba, antifingico.

INTRODUCCION

La pudriciéon de peddnculo en el fruto de aguacate
es una enfermedad que se presenta en pos
cosecha y es ocasionada principalmente por un
consorcio de hongos. Una alternativa para la
obtencién de nuevos antifiingicos son las plantas,
por su origen son biodegradables, no dejan
residuos toxicos y pueden ser utilizados por sus
propiedades biolégicas.

Caesalpinia platyloba (también conocida como
frijolillo) es un arbol que se utiliza en la medicina
tradicional por ejemplo la parte aérea de la planta
se prepara por decoccion, para aliviar los dolores
de muelas, se usa en bafios y cataplasmas locales
contra lepra, sarna y desinfectar heridas.' La hoja y
corteza se utilizan como purga para animales.” Por
lo que para este trabajo se evaluo la actividad
antifingica de C. platyloba en hongos que causan
pudricién peduncular de aguacate.

MATERIALES Y METODOS

Los extractos de fruto, hoja y tallo de C. platyloba
se obtuvieron por maceraciones sucesivas con tres
disolventes de diferente polaridad. El efecto
antifungico se evalud en los hongos Colletotrichum
acutatum, Diaporthe phaseolorum, Phomopsis
viticola y Oligoporus sp mediante el método de
difusion en disco (0,5 mg/ul). Estos aislados
fingicos se obtuvieron de aguacates que
presentaban la enfermedad de pudricion
peduncular. El indice de crecimiento se determiné
al cuarto dia pos inoculacién con la siguiente
formula: IC = cociente del crecimiento del patégeno
en el tratamiento y el crecimiento del patégeno en
el control negativo. El Tecto 60% se utilizé como
control positivo. Los extractos se analizaron por
:esonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-
H).

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de nueve extractos de la planta se
obtuvieron y se evaluaron en cuatro aislados
fungicos de aguacate, los cuales ocasionan la
enfermedad de pudricién peduncular del fruto. El
extracto hexanico de tallo y metandlico de hoja
inhibieron el crecimiento de C. acutatum, D.
phaseolorum y Oligoporus sp. El extracto cloruro
metilénico de hoja inhibi® el crecimiento de los
cuatro aislados evaluados con indices de

crecimiento de 0.36 (Oligoporus sp) a 0.98 (C.
acutatum).

El extracto cloruro metilénico de hoja se analizé por
RMN-'H para identificar el componente mayoritario
al cual se le atribuye el efecto observado. En el
espectro de RMN-'H de este extracto se
encontraron senales que corresponden a diterpen
furano tipo cassano como constituyentes
mayoritarios.

Por lo que estos componentes son responsables
del efecto antifungico observado. Este es el primer
reporte de inhibicion del extracto cloruro metilénico
de hoja contra hongos de la pudricion peduncular
de aguacate.

CONCLUSION

Caesalpinia platyloba presentd efecto antifungico
contra hongos causales de la pudricién peduncular
de aguacate.
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INTRODUCCION

La busqueda de nuevos antifingicos para el control
de enfermedades como la pudricion peduncular de
aguacate motiva a obtener nuevas moléculas de
origen natural por ser biodegradables,

Tagetes lucida (Asteracea) es una planta medicinal
nativa de México y Centroamérica,’ se le conoce
como pericén o hierba anis, utilizada por los mayas
y aztecas. Se usa para e! tralamiento de la fiebre,
tumores, infecciones de la piel, diarrea,
reumatismo, asma, resfriado, disenteria amebiana )é
ofras infecciones causadas por helmintos.
También, tiene propiedades antioxidantes,
citotoxicas” y antimicrobianas® e incluso, se uliliza
como condimento, Por 1o que, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad antifingica de T,
lucida con hongos de la pudricion peduncular de
aguacate.

MATERIALES Y METODOS

Los extractos de flor, fruto, hoja, tallo y ralz de T.
jucida se obtuvieron por maceraciones sucesivas
con tres disolventes de diferente polaridad. El
efecto antifiingico se evalud en los hongos
Cofletofrichum acutatumn, Diaporthe phaseoiorum,
Phomopsis viticola y Oligoporus sp mediante el
métado de difusion en disce (0.3 mg/ul} y se
determind el indice de crecimiento (IC = cociente
del crecimiento del patégeno en el tratamiento y el
crecimiento del patogeno en el control negativo) al
cuarto dia pos-inocuiacién. Los extractos se
fraccionaron por cromatografia en columna y las
fracciones obtenidas se analizaron por resonancia
magnética nuclear {RMN) para elucidar los
componentes mayoritasios.

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 11 extractos de fa planta se obtuvieron y
se evaluaron en cuatro aislados fungicos de
aguacate, los cuales ocasionan ia enfermedad de
pudricién peduncular del fruto. Ei extracto hexanice
y cloruro metilénico de flor, asi como el hexanico de
hoja inhibieron el crecimiento micelial de los cuatro
aislados con los cudles fueron ensayades con
indices de crecimiento de O (Ofigoporus sp) a 0.76
{C. acutatum). El extracto cloruro metilénico de flor
se fracciond por presentar el menor indice de
crecimiento con los cuatro aislados evaluados ($C=0
con Ofigoporus sp y P. vificofa, 1C=0.16 con D.

phaseolorum e {C=0.53 con C. acutatum). En e}
espectro de RMN-'H de este extracto se
encontraron  sefales gue corresponden A
cumarinas, Las sefales caracteristicas de la 7-
metoxicumarina se encontraron en 7.63 ppm (senal
dobie del H-4), en 7.4 ppm {sefial doble del H-5), en
6.81 ppm {senal doble de dobles del H-6), en 6.80
ppm {sefial doble del H-8) y en 6.23 ppm (sefal
doble del H-3). En 3.85 ppm se cbservo una senal
simple caracteristica de un grupo metoxi. Las
sefiales caracteristicas de la 8,7-dimetoxicumarina
se encontraron en 7.63 ppm {(seinal doble del H-4),
en 6,86 ppm (senal simple del H-5), en 6.84 ppm
(sefial simple de! H-8) y en 6.30 ppm {sefial doble
del H-3). En 3.95 y 3.90 ppm se observaron senales
simples que corresponden a grupos metoxi. Estos
se corroboraron con la literatura. Por lo que estas
cumarinas son responsables del efecto antifingico
observado y es el primer reporte de inhibicién en
hongos de la pudricion peduncular de aguacate.

CONCLUSION

Las cumatinas de Tageles fucida presentan efecto
antifungico contra hongos causales de ja pudricién
peduncular de aguacate,
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11.1 Componentes de Enterolobium cyclocarpum inhiben la dihidrofolato reductasa de
hongos y oomicetos
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Componentes de Enterolobium cyclocarpum inhiben la
dihidrofolato reductasa de hongos y comicetos

R.M. Espinoza-Madrigal*, A. Flores-Garcia, R.E.N. Del Rio-Torres y M.M. Martinez-Pacheco
* Instituto de investigaciones Quimico-Biologicas, Universidad Michoscana de San Nicolas de Hidalgo, Gral. Francisco 1. Mipica S/N, Ciudad Univers-
taria, C.P. 58030. Morelia, Michoacan; Mexico. rousmeohom\ail.m

Resumen

L3 via de los folatos es una diana fisiclogica para el control del cre-
cimiento de microomsanismos pariciarmente en e sector agricola.
En esie babajo se evauo el efacto de un axtracto acuoso obtenido
del dwramen de E. cyclocarpum (Jacy) Griseb (Parota) en la enzima
Mfoiawreduchsa(DHFR)dehugosymwsw
nos. B extracto inhiked |3 actividad enzimatica microbiana en mas
ddﬂyd&%mwmhsyhmgos resyedwamte Este

Introduccion

El arbol Enterviobium cyclocarpum (Jacy) Grissh, mejor conocido
como Parofa es nativo de [a parte central del continenie Amencano
y parie de México (Figura 1).

En la medicna tradicional se usa por sus propiedades curativas. La
coreza y las vainas se wiizan en nfusiones para curar el salpul-
do, tienen efecto depurativo; la goma gue exuda e tronco (también
llamada goma de carc) es empleada como remedio para la brongs-
s y & resfriado (Mendieta y defl Amo, 9984 y Brook, 2000). Los
frutos verdes son astingentes y se ufiizan en caso de diarea
{Francis, 1988) La pulpa de las vamas verdes 52 usa como susSiv-
to del jakon para lavar ropa porgue confiene saponinas (Dominguez
y Franco, 1979). Su usc tradicional en actividades cofidianas es
debido maudakiemente, 3 su diversidad quimica. En donde es posi-
bl encontrar nuevos o novedosos eompuestosqumcos con la
awvﬂadfamaoobgmdeseada oue achien con nuevos mecanis-
m&mywmwmhmm
gica, aquella gue e5 vital para W microorgarismo patdgeno y utl
para su control. Para con ello tener una positle molécula que sina
en el conirol de enfermedades causadas por microomanismes.

La importancia de microcrganismos incontrolsbles es que causan
severas pérdidas economicas en la produccion agricofa. Por ejem-
ple, los comicetos del genero Phyfophthora y hongos como Coflefo-
tichum, Fusarium y Rhizoctonia que afectan 3 los culfves de:
aguacate, chile, fresa, friol, papa y meion (SAGARPA. 2008).

Una diana farmacologica para el control y elimnacion de estos mi-
croorganismos es mesdiante fa inkibicion de la sinfesis del cido
folico y de ofros folatos debido 3 gue solo las plantas, los hongos y
ofros microorganismos los sintetizan, pero los humanos y ofros
anmales supenores no (Green y col, 19951Elte(rahdmfolmy
sus derivados, colectivamenie denominados folatos, seleq»eren
pmlasﬁessdeamnoaedos(glenaymeﬁm),
(adenina y guanmna) y piimidnas (imna, eihosnaywado)qaesm
esenciales para la sintesis de proleinas y acides mucleicos
(Mathews y col.. 2002).

Planta Afo 11 No. 22, Septiembra 2016

La acthvidad anti-microbiana de los extractos de la madera de dura-
men de E cyclocapum [Jacy) Griseb se reporto contra hongos que
dagradan |a madera (Raya, 2007). Por lo antenior, el propasito de
este trabajo fue determinar si E. cydocamm(hcq)&sebposee
metakolitos hidrosoiubles bicactvos contra la enzima dikidrofolate
reductasa (DHFR) de hongos y comicetos fropatogenos.

Material y metodos

Las cepas silvestres de honges Mamentosos que se ufiizaron fue-
ron: Coflelotnchum acutatum, C. ndemuthianum (cepas AFG1,
AFG2Z, AFG3, 75Ay753],ﬁmmompmyRiMonasp,
asi como oomicetos del genero Phyfophthora come P. cacforum, P.
capsici y P. cinnamomi.

Con & duramen de E. cyclocarpum proveniente de Cuanajo, M-
choacan se obtuvo un extracic acuoso. La madera se molic a wn
tamano de mafia 20, se colocaron 100 g e 550 mi de agua desioni-
zada y se calentd hasta ebulicion por 16 3 20 min. £l exirach se
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concertrd por fiofiizacion y se ulifizo una concentracion de 0.1063
g/l de fendlicos tobles equvdientes (FTE). £ Trimetopeim (1
mM} se ufizo como control postive al inhibir la enzima DHFRL

El extracio enzimatico se okt al ihiurar el micelio citenido de
cada horgo con 10-20 mi de reguiador de fosfaio de pokasio de
concerfracion 50 mM y pH 6.9, después se centifugd a 2500
rp.m., por 5 min, 3 5 °C y se recuperd o soerenadanis.

La actividad enzimafica se obtwvo de la siguierie manera: en un
bubo se colocasom 516 Wl de regulador de fosfato de pofasio (S0
mh), posteriorments se adicionaron 100 wl de P-mercaptostancd
(0 mit), 100 wl de Difotresiol {30 mM), &2 Wi de Dihadrofiolato (04
mi} ¥ 100 wl dal extracto ensmatico, se past 3 wna ceida de cuar-
Zo ¥ una vez miciada 13 reaccion se adicioraron 100 Wi de NADPH
(0.5 mh). Laauhwadmmah:an::nameHm
{4mM) s2 cbtuvo 3l adicionar 100 Wl a la mezcia de reacsion, micn-
iras que con ol exfracin acuoso de E. cycfocarpum se adicionason 2
il {01083 pgiul de FTE). La reaccion s2 llevo a cako en kafo de
higly v la kectura en el especirofoidmeto se abfave a una longited
de onda de 340 nm.

Los datos obienitos s expresaron como la media + Error Estandar
{EE], 52 compararon las medias por |a pruska estadistica de Tukey
{o=0.05) y s& hizo un andlisis de varanza de una via con e pagque-
te estadistico Satsfic verson 7.0,

Resultados y discusion

Les microorganismos fiopaitgenos (por ejiemplo hongos ¥ comice-
tos) causan enfermedades gue deterioran cultvos de imporancia
economca. Para su corired 52 recurre 3l uso de plaguicidas, conun
consumo anual de mas de 45 mil ioneladas vertidas en el campo
mexicane (INEG], 2008). Esho ka generado crganismos multiresis-
teries dificles de conbrolar ¥ su presencia e consalerada como un
severo dano ambierial

Sustancias vegelales se uiilizan en medicamenios v plaguicidas,
por Ener kaja toxiciad y efeclo farmacologico deseado, ademas
de sor biodegradables. Con estes caracteristicas se buscan mets-
bolitos secundancs vegetsles con propiedad de inhibr enzimas
esencizies para &f metabolismo de microorganismaos.

Una enzima imporante es (a dinidmioiato reductasa (DHFR) |a cual
forma parte de la via de sinfesis de los flaios. Sl blogues de la
funcionalidad o inhibicion de |3 enzima cawsa k3 terminacion de fa
division celular y como consecusncia la muere celular. Esie fend-
mena fisiclogico sive de base para b busqueda de moleuas que
irhikan el funsionamiento a esta emzima con estrucheras molecula-
res analogas al sustrat gue compiian por el sifio de umicn enzimat-
co (Polshakov, 2001].

Ern esie raibajpn se obluvo un exiracto acwoso de duamen de E
cytiocapum para detemminar sy capacidad oe irhibir 3 3 enzima
COHFR de hongos y comiceles que causan el detenon de cwihvos
de imporiancia economica.

La achvidad enzimatica de la dikidrofolato reductasa (DHFR) de
oomicetns y korgos se determing i vino en un extracio lire de
cellas en presancia y ausencia del extracio acuoso de duramen de
E. cyciocarpum.

La actividad especifica de la DHFR en presenca del exfracto acuo-
=0 de E. cyclcarpum fue mayor con respecio al Trmebopem. Sin
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embargo, &l exfracts inhkibe a la enzima, siendo P. caclorum & mas
sensdble con una inhikicon de 82 %, sequido de P. cinnamomi con
B1.67 % y P. capsici con un 57.78 % (Cuadre 1).

Las hongos gque preseniaron mayor sensiblidad al extracho acuoso
de E. cyclocarpum fueron . lindemuthianum AFGE con un S8.76 %

sequido de Rhizoctoma sp con 98,60 % y C. aculatum con 98.54 %.
El hongo menos sensikle fue C. lindemuthianum AFGZ con B3.51 %
[Cuadrm 2).

Ei porcertaie de inkdsicion de la engma DHFR con o exracio acwo-
50 de E. cyclocapum fue ligeramentz menor que con el Trimebo-
Frim, por o gque se considera que of axtracto &5 un buen inhibidor
de la enzima por presentar ivhibicion del %) % con la mayoria de
Ios horgos y def B0 % con los comicelns, lo cusld swgiere que sl
exfracio confiens componentes imeresantes.

La composicion quimica del duramen de Enterolobium

[Jacy) Griseh, ha sbo poco estudiada. Las semillas de la Parcta
5af ficas en proteinas (3244 %), contiemen hierro, calcio, fsforo y
234 mg de acito ascomico. Elmnnchtﬁmdesum'ma SETH-
lla y fruto es excelenie para curlr picles [Miembro Rlocas, 19%0).
Este arkol se ufliza como forraje para o gamado. Su mader ase-
rrada, lamkemn, chapa y tiptay es uifizads en la fabrcacion de ca-
naas, paneles, nesdas, carpinteria y ebanisiera, musties v acaka-
dos de infericees [Martinez Pacheco y eol, 20M2).

Raya Gonzalez =f &l (2013) reportaron como componentes pam fa
madera de duramen acetes esenciles, fendlizos, lerpenos v aceln-
fenonas con efecto bickogico anfiafimentario para insecios barena-
dores de madera seca, as! como al pindol y 13-epimancd! coma
COmponEniss Mayorianos del exracto acwoso. Ademas, ef extracty
no presento fowicidad al ser evaluado con aislados microbianas
{Prepdamonas spp. ¥ Staphyococcus spp) Arfemia saling, Insich
termes marginipennis, ratas Wistar y la linea celular fumoral MCF-7
[Martmez Munoz ef al, 2004).

Faor fanto, ks DHFR 25 una encima esendal en la via de los folatos
para la supsrvivencia de hongos y comicelos. Esta erzima es sus-
cephisle de ser nhibida al no enconfrarse en crganismos sWpeniones
y par efio de uiilidad para &l contral de microorganismas paltgencs.
El extracto acuoso de duramen E. cpcocapum al no considerarse
taxico pusde aplicarse direcaments y ambisn 25 wna atematva
ratural para la bisqueda de muesvas moecuas gue mkiban a ks
DHFR.

Cusdro 1. Efecto del extrecho scuoso obtenido de maders de durs-
imven de E. cpciocmrpum sobre s sotivided sspecfios de s DHFR y =l
porcentsje de inhibican de la DHFR de comicetos del genero Phytoo-
hthoro.

Activitdas] nspucificn

(pmodminimg probemal
Extracta  Inhilicion
Eapecie Encima Trimotopdien SOUCRD del
DOHFR 11 oo} (0AEI g oxtracko
FTE fl] i
P cactorum BE342.18 D&%z 014 1512018 22.00
P g S264 082 1184022 2242020 5T.TR
P cinamami 1T E+2.15 24T 2184 AX =032 b1
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Cuadro 2. Efecto del sxiracto acucso obtsnido de madera da duramen de E cyclocarpum sobre |3 actividad eapecifica de la DHFR y of por-
cantaje de inhibicion srzimatica en los hongos fitopatogencs Colletotrichum spp, £ axysporum y Rizoctonia sp.

Actividad especifica
{pmolimin/mq proteina) _
Extracto Inhibician
) . Trimetoprim acuoso del
Ezpecie Enzima DHFR (1 mM) 0.1083pg  extracto
- FTE Iul) {%)
C. acutatum 8848 + 917 0.13+ 0.04 144 +0.23 98.54
C. lindemuthianum AFG1 3824+385 148 £0.38 3691 033 a90.61
€. lindemuthianum AFG2 27851459 082+ 0.11 450+ 0.1 8351
C. indemuthianum AFG3 67.61 £ 9.08 012+ 0.06 084+ 0.16 98.76
. ndemuthitanum 754 12244 £ 12286 2102047 3584 + 0.34 96,78
C. lindemuthianum 75B 173.29 £ 14,87 076 0.22 761+ 068 95,60
Fusanum oxysperum 180.75+ 23.30 183+ 043 316021 98.25
Rhifzoctonia sp 62.581+9.04 077+ 0.16 088013 98.60
Conclusion Mendiels R, Del Amo 5. 1954, En; Catiioge de |5 plantss medicinges el

El extracto acuaso de duramen de Enferolobivm cycocarmum inhi-
bic @ |a enzima dihidrofolat reductasa de honges y oomicetos que
afectn cutivos de importancia econdmica, por o cual es de nteres
confiuar con b busgueda del o los componenies responsabies del
efectn nkilitono.
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11.2 Growth and development of Arabidopsis thaliana seedlings in interaction with fungi
isolated from stem-end roto f avocado fruits
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Growth and development of Arabidopsis thaliana
seedlings in interaction with fungi isolated from
stem-end rot of avocado fruits
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Munoz-Farmra, Alberto Flores-Garcia, Pedro lwan Huerta-Venegas,
Ledin Francsso Bue-Hemera Mauro Martinez-Pacheco and

Josg Lopez-Budo
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1. Introdu ction

The plant discase stem-end rot of avocado fruits is cansed by several
fungi. It is characterised by a dark brown to black coloration halo, which
further produces dark streaking of the water-conduocting tissnes, damages
the edible mesocarp and reduces quality and economic value post-har-
vest. Neofusicooccum, Phomopsis, Diaporthe and Colletotriciium have been
related to stem-end rot (Twizeyimana et al. 2013; Guarmacda o al
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11.3 Estudio etnofarmacolégico del género Eupatorium: una alternativa medicinal y

de control bioldégico

Topicos sobre materiales
lignocelulosicos sustentables

una visién innovadora

Ednaores:
José Antonio Silva Guzman - Francisco Javier Fuentes Talavera

72



La presentacion y disposicion en conjunto de:

TOPICOS SOBRE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS SUSTENTABLES,

UNA VISION INNOVADORA

Son propiedad de los autores.

Ninguna parte de esta obra puede ser reproducida o transmitida, mediante nin-
gun sistema o método, electronico o mecanico (incluyendo el fotocopiado, la
grabacion o cualquier sistema de recuperacion y almacenamiento de informa-

cion), sin consentimiento por escrito de los autores.

Derechos reservados conforme a la ley:

@ 2017 Los autores

©@ 2017 Departamento de Madera, Celulosa v Papel
Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias

Universidad de Guadalajara

ISBN 978-607-8490-39-4

Se termino de imprimir en los talleres graficos

de Prometeo Editores, S.A. de CV.

Calle Libertad 1457, Col. Americana

C.P. 44160, Guadalajara, Jalisco Tels. (0133) 3826 2726 y 82



Capitulo 7
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RESUMEN

Con el aumento de la poblacion mundial, tambiéen, aumenta 1a demanda
de insumos en todos los sectores econdmicos y sociales. Sectores como el
de salud, agriccla, veterinario y el humano demandan atencidn en areas
de particular interés tales como la entomolégica v la microbiclogica de-
bido 2 la resistencia de insectos v microbios 2 tos centroladores guinzi-
cos convencionales. Por lo que nuevas molécalas controladoras de los
organismos resistentes son necesarias para su control. El éxito de ésta
accion se basa en el entendimiento de la comunicacion quimica entre
los organismos ¢.g. el metaboloma gue posee Eupatorium sp v gue utili-
Za para comunicarse con los organismaos del ecosistema e interpretar ios
desafiantes factores ambientales. Ei proposito de este trabajo es colocar
en perspectiva el recurrente tema de investigacion acerca de la bisqueda
incesante de moléculas vegetales con caracteristicas especificas ambien-
talmente ne toxicas y efectivas para controlar plagas, algunas afecciones

microbianas humanas y para preservar su patrimenio.

75



TOPICOS SOBRE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS SUSTENTABLES,

UNA VISION INNOVADORA

Se termino de imprimir en el mes de octubre del 2017
en los talleres de Prometeo Editores 8. A. de C. V.
Libertad 1457, Col. Americana C.P. 44160
Guadalajara, Jalisco.

Tiraje: 500 ejemplares





