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El presente trabajo se realiz0 en dos partesjrizepa fue la prueba de inhibicion
in vitro de los hongos estudiadd la segunda parte se realizé una prueldo con
la aplicacion de los dos mejores extractos deitagra prueba en emulsion con cera de
candelilla y agua como recubrimientos de frutosparaluar la vida de anaquel con y
sin ino6culo de los hongos estudiados.

Se utilizaron hojas deippia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasan

Agave lechuguillacolectadas en el Desierto Chihuahuense, en eltS8utesEstado de



Coahuila. Se utilizaron etanol y hexano, solvertesliferente polaridad, para obtener
los extractos de las plantas, estos extractosriumezclados individualmente en medio
PDA y se vaciaron en cajas Petri utilizando dosi99d500, 1000, 2000, 3000, 4000 y
5000 ppm, para después ser inoculadas con cepasspiwitas deColletotrichumsp.
Penicillium sp. y Rhizopussp. Las variables evaluadas fueron: crecimiento natefi
numero de esporas.

Todos los extractos provocaron inhibicion en ebd®dlo del micelio y cantidad
de esporas, pero solo se considero la inhibiciéad tmn la dosis mas baja, es decir la
menor dosis que inhibié al 100 % el desarrollo oe hongos estudiados, para ser
utilizados en la prueba vivo de cubiertas de frutos.

Los extractos etandlico y hexanico ldppia graveolensnhibieron el desarrollo
del micelio y la esporulacién al 100 % Rkizopussp. yColletotrichumsp. en 500 ppm,
al micelio dePenicilliumsp. en 3000 ppm y a las esporas en 2000 ppm.

El extracto etandlico dégave lechuguillanhibié al 37 % el micelio eRhizopus
sp y la esporulacion en 77.1 % en la dosis de 500@ pp Colletotrichumsp. la
inhibicion del micelio y la esporulacion fue del01@ en la dosis de 500 ppm y en
Penicillium sp. la inhibicion del micelio fue de 84 % y de la espacion 52.6 % en
5000 ppm. Con el extracto hexanicoAldechuguillala inhibicién en la esporulacion de
Rhizopussp. fue de 100 % en la dosis de 500 ppm y 3000 en ieklim En
Colletotrichum sp. la inhibicion fue de 91.1 % para el micelio y 994 en la
esporulacion en la dosis de 5000 ppm Yenicilliumsp. la inhibicion fue 84 y 90.5 %
con 5000 ppm.

La inhibicion causada con el extracto etanolicoydearnerosanan Rhizopus

sp. fue de 40 % para el micelio y 30.8 % en la edpoidn, paraColletotrichumsp 55



% en la dosis de 5000 ppm y con el extracto hewald inhibicion del micelio y
esporulacion errhizopussp fue del 100 % con 3000 ppm, @wolletotrichumsp. de
28.9 y 65.5 % y parBenicilliumsp. 44 y 61.6 % en la dosis de 5000 ppm.

Los extractos d&'ucca filiferatambién causaron inhibicion en el desarrollo de
los hongos. Con extracto etandlico la inhibicién Rleizopussp. en el micelio y
esporulacion fue de 100 % con la dosis de 4000 ppi@plletotrichumsp. de 35y 99.1
% y Penicilliumsp en 80 y 93.6 % en la dosis de 5000 ppm y con &xtiaexanico la
inhibicion del micelio deRhizopussp. fue de 100 % en 4000 ppm Yy esporulacién 3000
ppm, enColletotrichumsp. la inhibicion del micelio y esporulacion fue de. 5§ 51.2
%, enPenicilliumsp. de 40 y 54 % con la dosis de 5000 ppm.

La segunda parte de este trabajo, evaludni®vo, consistié en la aplicacion de
cubiertas de cera de candelilla en emulsion y agusolucion con extractos hexanico y
etanolico deLippia graveolensjos dos mejores extractos de la primera prueba, en
manzana y tomate. La cera de candelilla fue fordaulpor la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuilesyfiutos se compraron en huertos
y supermercados locales.

Los tratamientos fueron: a) cera de candelilla,ek)racto hexanico dé.
graveolenen emulsion con cera de candelilla, c) extracto@izo del. graveolensen
emulsion con cera de candelilla, d) extracto heo@aen solucion con agua, e) extracto
etanolico dd.. graveolengn solucidén con agua Yy f) testigo.

En la prueban vivo con inoculacién de patdgenos se evaluaron loantiahtos
antes mencionados sobre los frutos distribuidofadgguiente manera: a) frutos con
lesion e inoculados antes de aplicar la cubiejt&rubos con lesion e inoculados después

de aplicar la cubierta c) frutos sin lesion copuaierta e inoculados y d) testigos: frutos



con lesion e inoculados y frutos sin lesion e inados. Las variables evaluadas fueron:
pérdida de peso, cambio de color, firmeza, pH, @a3ctotales y °Brix.

Los resultados se presentaron en formas muy dwepsaa los diferentes
tratamientos: la pérdida de color en el testigo mes rapida que en el resto de los
tratamientos donde el cambio de color fue de fagradual sin perder el color amarillo.
La disminucion en la pérdida de peso y firmezadneronsiderables con el extracto
hexanico dé.. graveolenen agua, para ambos frutos.

Para las variables de azucares totales, °Brix yspHndico que no hubo efecto
considerable en los procesos fisiologicos de lago$ Aunque cabe sefialar, que la
produccién de azucares fue disminuida por el eféetlas cubiertas.

En las pruebas de patogenicidad para tomates mdel®s e inoculados con
Rhizopussp, no enfermaron, pero si los lesionados e inoculashdss y después de
poner la cubierta.

El extracto etandlico de. graveolenso permitio el desarrollo dehizopussp.
en manzanas inoculadas y sin lesion, pero en &bdetas manzanas con lesion
enfermaron répidamente asi como en el tratamiemocerade candelillay extracto
hexanico en agua.

Las manzanas lesionadas e inoculadas antes y dedpuka aplicacion de la
cubierta se enfermaron; las manzanas lesionades datfa aplicacion de la cubierta con
extracto etandlico también.

Los frutos lesionados después de aplicar la caboatlos extractos etandlico y
hexanico con cera de candelilla lograron resistitesarrollo del patbgeno manteniendo
sin enfermedad a todas las manzanas lesionadategionadas al mismo tiempo que el

testigo.



En las pruebas cofenicillium sp. las manzanas de todos los tratamientos
inoculadas pero no lesionadas no enfermaron emrast@tcon todas las manzanas
lesionadas antes y después de aplicar la cubiertéodbs los tratamientos que si

enfermaron al mismo tiempo que el testigo.
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The present work was made in two parts; the firgt was then vitro inhibition
test of the studied fungi. The second one was nrade/o with the application of the
best extracts from the first test in emulsion cdiidevax and water were used as fruit
coatings to evaluate the shelf life with and withimoculum of the studied fungi.

Leaves of the.ippia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasamd Agave
lechuguillacollected in the chihuahuan desert in the south&fathe state of Coahuila,
were used. Ethanol and hexane, solvents of diffguetarity, were used to obtain the
extracts of the plants, this extracts were indigiljumixed in PDA medium and poured

in Petri dishes, using doses of 0, 500, 1000, 28000, 4000 y 5000 ppm then, they
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were inoculated with monosporic strains o€olletotrichum sp. Penicillium sp. y
Rhizopussp The variables evaluated were: mycelial growth amalmer of spores.

All extracts caused inhibition in the developmehthe mycelium and quantity
of spores. But only the total inhibition was coms&t with the lowest dosis, it means
that the lowest dosis that inhibited in 100 % tleeelopment of the studied fungi, was
used inin vivotest of coating of fruits.

The ethanolic and hexanic extractslofgraveolendnhibited the mycelial and
sporulation development in 100 % Bhizopussp. theColletotrichumsp in 500 ppm
but the mycelium oPenicilliumsp. in 3000 ppm and the spores in 2000 ppm.

The ethanolic extract oAgave lechuguillanhibited in 37% the mycelium in
Rhizopussp. and sporulation in 77.1 % in the doses of 5000 gpn@olletotrichumsp.
the inhibition of the mycelium and the sporulatisas of 100 % in the doses of 500 ppm
and in the penicillim sp. The inhibition of the ogjium was of 84 % and sporulation of
52.6 % in 5000 ppm. With the hexanic extractAoflechuguillathe inhibition in the
sporulation ofRhizopussp. was of 100 % in the doses of 500 and 3000 pprhén t
mycelium. InColletotrichumsp. the inhibition was of 91.1 % to the mycelium ared®
% to sporulation in the doses of 5000 ppm anBenicillium sp the inhibition was 84
and 90.5 % with 5000 ppm.

The inhibition caused by the ethanolic extracttafherosanaon Rhizopussp.
was of 40 % to the mycelium and 30.8 % in the sladian, toColletotrichumsp. 55 %
in the doses of 5000 ppm and with the hexanic ektiee inhibition of mycelium and
sporulation iRRhizopussp. was of 100 % with 3000 ppm, @olletotrichumsp. 28.9 and

65.5 % and tdenicilliumsp. 44 and 61.6 % in the doses of 5000 ppm.
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The Yucca filiferaextracts also caused inhibition in the developnoéibe fungi.
With ethanolic extract, the inhibition &hizopussp. in the mycelium and sporulation
was of 100 % with the doses of 4000 ppnCiolletotrichumsp. of 35 and 99.1 % and
Penicilliumsp in 80 and 93.6 % in the doses of 5000 ppm and keatkanic extract the
inhibition of mycelium ofRhizopussp. was of 100 % in 4000 ppm and sporulation 3000
ppm in Colletotrichumsp the inhibition of mycelium and sporulation was6#.7 and
51.2 % and irPenicilliumsp. of 40 and 54 % with the doses of 5000 ppm.

The second part of this work was the evaluationvivo, consisted in the
application of coating of the candelilla wax in dsion and water in solution, and with
hexanic and ethanolic extractsloppia graveolensthe two best extracts from the first
test, on apples and tomatoes.

The candelilla wax was formulated by researcherthefFaculty of Chemical
Sciences of the University Autonomy of Coahuila d@hd fruits were bought in local
orchards and local supermarkets.

The treatments were: a) candelilla wax, Lb) graveolenshexanic extract in
emulsion with candelilla wax, d) hexanic extracsalution with water, €l.. graveolens
ethanolic extract in solution with water and f) néss.

In thein vivo test with inoculation of pathogens above mentionecde evaluated
on the fruits distributed as follows: a) fruits Wwiinjury and inoculated before the
application of coating, b) fruits with injury, cjuits without injury with the coating and
inoculated and d) witnesses: fruits with injury andculated and fruits without injury
and inoculated. The variables evaluated were: wéags, color change, firmness, pH,

total sugars, °Brix.



12

The results were presented in many forms for diffetreatments: the loss of
color in the witness was faster than in the regheftreatments where the color change
was gradually without losing the yellow. The desea weight loss and firmness were
significant with thel. graveolendiexanic extract in water for both fruits.

For the variables of total sugars, °Brix and pHjigated that there was no
indicated effect on the physiological processe§ut. However, the sugar production
was reduced by the coatings effect.

The pathogenicity test, the tomatoes without irjur@nd inoculated with
Rhizopussp. did not decay, but the tomatoes injured andulaed decayed before and
after putting the coating.

The L. graveolensethanolic extract did not allow the developmenRbiizopus
sp. In inoculated apples and without injury, bug thitness apples with injury decay
quickly as well as in treatment of candelilla wasddexanic extract in water.

Injured and inoculated apple decayed before arel dffte application of the
coating; injured apples also decayed before théagpipn of ethanolic extract.

The injured fruits after applying ethanolic and &eix extracts with candelilla
wax coating achieve to resist the development tiqeens keeping all the injured and
not injured apples without decay at the same tigiha witness.

In the test wher@enicilliumsp. was used, every inoculated but noy injuredeappl
did not decay, in contrast with the injured applest decayed at the same time as the

witness before and after the application of theingan all the treatments.
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INTRODUCCION

El estudio de las pérdidas en postcosecha y laBlppgausas que las provocan,
asi como la forma de reducirlas o evitarlas, hgatl® a tener gran importancia. Se ha
demostrado que es posible incrementar la vida deussh de los frutos, con técnicas
como el uso de atmosferas controlaf@esraziia-Escobaat al, 2005)y la aplicacion de
cubiertas comestibles (Péretzal, 2003; Bosquez-Molina, 2003; Hernandez-Lauzardo
et al, 2007).

Las infecciones de los frutos son causadas porooriganismos fitopatbgenos
gue pueden comenzar la infecciéon desde la floradénante el desarrollo del fruto
(Duranet al., 1999) y hasta la cosecha. También pueden serdasig®r lesiones de
insectos (Zapata y Alomia, 1986), durante la mdampan en postcosecha y la
comercializacion. Los hongos son los principalé®genos causantes de pudriciones de
frutos en anaquel, para proteger los frutos eroitaeccializacion se utilizan fungicidas
qguimicos (Arias, 2007; Zaccaet al, 2001). Esta situacion puede ser peligrosa pera |
consumidores, de ahi la importancia de explorastydear nuevas formas de control de
enfermedades de frutos en postcosecha.

Los extractos vegetales son una alternativa pdieciela presencia de pesticidas
residuales toxicos en los alimentos (Pocewial, 1998; Benkeblia, 2004Guerrero-
Rodriguez, 2007). El Desierto Chihuahuense eseicplantas comabarrea tridentata
(Lira-Saldivar, 2003)Casimiroa pringlei, Decatropis bicolor, Chrysactnmexicana,
Flourensia cernua(Céardenas-Ortegat al., 2005), que se desarrollan en ambientes
ecologicos adversos, por lo que producen metalsatiecundarios para su defensa del

medio que las rodea. Otra planta que habita ederte esEuforbia antisiphylitica
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mejor conocida como “candelilla”, es una plantaimportancia econdmica para la
region ixtlera-candelillera. La recoleccion de gsanta, asi como la extraccion de la
cera (producto principal) y venta del cerote, hao un medio de vida para los
habitantes de zonas marginadas de varios estatinsrtiede México como Chihuahua,
Coahuila, Durango, San Luis Potosi y Zacatecaseta es utilizada para la elaboracion
de confiterias, velas y cosméticos. En este trabajatilizd la cera de candelilla para
formar una emulsion de cera en agua, adicionanttactas de plantas del Desierto
Chihuahuense como sdnppia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasgnAgave
lechuguilla los cuales se evaluaron al aplicar la emulsignacoubierta sobre frutos de
importancia comercial, inoculando hongos fitopatigeque afectan la vida de anaquel
y probando la actividad antifungica contra estasgos. Por los antecedentes expuestos,

se han planteado los siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL
Contribuir al conocimiento cientifico de las plani@del Desierto Chihuahuense
gue pueden presentar actividad antifingica, asbadesarrollar emulsiones con cera de
candelilla y con los extractos de las plantas éstiad, para ser utilizadas como

recubrimiento de los frutos y evaluar su efecttaerida de anaquel.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Evaluar la actividad inhibitoria de los extractasLibpia graveolengorégano)
Agave lechuguilla(lechuguilld, Yucca carnerosandgyuca) y Yucca filifera

(palma china), en hongos de postcosechétro en siete diferentes dosis

» Determinar la actividad antifangiéa vivo, de los extractos que presentaron los
mejores resultados asi como las mejores dosisgenlancon la emulsion de cera

de candelilla en agua, a través del desarrolla délha de anaquel de los frutos.
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REVISION DE LITERATURA

Lippia graveolens

Descripcion botéanica

Arbusto delgado de hasta 2 m de alto, ramas coesgehcia corto-pilosa, hojas
en peciolos de 5-10 mm de largo, las laminas oblaneglipticas a ovalado-blongas, de
2-4 cm de largo, usualmente obtusas o redondeadak&pice, algunas veces agudas,
redondeadas o subcordadas en la base, densameste @n el haz, suaves al tacto,
glandular y densamente tomentosa o pilosa en edserael borde crenado; dos a seis
peddnculos en la axila de la hoja, 4-12 mm de tadgiFlores en espigas subglobosas a
oblongas de 4-12 mm de largo, cuatro bracteas aguesaladas a lanceoladas, agudas,
glandulares y densamente pilosas; caliz de 1-2 mhargo, glandular y velloso; corola

blanca, el tubo estrigoso de 3-6 mm de |g(CHceres, 1996).

Componentes quimicos

Los aceites esenciales han sido estudiados paewdiés investigadores y han
coincidido que el carvacrol y timol son los compates principales del orégano, aunque
en diferentes porcentajes, dependiendo del lugacoterta. (Uribe-Hernandezt al.,
1992).

También se han encontrado otros compuestos impestamor ejemplo, Pinet

al. (1989) analizaron la composicion del aceite vioti# L. graveolensHBK, aislado



26

por destilacion de vapor en cromatografia de colmeromatografia de gas y
espectrometria y lograron identificar un total d& Gomponentes incluyendo 22
hidrocarburos, cuatro alcoholes, cuatro éteresfatages y una cetona.

Por otra parte, Verniat al (2001) obtuvieron aceites esenciales dgraveolens
por hidrodestilacion y los analizaron por CG-EMerntficaron 45 compuestos los
cuales constituian el 92-93% del aceite. Los dasipcmentes principales fueron
carvacrol con 34.6 % a 71 % y timol con 5 a 7 %erds de dos isdbmeros inusuales: 2-
isopropil-4-metilfenol y 4-isopropil-2-metilfenol.

En plantas dé&. graveolensolectadas eGuatemala encontraron 10 iridoides y
secoiridoides glucésidos asi como sus derivadas.dsbs constituyentes encontrados
en menor cantidad fueron loganina, secologanina, coxfleganina,
dimetilsecologandsido, acido logéanico,e- éacido loganico y carioptosido. Los
constituyentes encontrados en mayor cantidad fuesoiidoides: acido carioptosidico
y lippidsido | y 1l consistiendo de &cido cariofttiso esterificado en la posicion C-6 de
glucosa conp-coumaroil y residuos de caffeoil. Las estructudes los mayores
constituyentes fueron elucidadas por espectrosédidid. (Rastrelliet al, 1998).

En analisis de muestras de aceite esencidl. dgaveolenautilizando CG-EM,
(Senatore yRigano, 2001), se encontraron sesquiterpenos paimsente, timol (31.6
%), cariofileno (4.6 %) y oxido de cariofileno (£/48).

Al analizar por el método CL-DAD-ESI/EM se idertdron 23 flavonoides:
luteolina-7-O-glucosido, apigenina 7-O-glucosiddgrifizina, taxifolina, eriodictiol,
escutellareina, luteolina, quercetina, naringenipénocembrina, galangina y la

identificacion de 6-hidroxiluteolina, dos 6-hidraxkeolina 7-O-glicésidos, tres
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pentahidroxiflavanona hexosido, escutellareina 7-Rexosido, 3-hidroxifloretina
hexosido, y otros 3 flavones (Long-£eal, 2007).
Actividad antifungica

Los aceites esenciales Hegraveolenshan mostrado propiedades antifingicas,
como las reportadas por Hernandgzl. (2008), que lograron inhibir cepas de hogos
fitopatogenosArpergillus niger Fusarium moniliformeF. sporotrichumy Rhyzoctonia

solani.

Yuccafilifera

Descripcion botanica
Yucca filiferaes una planta de tipo arborescente, que alcanzalend® m de

altura, se ramifica en su parte superior. El tédloe un diametro de 50 - 90 cm, que con
la edad se cubre con hojas muertas como protedca@hojas no forman un penacho
especifico, son lineares de hasta 60 cm de longit@ds cm de ancho, rectas desde la
base y rematadas en un mucron bastante agudonmowgorigidas, fibrosas, de un color
pardo castafo, su inflorescencia es una panicuideom#@nos conica de hasta 100 cm de
longitud, erecta glabra, escasamente pubescemigsgnta flores de un color blanco

cremoso (Matuda y Pifia, 1980).

Componentes quimicos
Los componentes principales de la hoja son lasgesoas: sarsapogenina,

willagenina y saponinas: filiferina A y filiferinB (Romoet al, 1974).
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Yucca carnerosana

Descripcion botanica

Yucca carnerosanas una planta caulescente, simétrica, generalnsenfee de
1.5 - 6 m de altura, algunas veces hasta 10 mayem se ramifica. Sus hojas son de 50
- 100 cm de longitud y de 5 - 7.5 cm de anchoddgj extendidas, constrefiidas cerca de
la base, de color verde - azulado, con gruesas€eml el margen. Su inflorescencia es
una panicula elipsoidal densamente ramificada,sgbeesale por completo del follaje,
presenta bracteas blancas y persistentes. Frutagibbe 5 - 7.5 cm de largo y de 4 cm

de diametro, con un pico en su parte terminal (Mt Pifia, 1980).

Componentes quimicos
Los componentes principales de las hojas son sapwge sarsapogenina,

samogenina, (Dominguez, 1980), kammogenina, giiaggiscott, 1980).

Actividad antifungica

Extractos etandlicos dé&. carnerosanaa 4000 ppm provocaron una baja
inhibicion del 18 % del crecimiento micelial, alliaprsein vitro en plantas de tomate
(Lycopersicon esculenturilill.), contra Fusarium oxysporumpero actuaron como

inductor de resistencia a la marchitez vasculard€@as, 2007).
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Agave lechuguilla

Descripcion botanica

Es una planta suculenta con rosetas verdes-arsagbaeproduce por estolones.
El tallo floral, crece desde un grupo de numertwgas centrales. Sus hojas son de 10 -
30 cm de largo y de 2 - 3 cm de ancho, linearesrgénente falcadas, redondas abajo y
acanaladas arriba, los margenes con 8 - 12 dibatga abajo, la planta puede alcanzar

hasta 60 cm de altura (Matuda y Pifa, 1980).

Componentes quimicos

Los primeros estudios sobre la composiciérdave lechuguill&ncontraron la
presencia de esmilagenina y gitogenina con rendiosede 5g/kg y 0.6g/kg en base
seca respectivamente. En la lechuguilla se ha tagmia presencia de esmilagenina
(sapogenina esteroidal) que es un precursor edtéra@demas de ocho especies de
sapogeninas: yucagenina, gitogenina, hecogengagenina, diosgenina, gentrogenina,

clorogenina y ruizgenina (Blunde al, 1980).

Actividad antifangica

Galvanet al (2007), reportaron actividad antifngica con astos deAgave
lechuguilla a 4000 ppm, contr&. gloesporoideg100 %), A. alternata (66.4 %) y
Rhizopus sp(78.9 %). También se ha encontrado inhibiciorbdeterias y levaduras

con extractos etandlicos de esta planta (Verasttgli 1996).
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Reportes de extractos etandlicos y hexanicos de plas con actividad antifingica

Se ha reportado que el extracto hexanico de haagditdx trifolia inhibio el
crecimiento dd~usariumen dos dias, (Hernandet al, 1999). En pruebas biologicas
con extractos hexanicos y etandlicos de la frigmiltas y hojas délelia azedarach..
se encontrd actividad antifungica confrspergillus flavus, Diaporthe phaseolorwar.
Meridionales, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium \adlibides, y
Sclerotinia sclerotiorumTambién se ha reportado que el extracto hexatedas hojas
y el etandlico de las semillas fueron eficaces eninhibicion con la minima
concentracion utilizada (Carpineéal, 2003).

El extracto hexanico de hojas dmpressus lusitanicdue estudiado con el
método de dilucién en agar para evaluar las prapiesl antifingicas del extracto crudo
y sus fragmentos. Estos fragmentos mostraron vagoados de actividad
antidermatoficas contrslicrosporum audouinii, Microsporum langeronilicrosporum
levas Trichophyton rubrumy Trichophyton tonsuransLos fragmentos F1 y F3
exhibieron las actividades mas altas, mientragraagnentos F4 y F5 no previnieron el
crecimiento de los hongos probados a dosificar 200 (Jules-Rogeet al, 2006).

Extractos crudos de hojas y cortezaQ#essia alataobtenidos con etanol y agua
fueron probadosn vitro contraAspergillus fumigatysMicrosporum canisy Candida
albicans.Los resultados observados fueron la susceptililédids extractos etandlicos y
acuosos de la corteza pero resistencia hacia tesceos de hojas (Somclat al, 2003).

El aceite esencial y los extractos @erdia curassavicgJacq), obtenidos con
hexano, cloroformo y metanol mostraron actividatinsiorobial contra las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas y cinco cepas fiawjilas cepas dgarcina luteay

Vibro fueron mas sensibles al efecto de aceite came(MIC = 6 g/mL) y Vibrio
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choleraepara el extracto con hexandynyzoctonia solarfue mas sensible al efecto de

aceite esencial (kg = 180 g/ml) (Hernandezt al., 2007).
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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA IN VITRO DE PLANTAS DEL DESIERTO
CHIHUAHUENSE MEXICANO CONTRA HONGOS DE FRUTOS EN

POSTCOSECHA

ANTIFUNGAL ACTIVITY IN VITRO OF MEXICAN CHIHUAHUAN DESERT

PLANTS AGAINST POSTHARVEST FRUIT FUNGI

L. E. Moreno Zuccolottd, D. Jasso de Rodrigu€z D. Hernandez Castilld, R.
Rodriguez Garcid C.N. Aguilar Gonzale2, J. H. Rancafio Arrioja

@Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Calza&t#tonio Narro 1923, Colonia
Buenavista, 25315, Saltillo, Coahuila, México

P Universidad Auténoma de Coahuila, Blvd. V. Carramzdng. José Cardenas s/n,
25280, Saltillo, Coahuila, México

Abstract

Chemical fungicides have been intensively usedhm t¢ontrol of postharvest fruit
diseases. However, these actions also have besedaesistance in phytopathogens,
environment pollution and have affected the humaealth by toxic residuals in food
consumption. For these reasons, the objectivei®kthdy was to evaluate the biological
activity of hexanic and ethanolic extracts lappia graveolensYuccafilifera, Yucca

carnerosanaand Agave lechuguilla,against Rhizopussp. Colletotrichum sp. and
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Penicillium sp., fungi that cause postharvest fruit decay. lated variables were:
mycelia growth and spore number. A completely randed experimental design with
eight treatments and eight replications was useds Wéund thatLippia graveolens
extracts showed a 100% fungicidal effect@®1) againsRhizopussp. Colletotrichum
sp. and Penicilliumsp. Agave lechuguillaxtracts showed also a 100% fugicidal effect
againstRhizopussp. and Colletotrichumsp (P<0.01) Yucca carnerosanand Yucca
filifera extracts showed an inhibitory effect (100 %), agdithizopussp. (K0.01). Was
conclude that: all plant extracts showed inhibitacjivity against the studied fungi; the
ethanolic extracts showed higer antifungal actithigt hexanic extracts; both, ethanolic
and hexanic extracts dfippia graveolensat 500 ppm, showed the best antifungal
activity againstRhizopussp. Colletotrichum sp. and Penicillium sp; also that the
ethanolic extract o¥ucca carnerosanm all tested doses, increased @aletotrichum

Sp. sporulation.

Key words: Plant extracts, mycelia growth inhibition, spanéibition, postharvest fruit

decay.

Resumen

Los fungicidas quimicos se han utilizado intensameturante muchos afios para el
control de enfermedades de frutos en postcosecima.e@bargo, también se ha
ocasionado resistencia en estos patdégenos, comteionn del medio ambiente y
complicaciones en la salud humana por el consumainentos con residuos toxicos.
Por lo anterior, en este estudio se evaluo laidetivbioldgica de extractos hexanicos y

etanolicos de.ippia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnemasg Agave lechuguilla,
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contra Rhizopus sp.  Colletotrichum sp. y Penicillium sp, hongos causantes de
enfermedades de frutos en postcosecha. Las variablduadas fueron: crecimiento
micelial y nimero de esporas. Se utilizd6 un disedmpletamente al azar con ocho
repeticiones. Los resultados mostraron que el extrdeLippia graveolengpresentd el
100 % de inhibicion micelial, @.01) contraRhizopussp. Colletotrichum sp. y
Penicillium sp. El extracto deAgave lechuguilladambién mostré efecto fungicida del
100 % contraRhizopussp. y Colletotrichumsp (P<0.01) Los extractos deYucca
carnerosanay Yucca filiferamostraron inhibicion micelial del 100 % contRlizopus
sp. (P<0.01). Se concluye que: todos los extractos mastractividad inhibitoria contra
los hongos en estudio; los extractos etandlicosstra@n mayor actividad antifangica
que los extractos hexanicos; los extractos etamljchexanicos deippia graveolens
presentaron la mejor actividad antifingica a 500mpmontra Rhizopus sp
Colletotrichumsp y Penicilliumsp. y queel extracto etandlico d&'ucca carnerosana

en todas las dosis incremento la esporulacid@aletotrichumsp.

Palabras clave:Extractos vegetales, inhibicion del crecimientaetal, inhibicion de

esporas, enfermedades de frutos en postcosecha.

INTRODUCCION
En la basqueda de nuevos compuestos naturalesctiosaen beneficio del
hombre, se han explorado y colectado plantas egredifes tipos de ecosistemas
(Magallanest al, 2003; Rojas-Fernandet al, 2008; Wilpset al, 1993) estas plantas
han sido analizadas en sus componentes quimicas keacciones bioldgicas, para la

elaboracion de medicamentos (Ghosh y Chatterje63;28uskoski et al, 2005),
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antioxidantes (Lim y Murtijaya, 2007), conservadorge alimentos, y plaguicidas
naturales (Péregt al.,2004).

Durante muchos afios los fungicidas quimicos sautibrado intensamente para
el control de enfermedades de frutos en postcosefinaembargo, también se ha
ocasionado resistencia en estos patdgenos, corigignindel medio ambient{@orresy
Capote, 2004Rivaset al., 2005) y complicaciones en la salud humana pooesamo
de alimentos con residuos toxicos (Palacios y Mpr@004). Por lo que es necesario
buscar alternativas al uso de plaguicidas sintg&tico

En la actualidad el nimero de investigaciones sqita@tas que muestran
actividad bioldgica en hongos ha incrementado (Aleaal.,2005; Amzackt al.,2008;
Macarena y San, 2008). En Mexico el estudio dahgptasma de plantas con actividad
biol6gica sigue en aumento (Gonzagtal, 2006; Hernandeet al.,2007; Hernandeet
al., 2007).

En plantas del Desierto Chihuahuense cohbippia graveolens,se han
encontrado fenoles tales como: flavonoides, acioenirinico y Naringenina (Martinez
et al, 2008) y aceites esenciales como: monoterpemogaarol, timol,p-cimeno, 1, 8
cineol (Compadret al, 1987).

En Yucca filiferalos principales compuestos encontrados en lassga las
sapogeninas: sarsapogenina (Quintercal, 1980), willagenina (Monroe, 1980). En
Yucca carnerosanae han encontrado las sapogeninas: sarsapogessmmgenina
(Monroe, 1980), kammogenina y gitogenina (Domingd880) En Agave lechuguilla,
el componente principal de las hojas es la sapogeasmilagenina (Monroe, 1980).

Continuando con nuestro trabajo de equipo en lagueta de compuestos

naturales que posean actividad microbicida y qae seigables con el medioambiente
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el objetivo del presente trabajo fue evaluar lavaltzd bioldgicain vitro de extractos
hexanicos y etandlicos déppia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnemss Agave
lechuguilla, contraRhizopussp. Colletotrichumsp. y Penicilliumsp, hongos causantes

de enfermedades de frutos de interés comerciabgicgsecha.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de plantas

L. graveolensse colecté durante septiembre a noviembre de 200E| Barrial
de Guadalupe, Municipio de Torredn, Coahuila, lizealo en las coordenadas 25° 00’
00.11" Ny 103° 14’ 33.54” O, a 1320 m de altitydicca filiferafue colectada en enero
de 2008, cerca de la carretera 54, Zacatecasitl&G&m 293, en el ejido Gomez Farias,
coordenadas 24° 57' 00.11” N, 101° 04’ 33.54” 01895 m de altitud.Yucca
carnerosanag Agave lechuguillse colectaron en enero 2008 en Carneros, Coahbuila,
la carretera 54, Saltillo - Zacatecas, Km 316 clagrdenadas de 25° 03’ 51.23" N, 101°
05 04.32” O,y 2104 m de altitud.

Las ramas dk. graveolenssi como las hojas &€ carnerosana, Y. filiferg A.
lechuguilla se colocaron en condiciones adecuadas paraassptrtadas al laboratorio
de fitoquimica de la Universidad Autonoma Agrariat@nio Narro (UAAAN) en donde

se colocaron en un cuarto frio y se prepararonlparhtencion de extractos.
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Obtencidn de extractos

Para el proceso de preparacion de extractos, dartess de.. gavreolengueron
manualmente separadas las hojas, las cuales foertadas para obtener una muestra
con tejido de menor tamafio de particulas. Las higas carnerosangA. lechuguillay
de Y. filifera fueron manualmente cortadas en trozos pequefioxab& una de las
especies se pesaron 230 g de muestra, los cualebsaron en un frasco color ambar y
se agregaron 2.5 L de solvente (etanol 6 hexarm)nkzcla se agitdé en un bafio de
agitacion mecénica, modelo Brickman (Precisiore@dic Co., Chicago, IL, USA), por
22 h a 150 rpm a temperatura ambiente. El extrabtenido se filtr0 sobre papel
Wathman No. 1, y el solvente se separ6 en un rptaMBuchi (Laboratoriums-Tecnik,
Scheweiz). Una vez separado el solvente de laaesm elimind el solvente residual
colocando el matraz en una estufa de secado dudritey la resina se conservo en un

desecador.

Obtencion de los hongos

Rhizopussp, Colletotrichumsp. y Penicilliumsp. fueron colectados de frutos de
manzana, mango y haranja, que presentaban sintoamasteristicos causados por
hongos de postcosecha, tales como: necrosamientrgcdosis y pudriciones. Se
realizaron cortes pequefios en el area de avanta elgfermedad de los frutos. Los
cortes se desinfectaron en solucién de cloro al %3 min, se enjuagaron tres veces
con agua esterilizada y se secaron en papel egtéespués se sembraron en medio
Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Una vez que se obsemdérento de algun hongo, éste
fue inoculado en una nueva caja Petri con medio ,Riafa ser identificados (Barnett y

Hunter, 1972; Agrios, 2004).
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Bioensayos

Con las especies, los solventes y las dosis saagendos tratamientos que se
muestran en el Cuadro 1, para lo cual, se prepatasoextractos a diferentes dosis, se
mezclaron en el medio PDA y se vaciaron en caj&s. Pesteriormente se colocaron
in6culos con cepas de los hongos en el centro slecdgas Petri con el medio

envenenado.

Las variables evaluadas fueron: a) crecimientardetlio en centimetros y b) el
namero de esporas transformadas con la formulax#®)) (Ostle, 1963). Las
mediciones del radio de crecimiento se realizammwernier digital cada 24 h. durante
3 dias par&hizopussp. y 8 dias parBenicilliumsp. yColletotrichumsp. 6 hasta que el

testigo cubrio toda la superficie del medio PDAag ksporas fueron contadas con la

ayuda de una cdmara de Neubauer

Disefio experimental
Se utilizé6 un disefio completamente al azar con aelpeticiones en arreglo
factorial AXBXC, en donde A = especie, B = solvegt€ = dosis. Para el analisis de

los datos se utilizé el paquete SAS, 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza (ANVA) presento diferencatamente significativas

(P<0.01) para la variable crecimiento micelial (Cuadjp para las especies, solvente,
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dosis e interacciones. Por lo anterior podemos ideres que es posible hacer una
amplia seleccion, para aplicacion de estos resagtdeor lo que respecta a los resultados
del ANVA para la variable esporulacion (Cuadro 3 presentaron diferencias
altamente significativas {0.01) para especie, solvente, dosis e interaccioleg® cual
deducimos que tenemos una excelente gama de irdfidnmara efectuar una seleccion

y continuar con nuestros estudios

Crecimiento micelial deRhizopus sp.

Los extractos etanolicos sobre el géenB®wizopus(Fig. 1A) presentaron pok.
graveolenauna inhibicién del 100 % desde 500 ppfnfiliferatambién inhibié al 100 %
al patégeno a partir de 4000 ppm, presentando @ 2@ una inhibicién superior al 60
%. Y. carnerosand A. lechuguillareportaron inhibicion micelial de 40 % a 1000 ppm
5000 ppm respectivamente. Por lo que respectaeatoetle los extractos hexanicos
sobre el mismo patégeno (Fig. 1B) podemos obseuvaractividad antifangica superior
al de los extractos etandlicos ya duegraveolenspresenté un 100 % de inhibicion a
partir de 500 ppmA. lechuguillay Y. carnerosananhibieron al 100 % a 3000 ppmYy

filifera alcanzé la méaxima inhibicién (100 %) a 4000 ppm.

Inhibicion de la esporulacion deRhizopus sp.

La inhibicién de la esporulacion dRhizopussp. por los extractos etandlicos de
las plantas estudiadas (Fig. 2A) reportd un 1000%4_pgraveolensa partir de 500 ppm.
Y. filifera incrementd su potencial de inhibicion desde 500 pr60 %), hasta 4000

ppm (100 %).A. lechuguilla reportd inhibicion de 40 % a 1000 ppm hasta
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aproximadamente 80 % a 500 ppm. El extracto qusepté menor inhibicion fue el de
Y. carnerosanaje 20 % a 2000 ppm hasta 30 % a 5000 ppm.

Los extractos etandlicos y hexanicos de todassipsotes estudiadas presentaron
una inhibicion de la esporulacion que fluctué deside7 % hasta el 100 % en todas las
dosis evaluadas (Fig. 2). Los extractos etandliteyanico dd.. graveolenscausaron
una inhibicion del 100 % con todas las do¥isfilifera mostré una inhibicion del 40 al
82.2 % en las dosis de 500 a 3000 ppm, y una itibdel 100 % en las dosis de 4000
y 5000 ppmA. lechuguilla causé inhibicion del 9.4 al 77.1 % con extractmélico y
el 100 % en todas las dosis con extracto hexakicoarnerosanacauso inhibicion del
1.7 al 83 % con extracto etandlico en las dosib@@ a 5000 ppm y con extracto
hexanico de 4.8 al 83 % en las dosis de 500 a A0y del 100% en las dosis de 3000

a 5000 ppm (Fig. 2A).

Crecimiento micelial deColletotrichum sp.

El efecto de los extractos de plantas en etanokgddlletotrichumsp. (Fig. 3A) dio
como resultado que. graveolensy A. lechuguillainhibieran el desarrollo micelial del
patogeno al 100 % a partir de 500 ppm. Por otree pls extractos d¥é. carnerosang
de Y. filifera inhibieron en un 50 % y en un 30 % en las dosi2@@0 y 5000 ppm
respectivamente. En cuanto a los resultados dexiimactos obtenidos en hexano sobre
el mismo patdgend,. graveolensnhibié el 100 % a 2000 ppm, A. lechuguilla inkiibi
aproximadamente el 80 % a partir de 2000 ppm Y .ldilifera inhibio el desarrollo
micelial en méas del 50 % a 3000 ppm.Xacarnerosananhibio un 30 % a 4000 ppm.

Los resultados mostraron que los extractos de leterlo graveolensy A. lechuguilla



41

lograron concentrar un mayor nimero de compuestectvos, por o que son mas

recomendables para la inhibicion de este patdgeno.

Inhibicién de la esporulacion deColletotrichum sp.

El efecto de los extractos etanodlicos sobre labintiin de la esporulacion (Fig.
4A) fue aproximadamente del 100 % paragraveolens, A. lechuguillg Y. filifera, a
excepcion deY. carnerosanajue promovié la esporulacion en un 378 %. Lo #mter
sugiere que esta planta podria funcionar como omgtor (sustrato) para el crecimiento

del patogeno.

Crecimiento micelial dePenicillium sp.

Los extractos etanolicos de las especies vegetlegstudio dieron como
resultado sobr®enicillium sp (Fig. 5A) la siguiente informacioh: graveolensa las
500 ppm inhibié en un 50 % el patdgeno y a padi800 ppm, la inhibicion fue del
100 %.Y. filiferaa 500 ppm inhibié en un 70 % y en 80 % a 1000 phanechuguillaa
3000 ppm inhibié en un 60 % para alcanzar aproxamashte 80 % a 4000 ppr.
carnerosanaobtuvo mas de un 60 % de inhibicion a 5000 ppmresipecto de los
extractos obtenidos con hexato,graveolendnhibié mas de un 60 % del patdogeno a
1000 ppm y alcanzé aproximadamente un 100 % a ppd@. A. lechuguillalogré
inhibir el 80 % a 3000 ppm. Finalmente filifera inhibié un 40 % del micelio a 2000
ppm y Y. carnerosanapresentd el mismo porcentaje de inhibicion a 3@@on.
Nuevamente el efecto sinérgico de los compuestinaidgs por etanol logré una mayor

inhibicion del patégeno, que los resultados deekdmactos hexanicos.
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Inhibicion de la esporulacion dePenicillium sp.

Para la inhibicion de esporulacion Benicillumsp. mediante los extractos de las
plantas con etanol (Fig. 6A) se obtuvieron excelemésultados a partir de 500 ppm en
dondeL. graveolensnhibié aproximadamente el 100 %. A 1000 ppfilifera inhibid
el 90 % yA. lechuguillalogré inhibir en un 50 % la esporulacién a 5000npjpY.
carnerosanainhibié aproximadamente 20 % del patégeno a 100, ppero a
continuacion disminuy6 su actividad. En relacioefacto de los extractos de las plantas
obtenidos con hexano el resultado fue diferentdadanterior ya qué.. graveolens
requirid de 1000 ppm para inhibir 90 % del patégeholechuguillainhibié 80 % a
4000 ppm;Y. carnerosangresentd su mayor inhibicion superior al 60 % @d30pm y

Y. filifera inhibié aproximadamente el 50 % a 5000 ppm.

Los resultados obtenido de graveolensmuestran el potencial antifangico de
esta especie, atribuidos al contenido de timolryamaol que son compuestos naturales
de esta planta con actividad antimicrobial (Salguei al, 2003). Por otra parte, Obledo
(2002), encontro actividad antifungica corfftssarium oxysporumy Hernandez (2008),
reportd inhibicion micelial contraArpergillus niger Fusarium moniliforme F.
sporotrichumy Rhyzoctonia solanigconfirmando estos resultadosgave lechuguilla,
Yucca carnerosand Yucca filiferason plantas que pertenecen a la familia de las
agavaceas, las cuales son ricas en saponinas (ldem& al., 2005) estos compuestos
han sido reportados como antifungicos (Chong-Reénal, 2006; Mert, 2005) y
posiblemente sean el principal componente quimig® cpuso la inhibicién parcial y

total en los hongos estudiados.
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Estos resultados coinciden con lo reportado powdbeadt al (2007), sobre la
capacidad antifungica d& lechuguilla, contra C. gloesporoide$100 %),A. alternata
(66.4 %) yRhizopussp. (78.9 %) con extractos a 4000 ppm.

Existen especies del génehucca que han sido reportadas con actividad
antifingica, tales comoY. gloriosa (Favel et al, 2005); Y. smallianaque mostrd
actividad antifingica contrfausarium oxysporumy Rizoctonia solan{Yu et al, 2006);

Y. schidigeracontra levaduras (Miyakoshat al, 2000) y contraPythium ultimun,
Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Colletotnmoucoccodes y Verticillium dahlie
(Chapagairet al.,2007). En todos estos reportes, la actividad biogddeY uccaspp. es
atribuida a las saponinas esteroidales. Este tgp@aponinas estan reportadas como
antifungales (Zamilpat al., 2002).Yucca filifera y Y. carnerosandambién contienen
saponinas esteroidales (Kenney y Wall, 1957; Mosetaa., 1953) por lo que se puede

sugerir que estos compuestos causaron la inhibitgdas hongos estudiados.

CONCLUSIONES

Todos los extractos de las especies vegetales ammstactividad inhibitoria en
diferente porcentaje, contra el desarrollo de losgbs en estudio. Los extractos
etandlicos exhibieron mayor actividad antifuingipae los extractos hexanicos. Los
extractos etandlicos y hexanicos ldppia graveolensevidenciaron la mejor actividad
antifingica a 500 ppm contri@hizopussp Colletotrichumsp. y Penicillium sp. El
extracto etandlico de¥ucca carnerosanan todas las dosis incremento la esporulacion

deColletotrichumsp
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Cuadro 1. Tratamientos evaluadas vitro para determinar la actividad biolégica de
extractos etandlicos y hexanicos de cuatro espeéekPesierto Chihuahuenseontra
tres hongos causantes de enfermedades de frupmstosecha.

Especie Solvente Dosis (ppm) Tratamientos Evaluados No.
Trat.
Lippia graveolens Etanol 0, 500, 1000, L.gEtO,L.g Et 500,L.g Et 1000,L.g Et 7
(L.9) (EY) 2000, 3000, 2000,L.g Et 3000,L.g Et 4000,L.g Et
4000, 5000 5000
Yucca filifera v v Y.f Et 0,Y.f Et 500,Y.f Et 1000)Y.f Et 7
(Y.f) 2000,Y.f Et 3000,Y.f Et 4000,Y.f Et
5000
Yucca carnerosana v v Y.c Et0,Y.cEt 500,Y.cEt 1000,Y.c Et 7
(Y.c) 2000,Y.cEt 3000,Y.c Et 4000,Y.c Et
5000
Agave lechuguilla v v A.l EtO0,A.l Et 500,A.1 Et 1000A.1 Et 7
(A1) 2000,A.l Et 3000,A.1 Et 4000A.1 Et
5000
Lippia graveolens Hexano 0, 500, 1000, L.gHx 0, L.g Hx 500L.g Hx 1000,L.g 7
(L.g) (Hx) 2000, 3000, Hx 2000,L.g Hx 3000,L.g Hx 4000,L.g
4000, 5000 Hx 5000
Yucca filifera v v Y.f Hx 0,Y.f Hx 500,Y.f Hx 1000,Y.f 7
(Y.f) Hx 2000,Y.f Hx 3000,Y.f Hx 4000,Y.f
Hx 5000
Yucca carnerosana 4 4 Y.c Hx 0,Y.cHx 500,Y.cHx 1000,Y.c 7
(Y.c) Hx 2000,Y.cHx 3000,Y.c Hx 4000,Y.c
Hx 5000
Agave lechuguilla v v A.l Hx 0,A.l Hx 500,A. Hx 1000,A.l 7
(A1) Hx 2000,A.I Hx 3000,A.I Hx 4000,A.I
Et 5000
Total 56
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Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza deltcefde los extractos
etanolicos y hexanicos ddappia graveolensAgave lechuguilla, Yucca carnerosana,
Yucca filifera erel crecimiento micelial de los tres patdégenosdatios

Cuadrados Medios

Fuente GL Crecimiento Micelial
Colletotrichum sp. Penicillium sp. Rhizopus sp.
Especie 3 1445 ** 20.1 ** 68.1 **
Solvente 1 54.7 ** 7.6 ** 113.5**
Dosis 6 74.4 ** 28.9 ** 87.41*
Especie x solvente 3 21.56 ** 7.7 ** 28.7 **
Especie x dosis 18 4,35 ** 1.2 ** 7.1 **
Solvente x dosis 6 6.88** 0.33 ** 4.1 **
Especie x solvente x dosis 18 0.93 ** 0.39 ** *3
Error 392 0.01 0.01 0.008
Total 447
C. V. 7 9.4 5.52

C. V.= Coeficiente de variacion. GL= Grados dertiag. ** Diferencia altamente significativa al Q% nivel de
probabilidad

Cuadro 3. Cuadrados Medios del andlisis de varianza deltefde los extractos
etandlicos y hexanicos ddppia graveolensAgave lechuguilla, Yucca carnerosana,
Yucca filiferaen la esporulacion de los tres patdgenos estudiados

Cuadrados Medios

Fuente GL No. de Esporas
Colletotrichum sp. Penicillium sp. Rhizopus sp.
Especie 3 378.9 ** 267.22 ** 171.7 *
Solvente 1 69.7 ** 11.12 % 272.5 **
Dosis 6 50.7 ** 39.8 ** 104.7 **
Especie x solvente 3 15.7 ** 11.24 ** 79.9 **
Especie x dosis 18 12 ** 25 ** 18 **
Solvente x dosis 6 6.4 ** 4.26 ** 17 **
Especie x solvente x dosis 18 3.96 ** 3.3 813 *
Error 392 0.22 0.06 0.01
Total 447
C. V. 13.7 4.54 3.49

C. V.= Coeficiente de variacion. GL= Grados dertiag. ** Diferencia altamente significativa al Q% nivel de
probabilidad
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Figura 1. Inhibicibn micelial in vitro de Rhizopussp. por efecto de los extractos
etandlico (A) y hexanico (B) deippia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasan
Agave lechuguilla diferentes dosis
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Figura 2. Inhibicién de esporulaciom vitro de Rhizopussp. por efecto de los extractos
etanolico (A) y hexanico (B) deppia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasan
Agave lechuguilla diferentes dosis
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Figura 3. Inhibicidbn micelialin vitro de Colletotrichumsp. por efecto de los extractos
etandlico (A) y hexanico (B) deippia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasan
Agave lechuguilla diferentes dosis
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Figura 4. Inhibicion de esporulacién dgolletotrichumsp. por efecto de los extractos
etanolico (A, B) y hexanico (C, D) deippia graveolens, Yucca filifera, Yucca
carnerosanay Agave lechuguilla diferentes dosis
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Figura 5. Inhibicion micelial dePenicilliumsp. por efecto de los extractos etandlico (A)
y hexéanico (B) delLippia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasay Agave
lechuguillaa diferentes dosis
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Figura 6. Inhibicibn de esporulacion dBenicillium sp. por efecto de los extractos
etanolico (A) y hexanico (B) deppia graveolens, Yucca filifera, Yucca carnerasan
Agave lechuguilla diferentes dosis
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Abstract

Antifungal tests were made of the hexanic and etl@extracts ofLippia graveolens
where Rhizopussp.,, was inhibited at 500 ppm £B.01) with hexanic and ethanolic
extracts;Colletotrichumsp., at 500 ppm @.01), with ethanolic extract and 2000 ppm
(P<0.01), with hexanic extracPenicillium sp. at 2000 ppm &9.01) with ethanolic
extract and at 3000 ppm<@.01) with hexanic extract; these inhibitory cortcations

of the development of the fungi were studied in ksioa with candelilla wax and water
solution like covering protectors of fruits to ewale the protector effect against the

studied pathogens and the shelf life. Weight loss @greater for witness in apple
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compared with treatments of coated. In tomato thigkt loss was statistically similar in
all treatments. In the treatments of coatins batlitd kept the color throughout the
experiment. In the pH changes, significant changese not observed; in total sugars
and °Brix degrees similar increases and decreaselei production of sugars were
observed up to week 4. The production of sugaress®d in the control treatment of
tomato in week 5 and 6. In °Brix the control treant of apple in production of sugar

in week 6.

Resumen

Se realizaron pruebas antifingicas de extradteganico y etandlico dd.ippia
graveolendondeRhizopussp. fue inhibido 500 ppm (#0.01) con extractos de hexano
y etanol;Colletotrichumsp. en 500 ppm (#0.01), con extracto etandlico y 2000 ppm
(P<0.01), con extracto hexanicBenicilliumsp en 2000 ppm (#0.01) con extracto de
etanol 3000 ppm @®.01) con extracto hexanico; estas concentracimrsitorias del
desarrollo de los hongos fueron estudias en enmutsid cera de candelilla y en agua
como cubiertas protectoras de frutos para evallaefecto protector contra los
patogenos estudiados y la vida de anaquel. Lageédb peso fue mayor para el testigo
en manzana en comparacion con los tratamientosilwertas. En tomate la pérdida de
peso fue estadisticamente igual en todos los tratéos. En todos los tratamientos de
cubierta de ambos frutos mantuvieron el color derando el experimento. En los
cambios de pH no se observaron cambios importageszucares totales y grados Brix
se observaron aumentos y disminucidnes en la pi@uwe azucares muy similares

hasta la semana 4, se observo una mayor produdeidazucares en el tratamiento
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testigo en tomate en la semana 5 y 6. En °Brixaghmiento testigo en manzana fue de

mayor produccion de azucares en la semana 6.

INTRODUCCION

La pérdida de frutos en postcosecha se originaepracticas de manejo, tanto
en la produccion, como en comercializacién, la fflye para que sean atacados los
frutos a enfermedades causadas por bacterias yosiomge producen pudriciones
durante la vida de anaqu&hizopussp. es un hongo de amplio espectro que afecta a
frutos que llegan a tener lesion (Shuktaal., 2006); Penicillium sp. y Colletotrichum
sp también causan pudriciones en frutos (Lim y RoHib&680; Labudat al, 2004).

Al investigar la conservacion de frutos en postcbaese han utilizado técnicas
como atmoésferas modificadas (Kadsr al., 1989; Leteinturier-Laprise, 2000; Artés,
2006), cubiertas de plastico (Chaves al, 1998) y cubiertas comestibles como:
quitosano (Bautista-Bafios y Bravo-Luna, 2004),qirats (Galiett@t al, 2005) y ceras
para mejorar la calidad de vida de anaquel derldsd.

La aplicacion de cera de candelifaiphorbia anthisyphiliticase ha evaluado
como cubierta protectora (Dominguet al., 2003; Hagenmaier, 2000). Al analizar
extractos dd.. graveolensse ha encontrado fenoles, flavonoides, acido rdsina y
naringenina (Martinezet al, 2008), en los aceites esenciales se encontraron
monoterpenos, carvacrol, timgh-cymene (Salgueireet al, 2003) y dos isbmeros

inusuales, 2-isopropil-4-metilfenol y 4-isopropHazetilfenol, (Verninet al, 2001). El
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extracto del. graveolenstambién ha sido probado como antimicrobial (Hedearet
al., 2008) y como antioxidante (Prunestaal.,2008).

La candelilla es un arbusto nativo de las zonatagdry semiaridas del norte de
México y cuyo producto principal es la cera, laldieme caracteristicas fisico-quimicas
similares a la cera de carnauba, y su recoleceidmaccion y venta ha sido un medio de
vida para los habitantes de las zonas marginadgmt por lo que la utilizacion de la
cera como un medio preventivo para la conservatédinutos le daria un valor agregado
a este producto. Por otra parte la literatura dieat no presenta reportes de la
utilizacion de emulsiones de cera de candelilla ertractos dd.. graveolenspara
cubierta de los frutos.

Por lo anterior en este estudio se evaluaran laiertas de las mezclas de cera de
candelilla con extractos de. graveolens ya que de obtener resultados positivos,
representaria un nicho de mercado para los prochscsociales.

El objetivo del presente estudio fue: a) evaluaefecto de cubiertas de una
emulsion de cera de candelilla con extractos amgifios del.. graveolensn la vida de
anaquel de frutos de tomate y manzana y b) datarnei efecto de las cubiertas en el

control de hongos.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de plantas y obtencion de cera de candddill
La colecta de plantas de graveolensse realizé de septiembre a noviembre de
2007, en El Barrial de Guadalupe, Municipio de €6, Coahuila, coordenadas 25° 00’

00.11” N, 103° 14’ 33.54” O vy una altitud de 1380 La cera de candelilla fue
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proporcionada por investigadores de la Faculta@idecias Quimicas de la Universidad

Autonoma de Coahuila.

Obtencidn del extracto

Las hojas dé.. graveolensseparadas de los tallos, se cortaron manualmeante e
pedazos pequefios y se colocaron 230 g de muestra feasco color ambar agregando
2.5 L de solvente (etanol 6 hexano). La mezcla gith &n un bafio de agitacion
mecanica marca Brickman (Precision Scientific @hicago, IL, USA), durante 22 h a
150 rpm a temperatura ambiente. El extracto otitese filtro y el solvente se separé de

la resina en un rotavapor marca Buchi (Laboratosidimcnik, Scheweiz).

Bioensayosn vitro

Se colocaron extractos hexanico y etandlich.dgraveolensen dosis de 0, 500,
1000, 2000, 3000, 4000, 5000 ppm, en medio Pap&@=xAgar (PDA) en cajas Petri.
Posteriormente se inocularon con cepaRldigopussp. Colletotrichumsp. y Penicillium
sp. Se utilizé un disefio completamente al azar conp8tig@ones en arreglo factorial
AXBXC, donde A = solvente, B = dosis y C = patégenLos datos se analizaron con

el paquete SAS 9.0.

Bioensayosdn vivo

Origen de la fruta

Se utilizaron frutos de manzamdalus domesticaBorkh var. “Golden Delicious” y

frutos de tomate Licopersicon esculentunvar. “Floradade”, adquiridos en el
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supermercado en Saltillo, Coahuila, México. Logdsuse seleccionaron tomando en
cuenta su tamafio, madurez, ausencia de microongasiy de dafios en la piel. Los
frutos fueron desinfectados con solucion de hiptoae sodio (0.2 g/L) por 5 min y

secados a temperatura ambiente (Gonzalez-Agtilar, 2005).

Preparacion de la solucion de esporas

Los patogenos fueron aislados de manzana y tow@teervados a 26° C en medio de
papa dextrosa agar (PDA) durante 8 dias. Disco$?dA con esporas de fueron
agregados en un matraz Erlen Meyer con agua distésteril hasta ajustar una
concentracion de 5 x i@e Rhizopussp. (Qing y Shiping, 2000) y 3.8 x ®l@e
Penicillium sp. (Visintinetal., 2007) UFC/L}, la concentracion fue determinada con un

hematocimetro.

Preparacion de las cubiertas

Las formulaciones de las cubiertas fueron preparaaapartir de cera de
candelilla y agua, afiadiendo el extracto etan@i@D00 ppm y el extracto hexanico a
4000 ppm. La mezcla se efectud a 80 °C, mediartcain media en el nivel 5 de una
parilla eléctrica marca Corning, modelo PC-420radte 5 min. Los tratamientos
evaluados en el experimento en frutos de manzamagte fueron: 1) testigo (frutos sin
cubrir); 2) cera de candelilla; 3) emulsion de adgacandelilla con extracto etandlico de
L. graveolens4) emulsion de cera de candelilla con extract@hieo del. graveolens
5) extracto etandlico de. graveolenen agua; y 6) extracto hexanico ldegraveolens

en agua.
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Para la aplicacion de las cubiertas, cada fruto ifueerso por 1 s en la
formulacion correspondiente, dejandose secar deran, para volver a sumergirse
durante 1 s en la formulacion. El estudio se réaizemperatura ambiente en un cuarto

de laboratorio sin corriente de aire.

Evaluacién antifingica

Se utilizaron cajas de plastico transparente de 3D cm, selladas como camaras
himedas. Los frutos fueron lesionados en dos auasicon heridas de 4 mm de
longitud y 4 mm de profundidad. Las heridas seizadin en el eje ecuatorial y en lados
opuestos de cada fruto, con un alfiler desinfectdds manzanas se inocularon por
aspersion con una suspension de espor&edeilliumsp. y Rhizopussp. Los tomates
solo fueron inoculados comhizopussp. La evaluacion se realizd6 mediante la
observacion directa de la presencia de la enferdhexesiderando como positivo (+) a
los frutos que enfermaron, y negativos (-) a lostos que no enfermaron,
comparativamente con el testigo.

Los tratamientos se aplicaron sobre los frutos geeagruparon segun la
condicién que presentaron en una preparacion prayide frutos de manzana y tomate
(3 grupos de frutas sanas y 3 de frutos enfermadidtebucion de los 6 tratamientos en
los frutos lesionados y no lesionados fue de laiside manera: 1) Frutos sin lesion e
inoculados después de la aplicacion de la cubi@jt&rutos lesionados e inoculados
antes de la aplicacion de la cubierta; 3) Fruéssohados e inoculados después de la

aplicacion de la cubierta.
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Ensayo de vida de anaquel

Para la evaluacion del efecto de los tratamiemds @ida de anaquel, el ensayo
se realiz6 bajo un disefio completamente al azasemntratamientos y 30 repeticiones
(cada fruto fue considerado como una unidad expetiah) Las variables evaluadas
fueron: Pérdida de peso, cambio de color, firme#d, azlcares totales y soélidos
solubles totales (°Brix).

La pérdida de peso se determiné mediante la difexatel peso de los frutos en
la octava semana y el peso inicial de los mismesut8izé una balanza granataria
digital, MFD BY CO; LTD. Los datos fueron transfoaps en porcentajes y se
analizaron con el paquete SAS 9.0s analisis estadisticos fueron efectuados con los
datos obtenidos en la octava semana.

El cambio de color se midio durante 6 semanas coRaiocolorimetro marca
Minolta con un estandar de calibracion X=0.31333019. Se calculo el indice de
Yeatman modificado, para expresar el color (Lopez al, 1996), ICm.=
(2000%a)/L*(+b* . Los datos se transformaron con la raiz cuadradacinés y se
analizaron con el paquete SAS 9.0. También se tomfmtografias de tres frutos de
cada tratamiento durante 7 semanas, para obsécamnbio de color.

Para medir la firmeza se utilizaron penetrometrascan Fruit Pressure Tester FT
327 con capacidad de 13 kg. Los datos se registide la cuarta a la séptima semana
de establecido el experimento. La diferencia deo pesra penetrar la manzana es
diferente a al peso utilizado en tomates, debitho diferencia en la dureza de la pulpa
de cada una de las frutas, el penetrometro utdizsdtomates mide el peso gramos y el

utilizado en manzanas el peso es medido en kiloggam
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Para la determinacion de azlcares totales, gradiesyBpH, se utilizo una
mezcla del jugo de 3 frutos una vez por semanantkiiseis semanas. El analisis se
realizé con la resta de la desviacion estdndapiehedio de los datos obtenidos en la
sexta semana.

Los azlcares totales hidrosolubles se determinazon el método de
fenolsulfarico, utilizando un espectrofotometro ol hermospectronic, modelo Helio
Epsilon.

Los solidos solubles totales (°Brix) se midierom e¢m refractdmetro manual
marca Atago, modelo ATC-1E, con escala de 0 aBX.°

El potencial de Hidrogeno se medié con un peadndmaarca Thermo Orion,

modelo 420.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebasin vitro

Los extractos etandlicos inhibieron al 100 %aletotrichumsp. y Rhizopussp.
en la dosis d&00 ppm, y @&enicilliumsp. con 2000 ppm. Por otra parte los extractos
hexanicos inhibieron &hizopussp. al 100 % con 500 ppntolletotrichumsp. fue
inhibido con 2000 ppm Yenicillium sp. con 3000 ppm, ambos también al 100 % de
inhibicion.

Investigadores como Hernandez en 2003 evalu¢ iadad antimicrobiana de.
graveolenscontra diferentes cepas de bacterias, Obledo e@ 208lué la actividad

antifingica dd.. graveolensontra los patdgenos défjave tequilana
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Bioensayosn vivo

Pruebas antifungicas en los frutos

Los resultados de la presente investigacion mastrque los frutos (manzana y
tomate) sin lesion de todos los tratamientos negmtaron sintomas de enfermedad
causada por los patdgenos inoculados (Cuadroslindgamzanas con lesién e inoculadas
con Rhizopussp. antes de la aplicacién de los tratamientos fueregativos con los
tratamientos de cera con extracto etandlico y aa cen extracto hexanico, ademas
también el resultado fue negativo con el trataroiesteé extracto hexanico en agua
aplicado después de la lesion e inoculacion, estdtados demuestran que la cubierta
de cera yL. graveolenpuede ser posible utilizando dosis adecuadas ¢asnatilizadas
por Assis y Pessoa (2004), quienes utilizaron ctdsea base de quitosan que
proporcionaron proteccion antifingica en manzapadjdas en dos partes, exponiendo
la pulpa de la fruta.

En tomate los resultados fueron positivos en lag# lesionados e inoculados
con Rhizopussp. antes y después de la aplicacion de los tratansiep&ios resultados
fueron obtenidos 3 dias después de haber inocuddpatdégeno; las manzanas
lesionadas e inoculadas cé&enicillium sp. antes y después de la aplicacion de los
tratamientos dieron resultados positivos, estosllteetos fueron obtenidos 8 dias

después de la aplicacion del patégeno. (Cuadro 1).
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Variables evaluadas

1. Pérdida de peso

La pérdida de peso en manzana mostré diferencaemaitte significativa
(P<0.01) entre los tratamientos (Cuadro 2), presewotdnd mejores resultados los
tratamientos de la cubierta de candelilla con &laeio hexanico de. graveolensy el
de la cubierta dé&. graveolenscon el extracto de hexano en agua; por otra gatre
los tratamientos de tomate el extracto hexanicagera fue el tratamiento que evit6 la
mayor peérdida de peso en ambos frutos (Fig. 1psEssultados son diferentes a los
obtenidos por Pérez-Gagt al, (2003), quien utilizé cubiertas elaboradas asers de
leche y cera de abejas, las cuales no pudieronatdeepérdida de peso en los frutos.

Por otra parte, estos resultados confirman la dd@dae la cera de candelilla
por si sola para evitar la pérdida de peso (SauPedapaet al, 2009; Paredes-Lopet
al.,, 2006) o también mezclada con extractos vegefadea potencializar su efecto
(Tomaset al, 2005). La reduccion de la pérdida de peso entretsmientos con
cubiertas, posiblemente se deba a la disminucida gérdida de vapor de agua en los
frutos, asi como al efecto de la cubierta de gaitoque disminuyo la pérdida de peso

en frutos (Ghaouth y Ponnampalam, 1991).

2.- Cambio de color

El cambio de color en manzanas (Fig. 2A) fue simela todos los tratamientos
hasta la cuarta semana, en la cual el testigwifdgérdida de color y brillo, causado
por el envejecimiento natural del fruto y la conitzecion de patdgenos del medio

ambiente, incrementandose hasta la sexta semadanda se observé un valor superior
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a 4 ICm. EI ANVA mostré una diferencia altamengngicativa (P<0.01) (Cuadro 2),
entre el color del testigo con los tratamientos e@e muestra en el cuadro 3.

En la Fig. 3 podemos observar las fotografias defristos y constatamos que
desde la quinta semana se muestra pérdida de ww@orhitamiento de la piel y
pudricion en un fruto. En la sexta semana se nauettavance en el envejecimiento y
pudriciébn de los frutos en el testigo y en la septisemana la muestra en general
presenta pudricion.

Por lo anterior podemos considerar que las culsiet@an el cambio de color
aun a los 64 dias de almacenamiento, lo cual egatebeneficio para los productores
debido a que pueden almacenar sus frutos a terapenhbiente considerando aplicar
alguno de los tratamientos que aqui se han estudisto es muy importante si
consideramos que muchos productores no cuentasistemas de refrigeracion para sus
frutos, los cuales comienzan a perder viabilidadh & comercializacion en contraste
con el resto de los tratamientos (Fig. 2).

En tomate (Fig. 2B) los rangos observados en ebmade color fueron desde
los 28.95 a los 39.94 ICm y el andlisis estadistioomostré diferencia significativa
(Cuadro 2 y 3), probablemente debido al contenidtural de licopeno (Candelas-
Cadillo et al, 2006). También se observa que el tratamierdtigte en la segunda,
cuarta y sexta semana presenté valores superi@@$Gm, valores superiores a los que
reportan los tratamientos con cubiertas. El tegpgalié brillo y se puede apreciar en
las fotografias (Fig. 4) un mayor marchitamientocemparacion con el resto de los

tratamientos en la quinta, sexta y séptima semana.
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3. Firmeza

Como se puede observar en la Figura 5, la pérdddfrmeza fue irregular en
todas las semanas en todos los tratamientos coasite que la tendencia es hacia la
pérdida de firmeza durante el tiempo de almacesramiy que el testigo fue el que
perdié mayor firmeza en comparacion con los trataiois de cubiertas.

En la evaluaciéon estadistica de la séptima sem@anadfo 2), los tratamientos
mostraron diferencia significativa £8.01) como se muestra en el cuadro 3, para
manzana y tomate £0.01), donde el tratamiento hexanico en agua marlufirmeza

de los frutos en comparacion con el resto de &artrientos (Fig. 5).

4. Azucares totales

Los valores de los tratamientos de azUcares towlesianzanas (Fig. 6A) se
incrementaron de manera similar con el transcuetdigimpo. En la quinta semana de
almacenamiento se presentd un fuerte incrementdognvalores medios de los
tratamientos, el mayor valor para la cubierta da de candelilla con extracto etandlico
de L. graveolens seguida del tratamiento de la cubierta de exiratanolico del.
graveolensy agua, la cubierta de extracto hexanicd dgraveolensy agua seguido del
tratamiento testigo, y por ultimo los tratamientesa de candelilla (Cub) y la cubierta
de extracto hexanico de graveolens.

Para la sexta semana todos los valores mediosdetamientos disminuyeron,
presentando el valor mas alto el tratamiento deulbierta comestible de cera de
candelilla, y el extracto etandlico en agua commas$ bajo.

En tomate se observé (Fig. 6B) que los valores osede los tratamientos se

comportaron de manera similar (entre 0.02 y 0.05hgysta la cuarta semana de
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almacenamiento. A continuacion se observo un maraadnso de los valores medios de
los tratamientos (semana 5) en particular el datamniento testigo, seguido de la
cubierta de candelilla y de la cubierta del extrdwtxanico dé.. graveolensy agua asi
como de los extractos hexanico y etandlicddgraveolens/ agua. En la sexta semana
todos los valores de los tratamientos disminuyeron.

Los resultados del tratamiento testigo se exploaido a que al presentar un
acelerado proceso de maduracion de la quinta @déing® semana, se acumula una
mayor concentracion de azlUcares mediante los pedsslogicos activos en los frutos
en almacenamiento (Ramos-Ramieeal, 2009).

Los valores de azucares totales en tomate son ajés dpue en manzana lo cual
se explica por la naturaleza de los frutos, en tcuahmetabolismo de los mismos, y
esto hace que en la quinta y sexta semana losesgaterpresenten mas diferenciados con
respecto al tratamiento testigo, que los valoredodetratamientos presentados en el

experimento de manzana (Péetal, 1997; Robinsoet al, 1998).

5. Solidos solubles totales (°Brix)

El contenido de sdlidos a través del tiempo env@tgso de almacenamiento de
la manzana, present6 una tendencia irregular etndtzsmnientos (Fig. 7), hasta la quinta
semana en que el tratamiento de la cubierta dehatgtetandlico dé. graveolensy
agua obtuvo el valor mas alto (15 °Brix), seguidbtchtamiento de la cubierta de cera
con extracto hexanico de graveolensegl testigo obtuvo el menor contenido de sdlidos
(12 °Brix), pero incremento por arriba de los demas tratatoseen la semana seis, esto

puede atribuirse a la rapida maduracion de losdrdel testigo y a la pérdida de peso.
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El contenido de°Brix en los frutos tiende a incrementarse en teatpest
ambiente a través del tiempo de almacenaje (Rarefrak, 2004), se explica ademas
por la liberacion de los compuestos volatiles yuBlels en agua, mediante la
deshidratacion de las muestras. La transferenciada en la superficie de los frutos es
el factor predominante de la respiracion (Roge385).

En el almacenamiento del tomate en la quinta senh@m&atamientos mostraron
resultados similares que en el experimento de manzen la variable de sélidos
solubles, aunque los valores del contenido fuerenares. El tratamiento de la cubierta
de cera de candelilla con extracto etandlico y hiexédeL. graveolenspresentaron el
mayor contenido de sdlidos y el tratamiento testigmenor contenido de sélidos, por lo
gue es posible analizar estos resultados de manmikr a lo que se hizo en el

experimento de manzana.

6. Cambios en pH

Los valores de pH se incrementaron a partir dedarsda semana hasta la quinta
semana, para todos los tratamientos en manzana8jfigresentando el mas alto valor
la cubierta del extracto hexanicoldegraveolens agua con un pH de 4.4. Para la sexta
semana los tratamientos de extracto hexanico ea pgubierta de cera de candelilla
con extracto etandlico de. graveolensdisminuyeron el valor de su pH, mientras el
resto de los tratamientos presento valores meddzs/ta en incremento.

En tomate no se presentaron diferencias entrenti@téos pero en la quinta
semana de almacenamiento la media de los valot¢satimiento mas alto fue de 4.7,

valor inferior al del tratamiento testigo, seguidel tratamiento de la cubierta de
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extracto etanolico de. graveolensy agua con pH de 4.6. En la sexta semana todos los
tratamientos disminuyeron sus valores oscilandeeeht y 4.6. Estos resultados son
comparables con los obtenidos por Gonzalez-Agwtaal, (2005) que encontraron
incrementos y decrementos en el pH de papaya talien quitosano pero sin tener

diferencias significativas entre los tratamiented gontrol.

El uso de cubiertas comestibles como las cerasepugigminuir la velocidad de
maduracion en los frutos (Péretzal, 2005) y en los resultados anteriormente expuestos
se puede observar que el uso de las cubiertasrpodieducir la produccion de azucares
en algunos tratamientos, en comparacion con éjtefero ninguno de los tratamientos
estudiados pudo detener de forma considerablertmegos fisiolégicos de producciéon
de azucares totales, °Brix y pH, por debajo deingdio y la desviacion estandar de los
resultados. Resultados similares fueron obtenidos @alietta et al (2005) que
utilizando una cubierta de proteina del suero dedhe aplicada en tomates retraso el
cambio de color de verde a rojo, disminuyo la miEdile peso pero no afecté los
cambios de pH y °Brix.

Sin embargo, se pudo observar que todos los tratéos con extractos de
graveolenslograron mantener la coloracion y la firmeza, emparacion con el
tratamiento testigo. Tentativamente causada pasebe la cera de candelilla (Saucedo-
Pompaet al, 2007), que se ha reportado como antioxidantecgrgenido de fenoles de
Lippia graveolensLos fenoles de plantas tienen propiedades anaoxéd (Kahkonen,

1999).
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CONCLUSIONES

* En los experimentos de manzana sin lesion todogrédamientos mostraron
efecto antifingico contr&hizopussp. en los frutos de manzana lesionados e
inoculados comRhizopussp. antes de la aplicacion de los tratamientdansmte
las cubiertas de cera con extracto etandlico y riegade L. graveolens
presentaron efecto antifiingico contra este patggesdratamientos aplicados a
las manzanas que después fueron lesionadas e ddasutonRhizopussp,
solamente las cubiertas de cera con extracto&. dgraveolensetandlicos y
hexanicos, asi como la cubierta etandlica_dgraveolensy agua presentaron
efecto antifingico contra el patdbgeno mencionaderammente.

* En los experimentos de manzana sin lesion todogrédamientos mostraron
efecto antifingico contrBeniciliumsp.

* En los experimentos de tomate sin lesion todogr&wamientos mostraron efecto
antifingico contr&hizopussp.

» Los tratamientos de las cubiertas y extractos ptasan una mayor actividad
antifingica contr&hizopussp. que contr®eniciliumsp.

» Las cubiertas de cera de candelilla con extradctygdécos, hexanicos y con agua
deL. graveolensdisminuyen la pérdida de peso, cambio de colfimyeza en
manzanas almacenadas durante seis semanas. Er tritah la pérdida de la
firmeza del fruto durante el periodo antes mendonananteniendo la calidad

de los frutos.
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La produccion de azucares en manzana almacenadatelwinco semanas es
disminuida por la cubierta del extracto etandlieolLd graveolensy agua y en
tomate se obtiene una disminucion de azucares Icertracto hexanico de.
graveolensgy agua, asi como con la cubierta de cera de c#iadeli

La pérdida del contenido de solidos en manzananati® almacenados durante
cinco semanas fue disminuida por las cubiertas efa § extractos dé.
graveolens.

El efecto de cubiertas con extractosldegraveolensen el pH de manzana y
tomate almacenados durante cinco semanas, fue decremento mayor al
tratamiento testigo pero no de forma significatidgsminuyendo los valores en
la sexta semana en general. Por lo que se puedkiicaque los tratamientos no
afectan el pH de las frutas estudiadas

Las cubiertas de cera de candelilla y extractod..dgraveolensetandlicos y
hexanicos y en agua, incrementaron la vida de ahatpilos frutos hasta por
seis semanas.

Este es el primer estudio cientifico que se repootabinando la emulsién de

cera de candelilla con extractosldeggraveolens
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Cuadro 1. Efecto antifangico de tratamientos de extrad®gippia graveolenson y

sin cera de candelilla en frutos de manzana y ®massultados observados 3 dias
después de la inoculacion c&hizopussp. y 8 dias después de la inoculacion con
Penicillium sp.

Condicion del
Patégeno fruto Tratamientos

Testigo Cub CuLiet  CuLihe Lietag Liheag

Manzana
Sin lesion - - - - - -
Rhizopussp. Lesion antes + + - - + +
Lesion después NA + - - + -
Sin lesion - - - - - -
Penicilliumsp.  Lesion antes + + + + + +
Lesion después NA + + + + +
Tomate
Sin lesiéon - - - - - i,
Rhizopussp. Lesion antes + + + + + +
Lesion después NA + + + + +

(-) = Frutos que no enfermaron con la inoculaciéhpétégeno; (+) = Frutos que enfermaron con lautazion del
patégeno; NA = no aplica

Cub = Cera de candelilla; CuLiet = Emulsion de araandelilla con extracto etandlico; Culihe = sidun de cera
de candelilla con extracto hexanico. Lietag = Eotts@tandlico en agua, Liheag = Extracto hexanicagua.

Cuadro 2. Cuadrados Medios de los analisis de varianzafdeteede las cubiertas de
cera de candelilla y agua con extractos etanodiidesxanicos déippia graveolensen
la pérdida de peso, cambio de color y firmeza.

Fuente Cuadrados Medios
Pérdida de peso Cambio de color Firmeza
(@) (ICm) (Kg) (@)

GL Manzana Tomate GL Manzana Tomate GL Manzana Tomate

Tratamientos 5 39.06** 9.02 5 0.36* 0.11 5 1.91* 1664.83*
Total 89 - - 23 - - 29 - -
Error 84 0.04 16.75 18 0.085 0.052 24 0.12 234.58

C. V. - 1781 19.07 - 11.62 3.58 - 10.39 9.23

C. V.= coeficiente de variacién; GL= Grados detiad; * Diferencia Significativa al 5 %; ** Difereia
Altamente significativa al 1 %.
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Cuadro 3. Diferencia de los cuadrados medios de los andlesigarianza del efecto de
las cubiertas de cera de candelilla y agua caa@xts etanolicos y hexanicos ldppia
graveolens cambio de color y firmeza. Medias con la mismdraleno son
significativamente diferentes.

Firmeza en manzana Firmeza en tomate

Tratamiento Media (Kg) Tukey Tratamiento Media (g) Tukey

Liheag 412 a Liheag 190 a
CuLihe 4 a CuLiet 178 ab
Lietag 3.6 ab CuLihe 177 abc
Cub 3.02 bc Cub 156 bdc
CulLiet 2.82 c tes 148 dc
tes 2.68 c Lietag 146 d
Cambio de color en manzana Cambio de color en ®omat

Tratamiento Media (Ilcm) Tukey Tratamiento Media (Ilcm) Tukey

tes 3.12 a tes 6.65 a
Cub 2.42 b Cub 6.55 a
CuLihe 2.42 b CuLiet 6.45 a
CulLiet 2.37 b CuLihe 6.32 a
Liheag 2.35 b Lietag 6.27 a
Lietag 2.35 b Liheag 6.22 a

Comparacion de medias por la prueba de Tukey 0.05%.
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Figura 1. Pérdida de peso en manzana (A) y tomate (B),aplic cubiertas de extractosldegraveolens
con y sin cera de candelilla. Tratamientos: CuberaCde candelilla, CuLiet = Emulsién de cera de
candelilla con extracto etandlico; CuLihe = Emutsie cera de candelilla con extracto hexanicoabiet
Extracto etandlico en agua, Liheag = Extracto hexéen agua. Prueba de Tukey 0 .05%
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Figura 3. Efecto de los tratamientos en el cambio de celomanzanas a partir de la semana 5 a la 7.
Tratamientos: 1) testigo, 2) cera (Cub), 3) cera métracto etandlico (Culiet), 4) cera mas extracto
hexanico (CuLihe), 5) extracto etandlico en aguatélg), 6) extracto hexanico en agua (Liheag).
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Figura 4. Efecto de los tratamientos en el cambio de cetotomate a partir de la semana 5 a la 7.
Tratamientos: 1) testigo, 2) cera (Cub), 3) cera méracto etandlico (CulLiet), 4) cera mas extracto
hexanico (CuLihe), 5) extracto etandlico en aguatélg), 6) extracto hexanico en agua (Liheag).
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Figura 5. Efecto de cubiertas de extractosldgraveolensen emulsion con cera de candelilla y agua en
frutos de manzana (A) y tomate (B) en la firmezdodefrutos. Tratamientos: 1) testigo, 2) cera (GG
cera mas extracto etandlico (CulLiet), 4) cera mdsaeto hexanico (CulLihe), 5) extracto etandlico en
agua (Lietag), 6) extracto hexanico en agua (Liheldigmeza = El peso utilizado para penetrar lpgu
del fruto, expresado en gramos (g) para tomateogrkmos (Kg) para manzandtueba de Tukey
0.05%.
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Figura 6. Efecto de cubiertas de extractosldegraveolensen emulsion con cera de

candelilla y agua en los fruto de manzana (A) yatar(B) sobre los azucares totales.
Tratamientos: Tratamientos: 1) testigo, 2) cerabC3) cera mas extracto etandlico
(CulLiet), 4) cera mas extracto hexanico (CuLihgy8racto etandlico en agua (Lietag),
6) extracto hexanico en agua (Liheag).
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Figura 7. Efecto de cubiertas de extractosldegraveolensen emulsion con cera de
candelilla y agua, en los frutos de manzana y tersabre losSdlidos solubles totales
(°Brix). Tratamientos: 1) testigo, 2) cera (Cub)c8ra mas extracto etanolico (CulLiet),
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extracto hexanico en agua (Liheag).



87

A
Manzana
4.5
— Testigo
4.4 g
————— !
. Cub
- ——-CuLiet
z
N CuLihe
) ——Lietag
3.9 !
---- Liheag
3.8
1 2 3 ’ i 6
Tiempo (semanas)
B
Tomate
4.9 !
; :“ — Testigo
B Cub
y ——-CulLiet
Z
P 7 e CLILll'le
4.4 ‘
. L.letag
4.3 I
] ---- Liheag
1 2 3 ) i 6
Tiempo (semanas)

Figura 8. Efecto de cubiertas de extractosldegraveolensen emulsién con cera de
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CONCLUSIONES GENERALES

Las cuatro plantas estudiadas mostraron actividatbdica in vitro en diferentes
porcentajes en los tres hongos estudiados. Obtemiéms mejores resultados de
inhibicion con las dosis bajas los extractos ldegraveolenscontra Rhizopussp.
Colletotrichumsp. y Penicillium sp. y extractoetandlicoA. lechuguilla que obtuvo
inhibicion del 100 % con 500 ppm contalletotrichumsp.

En el estudio de vida de anaquel efectuado coaxtractos dé.ippia graveoleny cera

de candelilla se observaron que los extractdsigi@a graveolengen emulsion con cera
de candelilla o agua evitaron la pérdida de colerlas frutos, disminuyeron la
velocidad de pérdida de peso, siendo el extrack&rtieo con cera de candelilla el
tratamiento que evito la mayor pérdida de peso anzana y extracto hexanico en agua
en tomate.

La produccion de azucares totales se mantuvieroitases en todos los tratamientos en
manzana durante el experimento y en tomate hasemana 4.

En tomates en la semana 5 y 6 la produccion deaegsi@n el testigo se incremento
considerablemente en comparacién con el resto sldrédamientos, dejando ver la
efectividad de las cubiertas para disminuir la pooibn de azucares totales a partir de
la semana 5 después de la aplicacion de los tramamsi

En la produccidon de sélidos solubles totales (°Beixefecto de las cubiertas también

fue efectiva a partir de la semana 6 donde elnratsto que disminuyéG en mayor
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cantidad la produccién de sélidos solubles fuexebeto hexanico en agua, en manzana
y tomate.

En los cambios de pH no se observaron cambios tamtes por efecto de los
tratamientos, durante la duracién del experimeptw, lo que se puede decir que el
efecto de los tratamientos no afecto el pH deria®$.

Las manzanas cubiertas con extractos etanélicaxdnim con cera y extracto hexanico
en agua y después lesionadas e inoculadofRb@opussp, no enfermaron. Por lo que
es una alternativa de control de esta enfermedashda por este hongo y también para
el seguimiento de estudios de investigacion, bosates cubiertos con tratamientos de
cera con extracto etandlico y extracto etandlicaguma e inoculados cdrhizopussp,,
enfermaron.

Este es el primer trabajo cientifico en el queepmrnta el efecto antifingico déppia
graveolensen estractos crudos etandlicos y hexanicos cowingds de postcosecha a
dosis tan bajas.

Este es el primer trabajo cientifico que se presemitizando cubiertas de extractos
antifingicos de plantas del semidesierto y de ckracandelilla contra hongos de

postcosecha.
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