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Resumen. Penicillium expansum, agente causal 
del moho azul en manzana, causa pérdidas signi-
ficativas en frutos de manzana en postcosecha, y 
es controlado mayormente con fungicidas sintéti-
cos. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar 
extractos de hojas de morera (Morus alba) como 
una alternativa de control del moho azul en frutos 
de manzana en postcosecha. Once tratamientos, in-
cluyendo un testigo químico (Imazalil) y otro sin 
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Abstract. Penicillium expansum, causal agent of 
blue mold on apple, causes significant postharvest 
losses in apple. This fungus is largely controlled 
with synthetic fungicides. The goal of this study 
was to evaluate the effect of leaf extracts of 
mulberry (Morus alba) as a control alternative 
of blue mold on postharvest apple fruits. Eleven 
treatments including a chemical and an untreated 
control, were evaluated in vitro and in vivo. In the in 
vitro experiments, mycelial growth and sporulation 
of the fungus were measured, and in the in vivo 
experiments severity and fruit decoloration were 
measured by image analysis. For the leaf extracts, 
asymptomatic mulberry leaves were collected, 
crushed and placed in a methanol or ethyl acetate 
as the solvent phase separation, or distilled water, 
each at concentrations of 4, 8 and 12%. The results 
showed that the extract methanol based at 4 % and 
12 % inhibited mycelial growth. A treatment with 
12 % aqueous extract had the same effect. As for 
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tratar, se evaluaron in vitro e in vivo. En los experi-
mentos in vitro se midieron el crecimiento micelial 
y la esporulación del hongo, y en los experimen-
tos in vivo se midieron la severidad y cambio de 
color del fruto mediante el análisis de imágenes. 
Para obtener los extractos de las hojas, se colecta-
ron hojas asintomáticas de morera, se trituraron, y 
se pusieron en agua destilada esterilizada, metanol 
y acetato de etilo como solventes de separación de 
fases, o agua destilada, cada uno a concentraciones 
de 4, 8 y 12 %. Los resultados demostraron que 
el extracto obtenido conmetanol a 4 y 12 %, y el 
extracto acuoso a 12 %, inhibieron el crecimien-
to micelial. En cuanto a la esporulación del hongo, 
ésta fue menor en los extractos a base de metanol a 
4 y 12 % y el de acetato de etilo a 8 %, igualando 
al testigo químico. La severidad de la enfermedad 
en frutos inoculados fue menor en el tratamiento 
con Imazalil, seguido por el extracto acuoso al 4 
%. Solo el tratamiento con acetato de etilo al 8 % 
cambió la coloración de los frutos.

Palabras clave: Malus domestica, Morus alba, Pe-
nicillium expansum, pérdidas postcosecha.

La manzana  (Malus domestica) es uno de los 
frutos de mayor producción en el mundo, con un 
volumen global de cosecha de aproximadamente  
80.8 millones de toneladas en 2013 (FAO, 2013. El 
principal productor de esta especie es China, con 
una producción anual de 39.6 millones de tonela-
das (49% de la producción mundial; FAO, 2013). 
La Unión Europea y los Estados Unidos ocupan 
el segundo y tercer lugar respectivamente (FAO, 
2013). La producción de estas cantidades de man-
zana demanda el uso de plaguicidas (Sauphanor  et 
al.,  2009; Simon  et al.,  2011) tanto en el campo 
como en el almacenamiento y transporte (Ticha et 
al. 2008). Uno de los fungicidas más ampliamente 

the sporulation of the fungus, it was also observed 
that the extract methanol based at 4 and 12 % 
decreased sporulation, and the separated phase 
with ethyl acetate to 8 %, equaling the chemical 
control. The severity of disease on inoculated fruits 
was inhibited by Imazalil with 75.1 %, followed 
by extract (4 %) with a 40.3 % effectiveness. Only 
treatment with ethyl acetate at 8 % caused changes 
on the color of the fruits. 

Additional key words: Malus domestica, Morus 
alba, Penicillium expansum, postharvest losses.

The apple (Malus domestica) is one of the most 
widely produced fruits in the world, with a global 
harvest volume of approximately 80.8 million tons 
in 2013 (FAO, 2013). The main producer of this 
species is China, with a worldwide production of 
39.6 million tons (49 % of the worldwide production; 
FAO, 2013). The European Union and the United 
States are the second and third largest producers, 
respectively (FAO, 2013). The production of these 
amounts of apples demands the use of pesticides 
(Sauphanor  et al.,  2009; Simon  et al.,  2011), 
both on the field and in storage and transportation 
(Ticha et al. 2008). One of the fungicides that are 
most widely used to extend the shelf life of apples 
is Tiabendazole (He  et al., 2014). The tolerance to 
residues in the fruit of this product is of 5 µg/g in the 
United States (U.S. Government Publishing Office 
(GPO), 2015). Many times, with the intention of 
achieving a better disease control, fungicides are 
applied in higher doses than are recommended, 
surpassing the maximum residue tolerance, thus 
becoming a risk for consumers. Several fungicides 
have been related to the cause of several diseases in 
humans, such as cancer, reproductive damages, and 
endocrine disruption (Baldi  et al., 2001). Due to 
the knowledge of this information, consumers are 
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aplicados para extender la vida de anaquel de las 
manzanas es Tiabendazol (He  et al., 2014). La 
tolerancia de residuos en frutos de este producto 
es de 5 µg/g en los Estados Unidos de Norteamé-
rica (U.S. Government Publishing Office (GPO), 
2015). Muchas veces, con la intención de lograr 
mejor control de enfermedades, se aplican fungici-
das a dosis más altas de las recomendadas, sobre-
pasando la tolerancia máxima de residuos, y repre-
sentando así un riesgo de daño a los consumidores. 
Varios fungicidas se han asociado a la causa de un 
gran número de enfermedades que afectan la salud 
humana tales como cáncer, daños reproductivos y 
disrupción endócrina (Baldi  et al., 2001). Debido 
al conocimiento de esta información los consumi-
dores son más conscientes de su alimentación y 
demandan productos más saludables, mínimamen-
te procesados, y sin residuos químicos o que ha-
yan sido tratados con productos alternativos a los 
productos sintéticos (Saucedo et al., 2009, Volk  et 
al.,  2015). Uno de los principales patógenos que 
afectan a la manzana en postcosecha es Penicillium 
expansum, conocido comúnmente como moho 
azul. Este microorganismo causa las mayores pér-
didas en frutos de manzana (Sanzani et al., 2010), 
y es controlado principalmente mediante el uso de 
fungicidas sintéticos (Zhang et al.,  2011). Una al-
ternativa a los tratamientos químicos es el uso de 
protectantes vegetales con actividad antimicrobial, 
algunos de los cuales son efectivos en el control 
de enfermedades en postcosecha (Kim et al., 2004; 
Singh et al., 2007), tienen menos efectos ambienta-
les, y no dañan o incluso mejoran la salud humana 
(Paranagama et al., 2003). La morera (M. alba) ha 
sido aprovechada en medicina humana para con-
trolar patógenos fúngicos y bacterianos, y su com-
posición química ha sido estudiada ampliamente 
(Park et al., 2003; Omidiran et al., 2012). Al res-
pecto, Park et al. (2003) encontraron que un com-
puesto conocido como kuwanon extraído de raíces 

more aware of their nutrition and demand healthier 
products, processed at a minimum, and without 
chemical residues, or treated with products that 
are not synthetic (Saucedo et al., 2009, Volk  et al.,  
2015). One of the main pathigens that affect apples 
in postharvest is Penicillium expansum, commonly 
known as the blue mold. This microorganism 
casus the greatest losses in apple fruits (Sanzani 
et al., 2010), and is controlled mainly with the 
use of synthetic fungicides (Zhang et al.,  2011). 
An alternative to chemical treatments is the use of 
plant protectors with antimicrobial activity, some 
of which are effective in controlling diseases in 
postharvest (Kim et al., 2004; Singh et al., 2007), 
they have less environmental effects, and don’t 
damage, or may even improve, human health 
(Paranagama et al., 2003). The mulberry (M. alba) 
has been used in human medicie to control fungal 
pathogens, and its chemicalcomposition has been 
widely studied (Park et al., 2003; Omidiran et al., 
2012). In this regard, Park et al. (2003) found that a 
chemical known as kuwanon, taken from mullberry 
roots, inhibited the growth of Streptococcus 
sobrimus y S. sanguinnis significantly in mouth 
infections.  Other chemical compounds identified 
in the leaves of this species are alkaloids, saponins, 
tannins, phenolic compounds, terpenes, glycosides, 
and flavonoids, all considered to have antimicrobial 
activity (Cushnie and Lamb, 2006; Soetan  et al., 
2006; Omidiran  et al.,  2012; Oh et al., 2013). 
2-arilbenzofuran is a compound found in M. alba 
leaves and is reported as an effective agent in 
the control of Escherichia coli and Pseudomona 
aeruginosa (Fukai  et al., 2005).

Other bacteria controlled with M. alba derivatives 
are Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, 
(Fukai et al., 2005, Rao et al., 2012), Pseudomonas 
aeruginosa, S. faecium, Escherichia coli, Neisseria 
gonorrheae, and Proteus vulgaricus (Omidiran et 
al.,  2012). The effect of some derivatives of M. 
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de morera inhibió significativamente el desarrollo 
de Streptococcus sobrimus y S. sanguinnis en in-
fecciones bucales.  Otros compuestos químicos que 
han sido identificados en hojas de esta misma es-
pecie son alcaloides, saponinas, taninos, compues-
tos fenólicos, terpenos, glucósidos y flavonoides, 
considerándose estos con actividad antimicrobial 
(Cushnie y Lamb, 2006; Soetan  et al., 2006; Omi-
diran  et al.,  2012; Oh et al., 2013). El 2-arilben-
zofuran es un compuesto encontrado en hojas de 
M. alba que se reporta como un agente efectivo de 
control de Escherichia coli  y  Pseudomona aeru-
ginosa (Fukai  et al., 2005).

Otras bacterias que han sido controladas con 
derivados de M. alba son Staphylococcus aureus, 
Micrococcus luteus, (Fukai et al., 2005, Rao et al., 
2012), Pseudomonas aeruginosa, S. faecium, Es-
cherichia coli, Neisseria gonorrheae, y Proteus 
vulgaricus (Omidiran et al., 2012). El efecto de 
algunos derivados de M. alba en hongos se ha es-
tudiado en medicina humana en Candida albicans, 
Aspergillus niger (Rao et al., 2012), Aspergillus 
tamari, Fusarium oxysporum y  P. oxalicum (Omi-
diran et al., 2012). No obstante, poco se sabe sobre 
el efecto de extractos de esta especie vegetal  en 
el control de hongos fitopatógenos. En la literatura 
solo se reportan estudios sobre el control de a A. 
niger (Rao et al., 2012), F. guttiforme, Charala pa-
radoxa (Cerqueira et al., 2016), F. oxysporum y P. 
oxalycum (Omidiran et al., 2012). El entendimien-
to del efecto de extractos de morera en el control 
de hongos fitopatógenos podría constituir una al-
ternativa sustentable de control del moho azul en 
manzana en postcosecha así como en campo y en 
otros cultivos. 

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar 
el efecto de extractos de hojas de morera (M. alba) 
en el control de P. expansum in vitro y en frutos de 
manzana en postcosecha (in vivo).

alba on fungi has been studied in human medicine 
in Candida albicans, Aspergillus niger (Rao et al., 
2012), Aspergillus tamari, Fusarium oxysporum 
and P. oxalicum (Omidiran et al., 2012). However, 
little is known of the effect of the extracts of this 
plant species in the control of plant pathogenic 
fungi. Bibliography only reports studies on the 
control of A. niger (Rao et al., 2012), F. guttiforme, 
Charala paradoxa (Cerqueira et al., 2016), F. 
oxysporum, and P. oxalycum (Omidiran et al., 
2012). Understanding the effect of the mulberry 
extracts on the control of pathogenic fungi could 
constitute a sustainable alternative for the control 
of the blue mold in apples in postharvest, as well as 
on the field and in other crops.

The aim of this investigation was to evaluate the 
effect of mulberry (M. alba) leaves on the control of 
P. expansum in vitro and on apple fruits postharvest 
(in vivo).

MATERIALS AND METHODS

Investigation work was carried out in the year 
2015, in the Francisco I. Madero Polytechnic 
University, specifically in the experimentation 
area, located at a lattitude of 20.227044° and a 
longtitude of -99.089386°, in the municipal area of 
Tepatepec, Hidalgo, Mexico.

Pathogen isolation and pathogenicity tests. The 
P. expansum fungus was isolated from apple fruits 
with typical blue mold symptoms gathered in the 
Central Market (central de abasto) of Mexico City. 
Fruit fragments (5 x 5 mm) with approximately 20 % 
symptomatic tissue and 80 % asymptomatic tissue 
were cultivated in Petri dished with Potato Dextrose 
Agar (PDA) and incubated at room temperature 
(26±2 °C) for 10 days. After incubation, a portion 
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MATERIALES Y MÉTODOS

El trabajo de investigación se realizó en el año 
2015, en las instalaciones de la Universidad Poli-
técnica de Francisco I. Madero, específicamente en 
el área de experimentación ubicada en 20.227044° 
de latitud y -99.089386° de longitud, en el munici-
pio de Tepatepec, Hidalgo, México.

Aislamiento del patógeno y pruebas de patogeni-
cidad. El hongo P. expansum fue aislado de frutos 
de manzana con síntomas característicos de moho 
azul colectados en la central de abasto de la Ciu-
dad de México. Fragmentos (5 x 5 mm) de frutos 
con aproximadamente 20 % de tejido sintomático 
y 80 % de tejido sano se sembraron en cajas Petri 
con Papa Dextrosa Agar (PDA) y se incubaron a 
temperatura ambiente (26±2 °C) durante 10 días. 
Después de la incubación, una porción de micelio 
se transfirió a otra caja de Petri con PDA para pu-
rificar las cepas. Una vez confirmada la identidad 
de P. expansum mediante las claves morfológicas 
de Seifer et al., (2011), la cepa se sembró en medio 
de cultivo PDA, donde se desarrolló por un período 
de siete días a 28 °C en condiciones de oscuridad 
en una incubadora  (Thermo scientific®). Al térmi-
no del periodo de incubación, se preparó una sus-
pensión de esporas (conidios) para inocular frutos 
de manzana sanos y para verificar la patogenicidad 
del aislamiento. La suspensión conidial se prepa-
ró raspando el micelio y los conidios, filtrando la 
suspensión, y ajustándola a una concentración de 
1x106 conidios mL-1 mediante el uso de una cámara 
Neubauer. Frutos de manzana (M. domestica) va-
riedad Golden Delicious fueron seleccionados de 
un comercio de frutas en el municipio de Actopan, 
Hidalgo, México. Todos los frutos seleccionados 
tuvieron más o menos el mismo tamaño y color y 
se encontraban libres de daños y signos de infec-
ción. Diez frutos se lavaron y desinfestaron con 

of mycelium was transfered to another Petri dish 
with PDA to purify the strains. Once the identity of 
P. expansum was confirmed via the morphological 
keys by Seifer et al., (2011), the strain was planted 
in a PDA culture, where it grew for 7 days at 28 °C 
in the dark in an incubator (Thermo scientific®). At 
the end of the incubation periodl, a suspension was 
prepared with sopres (conidia) to innoculate healthy 
apple fruits and to verify the pathogenicity of the 
isolation. The conidial suspension was prepared 
by scraping the mycelium and the conidia, filtering 
the suspension, and adjusting it to a concentration 
of 1x106 conidia mL-1 using a Neubauer chamber. 
Apple (M. domestica) fruits of the variety Golden 
Delicious were selected in a fruit vending venue in 
Actopan, Hidalgo, Mexico. All fruits chosen were 
of approximately the same size and free of damage 
or signs of infections. Ten fruits wre washed and 
disinfected with a 3 % v/v sodium hypochlorite 
solution, and two cuts, each 2 mm in diameter 
and 2 mm deep, were made using a sterilized 
dissection needle. Later, using a micropipette, 20 
µL were deposited from the conidial suspension in 
the incision to reproduce the symptoms of the blue 
mold, in order to corroborate the pathogenicity of 
P. expansum. Distilled-sterilized water was added 
to five control fuits. Several Petri, dishes in which 
the fungus was cultivated, were kept for use in 
in vitro and in vivo experiments described in this 
study.  

Plant material and preparation of extracts.  The 
mulberry leaves used for the extracts were taken 
from plants grown in 2012 in the planting area of the 
Francisco I. Madero Polytechnic University. From 
the middle section of the canopy, healthy-looking 
and uniform leaves in color and size were selected 
and washed with distilled water to eliminate surface 
residues. One kilogram of leaves was weighed, and 
bit by bit, they were blended in a kitchen blender 



Publicación en Línea, Enero  2017 6

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA
Mexican Journal of Phytopathology

una solución de hipoclorito de sodio al 3 % v/v, y 
se les realizaron dos heridas de 2 mm de diámetro 
y 2 mm de profundidad con una aguja de disec-
ción esterilizada. Posteriormente, usando una mi-
cropipeta, se depositaron 20 µL de la suspensión 
conidial en la herida para reproducir los síntomas 
del moho azul y así corroborar la patogenicidad de 
P. expansum. A cinco frutos testigo se les depositó 
agua destilada-esterilizada. Varias cajas Petri en las 
que cultivó el hongo, se mantuvieron para usarse en 
los experimentos in vitro e in vivo que se describen 
este estudio.  

Material vegetal y preparación de los extractos.  
Las hojas de morera usadas para los extractos se 
colectaron de plantas establecidas en el año 2012 
en el área de cultivo de la Universidad Politécnica 
de Francisco I. Madero. De la parte media del dosel 
de las plantas se seleccionaron hojas visualmente 
sanas y uniformes en color y tamaño, y una vez co-
lectadas se lavaron con agua destilada para elimi-
nar cualquier residuo en la superficie. Se pesó 1 kg 
de hojas, y en varias porciones se trituraron en una 
licuadora durante un minuto hasta que se observó 
savia. Las trituraciones obtenidas se mezclaron y 
distribuyeron  por peso en cuatro frascos de vidrio 
ámbar de un litro para evitar la luz. En cada frasco 
se vertieron 600 mL de agua destilada cubriendo 
todas las hojas trituradas. La mezcla se dejó reposar 
durante 72 horas para arrastrar los metabolitos me-
diante la polaridad del agua. Pasado este tiempo se 
eliminaron los sólidos con papel filtro Whatman® 
grado 54 y se obtuvo una solución madre del ex-
tracto (se mezclaron los extractos obtenidos de los 
cuatro frascos) que se consideró como el extracto 
acuoso o extracto sin solvente. Después se proce-
dió a separar las fases de dicha solución usando 
dos solventes diferentes: metanol y acetato de etilo. 
Para esto, en un matraz de separación de fases, se 
vertieron 100 mL del extracto acuoso  y 100 mL de 

for one minute until sap was observed. The product 
was mixed and distributed by weight in four one-
liter amber glass jars to avoid the entrance of light. 
In each jar we poured 600 mL of distilled water, 
covering all the blended leaves. The mixture was 
left to settle for 72 hours to drag the metabolites 
with the polarity of water. After this time, solids 
were removed using degree 54 Whatman® filter 
paper, and a mother solution was obtained from 
the extract (the extracts obtained from the four jars 
were mixed), which was considered the aqueous 
extract or the extract without a solvent. Later, the 
phases of the solution were separated using two 
different solvents: methanol and ethyl acetate. To 
do this, 100 mL of aqueous extract and 100 mL of 
ethyl acetate or methanol  (of a reactive degree, 
99 % pure) were poured into a phase separation 
beaker. The solution was left to settle until we 
noticed the complete separation of both phases. 
Using the valve of the beaker, we discarded the 
bottom phase and kept the one which contained the 
solvent with the possible antimicrobial metabolites 
(Bresin  et al., 2015). The fractions obtained with 
each solvent (methanol and ethyl acetate) were 
concentrated in a vacuum rotary evaporator (Ika®) 
to obtain the extract free of the extraction solvents. 
The extracts were stored at a temperature of 4 °C 
until they were to be used for the experiments. 
Later, for simplicity and clarity of the extracts, they 
were labeled aqueous extract, extract obtained in 
methanol and extract obtained in ethyl acetate.

Control of P. expansum in vitro. This phase of the 
experiment tested 11 treatments in culture medium: 
PDA + aqueous extract, PDA + extract obtained 
in methanol, and PDA + extract obtained in ethyl 
acetate (each at concentrations of 4, 8 and 12 %), 
PDA + Imazalil 500 mg L-1 as a chemical control, 
and PDA + distilled water as an absolute control. 
To prepare these solutions, in separate beakers 
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acetato de etilo o metanol (de grado reactivo, con 
una pureza del 99 %).  La solución se dejó reposar 
hasta que se observó la separación completa de dos 
fases. Empleando la válvula del matraz se eliminó 
la fase inferior y se obtuvo aquella que contenía el 
solvente con los posibles metabolitos antimicrobia-
les (Bresin  et al.,  2015). Las fracciones obtenidas 
con los respectivos solventes (metanol y acetato de 
etilo) fueron concentradas en un rotavapor a pre-
sión reducida (Ika®) para obtener el extracto libre 
de los solventes de extracción. Los extractos se al-
macenaron a una temperatura de 4 °C hasta que se 
requirieron para los experimentos. En lo sucesivo, 
por simplicidad y claridad los extractos se denomi-
nan extracto acuoso, extracto obtenido en metanol 
y extracto obtenido en acetato de etilo.

Control de P. expansum in vitro. En esta fase del 
experimento se probaron 11 tratamientos en medio 
de cultivo: PDA + extracto acuoso, PDA + extracto 
obtenido en metanol, y PDA + extracto obtenido en 
acetato de etilo (cada uno a concentraciones de 4, 8 
y 12 %), PDA + Imazalil 500 mg L-1 como testigo 
químico, y PDA + agua destilada como testigo ab-
soluto. Para preparar estas soluciones, en matraces 
separados conteniendo la cantidad complementaria 
de PDA sin solidificar se vertieron las cantidades 
correspondientes de los extractos para obtener las 
concentraciones deseadas (en la concentración al 4 
% se vaciaron 4 mL de la solución madre obtenida 
con cada solvente en 96 mL de medio de PDA para 
completar 100 mL, y así sucesivamente con las 
otras concentraciones). Cada solución se vació en 
cajas Petri debidamente etiquetadas y se dejó soli-
dificar el medio. Después, en el centro de cada caja 
se transfirió un disco de micelio de P. expansum de 
5 mm de diámetro, el cual se obtuvo de las cajas 
que se prepararon anteriormente en las pruebas de 
patogenicidad.  Los tratamientos se dispusieron 
en un diseño completamente al azar con cinco 

with the complementary amount of unsolidified 
PDA, we poured the corresponding amounts of the 
extracts to obtain the desired concentrations (in the 
4 % concentration, we poured 4 mL of the mother 
solution obtained with each solvent in 96 mL of 
PDA medium to complete 100 mL, and so on with 
the other concentrations). Each solution was poured 
into a Petri dish, properly labelled, and the medium 
was left to solidify. Next, in the center of each dish, 
we placed a P. expansum mycelium disc, 5 mm in 
diameter, obtained from the dishes prepared earlier 
in the pathogenicity tests. The treatments were laid 
out in a totally random design with five repetitions. 
The Petri dishes were incubated at 28 °C (Thermo 
Scientific® Incubator) for eight days in the dark.

To determine the efficiency of each treatment in 
the control of P. expansum, the radial growth of the 
fungal colonies were measured every 24 horas, and 
the fungal sporulation (concentration of conidia en 
in the culture medium) was evaluated after 10 días. 
Each Petri dish was rinsed with distilled-sterilized 
water, the surface was scraped with a glass rod and 
filtered through a sterilized cotton mesh. Aliquots 
of 0.5 mL were transfered from each dish to a 
Neubauer chamber and the conidia were counted. 
The complete experiment was repeated 48 hours 
after the first was concluded.

Control of P. expansum in vivo. We selected 
apple fruits of the variety Golden Delicious  
without damages or signs of infections (healthy 
looking) and similarly sized and colored to be 
artificially inoculated with P. expansum. The fruits 
were disinfected with a 2 % sodium hypochlorite 
solution for three minutes, rinsed with distilled 
water, and dried at room temperature using paper 
towels. At the same time, we prepared a suspension 
of P. expansum spores at a concentration of 1x106 

conidia mL-1, as well as concentrations of 4, 8, 
and 12 % of the aqueous extract and the extracts 
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repeticiones. Las cajas Petri fueron incubadas 
a 28 °C (Incubadora Thermo Scientific®) durante 
ocho días, en oscuridad.

Para determinar la eficacia de cada tratamien-
to en el control de P. expansum, se midió el cre-
cimiento radial de las colonias del hongo cada 24 
horas, y se evaluó la esporulación del hongo (con-
centración de conidios en el medio de cultivo) a los 
10 días. Cada caja Petri se enjuagó con agua des-
tilada-esterilizada, la superficie se raspó con una 
varilla de vidrio y se filtró a través de una malla de 
algodón esterilizada. Alícuotas de 0.5 mL de cada 
caja fueron transferidas a una cámara de Neubauer 
y se contaron los conidios. El experimento comple-
to se repitió una vez más a las 48 horas de haberse 
concluido el primero.

Control de P. expansum in vivo. Se seleccionaron 
frutos de manzana Var. Golden Delicious  sin daño 
o signos de infección (aparentemente sanos) y de 
coloración y tamaño similar para inocularse artifi-
cialmente con P. expansum. Los frutos se desinfes-
taron con hipoclorito de sodio al 2 % durante tres 
minutos, se enjuagaron con agua destilada estéril 
y se secaron a temperatura ambiente sobre papel 
secante. De manera paralela se preparó una suspen-
sión de esporas de P. expansum a concentración de 
1x106 conidios mL-1, así como concentraciones a 4, 
8 y 12 % del extracto acuoso y de los extractos ob-
tenidos en metanol y acetato de etilo en agua este-
rilizada, para lo cual se determinó la cantidad total 
por tratamiento de solución requerida para cubrir 
las manzanas, y basado en ello se calculó la canti-
dad de cada extracto que debería mezclarse con el 
agua esterilizada para asperjar.  Al igual que en el 
experimento in vitro, se incluyó Imazalil 500 mg 
L-1 como testigo químico, y agua destilada como 
testigo absoluto. Las soluciones se asperjaron sobre 
los frutos desinfestados en  un diseño experimental 
completamente al azar con cinco repeticiones por 

obtained in methanol and ethyl acetate in sterilized 
water, and for this, the total amount was determined 
of solution required per treatment to cover the 
apples, and based on that, we calculated the amount 
of each extract to be mixed with the sterilized water 
and sprayed. As with the experiment in vitro, we 
included Imazalil 500 mg L-1 as a chemical control 
and distilled water as an absolute control. The 
solutions were sprayed on the disinfected fruits in 
a completely random design with five repetitions 
per treatment (five fruits, each with two artificil 
incisions). Twenty four hours after spraying, we 
inoculated the pathogen on the fruits. For this, and 
using a sterilized disection needle, two 2 mm deep 
incisions were made on the fruit (just to ensure the 
symptom, since the fungus needs no incisions to 
penetrate) and on these incisions, we deposited 
20 µL of the conidial suspension (1x106 conidia 
mL-1) of the pathogen with a micropipette (20,000 
spores). The fruits were placed in a wet chambers 
(sealed plastic containers) at 26±2 °C, and after 
incubation, we calculated the diameter of the 
incision, measuring the radius of the incision every 
24 h using a digital caliper. The entire experiment 
was redone 48 hours after concluding the first 
one.  The effectiveness was calculated using the 
following formula:

Values of the control - Values of the treatmente 
	        x (100)
	 Values of the control

Color change in fruits. To determine if there were 
any effects of the extracts on the coloring of the 
fruits treated, photographs were taken on a daily 
basis of the fruits incubated in the wet chambers 
(sealed plastic containers) using a 12 megapixel 
Fujifilm® camera. The photographs were taken 
at a distance of 30 cm with lighting provided by 
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tratamiento (cinco frutos, cada uno con dos heri-
das artificiales). Veinticuatro horas después de la 
aspersión se procedió a inocular el patógeno sobre 
los frutos. Para ello, con una aguja de disección es-
terilizada se hicieron dos heridas de 2 mm de pro-
fundidad (solo para asegurar el síntoma, ya que el 
hongo no necesita de heridas para penetrar) y sobre 
dichas heridas se depositaron 20 µL de la suspen-
sión conidial (1x106 conidios mL-1) del patógeno 
con una micropipeta (20,000 esporas). Los frutos 
fueron colocados en cámara húmeda a tempera-
tura de 26 ± 2 °C, y después de la incubación se 
calculó el diámetro de  la lesión midiendo el radio 
de la herida cada 24 horas con un vernier digital. 
Todo el experimento se repitió 48 horas después de 
concluirse el primero.  La efectividad fue calculada 
con la fórmula:

  Valor del testigo - Valor del tratamiento
	 x (100)
	 Valor del testigo

Cambio de color en frutos. Para determinar si 
hubo algún efecto de los extractos en la coloración 
de los frutos tratados, se tomaron diariamente fo-
tografías de los frutos incubados en la cámara hú-
meda usando una cámara marca Fujifilm® de 12 
megapixeles. Las fotografías se tomaron a una dis-
tancia de 30 cm con iluminación proporcionada por 
una lámpara fluorescente de 20 w. El ángulo entre 
la lente de la cámara y la fuente de la iluminación 
fue de aproximadamente 45°. La apertura del dia-
fragma utilizada fue f/2.8 y la velocidad del obtu-
rador de 1/30 s. Estos parámetros se mantuvieron 
constantes durante la toma de todas las imágenes, 
y éstas se guardaron en formato JPEG. Las medias 
de los valores correspondientes a rojo, verde y azul 

a 20 w fluorescent lamp. The angle between the 
lens of the camera and the source of lighting was of 
approximately 45°. The aperture used in the camera 
was f/2.8 and the shutter speed was 1/30 s. These 
parameters were kept constant during the capture of 
all the images, which were kept in a JPEG format. 
The averages of the values corresponding to red, 
green, and blu (RGB) which make up the real color 
of the apple fruit, were analyzed statistically using 
the programaAdobe® Photoshop® CS5 version 
12.0.4. The values closest to the absolute control 
(without treating) correspond to the color demanded 
in markets for the species and the variety (Landero 
et al., 2013). 

Staistical analysis. Using the data of the 
experiment in vitro (length of the mycelial growth), 
we calculated the Area Under the Curve (AUC) 
using the polygon method (Liengme, 2013). The 
AUC of each treatment underwent an analysis of 
variance. For the growth of the fungus with time, 
we obtained averages of each of the treatments 
for each of the days in which the evaluation was 
carried out, undergoing analyses of variance and 
Tukey multiple average separation tests. For 
the variable whose data were not normal, these 
were transformed using the square root √. Using 
the severity data (diameter of the incision) of the 
experiment in vivo we determined the AUC of 
the disease using the method described above. 
The results underwent analyses of variance and 
Tukey multiple average separation tests using the 
program SAS v.9 for Windows®. To evaluate color 
change in the fruits, the values of R, G, and B were 
evaluated separately, and they underwent analyses 
of variance and Tukey multiple average separation 
tests, using the program mentioned above.
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(RVA) que conforman el color real del fruto de 
manzana, se analizaron estadísticamente median-
te el programa Adobe® Photoshop® CS5 versión 
12.0.4. Los valores más cercanos a los del testigo 
absoluto (sin tratar) corresponden a la coloración 
exigida en los mercados para la especie y variedad 
(Landero et al., 2013).

Análisis estadístico. Con los datos del experimen-
to in vitro (longitud del crecimiento micelial) se 
calculó el área bajo la curva (ABC) usando el mé-
todo de los polígonos (Liengme, 2013). El ABC de 
cada tratamiento se sometió a análisis de varianza. 
Para el crecimiento del hongo a través del tiempo, 
se obtuvieron medias de cada uno de los tratamien-
tos por cada uno de los días en que se llevó a cabo 
la evaluación, sometiéndose a análisis de varian-
za y pruebas de separación múltiple de medias 
de Tukey. Para la variable cuyos datos no fueron 
normales, éstos se transformaron con la raíz cua-
drada √. Con los datos de severidad (diámetro de 
la lesión) del experimento in vivo se determinó el 
ABC de la enfermedad mediante el método antes 
descrito. Los resultados fueron sometidos a análi-
sis de varianza y pruebas de separación múltiple 
de medias de Tukey mediante el programa SAS v.9 
para Windows®. Para evaluar el cambio de color en 
los frutos, los valores de R, G y B fueron evaluados 
por separado, y sometidos a análisis de varianza y 
pruebas de separación múltiple de medias de Tukey, 
empleando el programa mencionado previamente.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Control de P. expansum in vitro. El crecimiento 
micelial del hongo en PDA varió significativamen-
te (P<0.0001) entre tratamientos, siendo significa-
tivamente menor en las cajas  que contenían la fase 
metanólica al 4 y 12 %, así como la fase acuosa a 

RESULTS AND DISCUSSION

Control of P. expansum in vitro. The mycelial 
growth of the fungus in PDA varied significantly 
(P<0.0001) between treatments, and was 
significantly lower in the dishes that contained 
the methanolic phase at 4 and 12 %, as well as 
the aqueous phase at these same percentages. The 
greatest fungal growth rate was observed in the 
absolute control (Table 1). According to Chon et 
al. (2009), the greatest content of phenols was 
determined when methanol was used as a solvent to 
perform the extraction in mulberry leaves, which is 
important when considering phenols as secondary 
metabolites with antimicrobial properties (Wang 
et al., 2012). However, this study obtained similar 
results in the tests which used methanol and water 
as solvents, therefore we can infer that another 
unknown metabolite or metabolites, different to 
phenols, could be responsible for the observed 
antimicrobial effect. In this regard, Ayoola et al. 
(2011) mention that when they used water and 
ethanol as solvents to obtain a crude M. alba leaf 
extract, the analysis indicated the presence of 
phenolic compounds and flavonoids, which have 
been reported as having antimicrobial activity, 
(Cushnie and Lamb, 2006; Soetan et al., 2006). 
According to Ayoola et al. (2011), the crude extract 
inhibited the growth of the fungi A. niger, A. tamari, 
F. oxysporum and P. oxalycum. It is important to 
mention that for this variable the chemical control 
no showed control, making it similar to the absolute 
control.

When the comparison of averages was 
performed by the group of solvents used for the 
extraction, we also found a statistical difference 
between treatments (P<0.0001); showing the least 
mycelial growth where these were prepared based 
on an aqueous extract, as well as when the extract 
was made with methanol (Table 1). The absolute 
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Cuadro 1.	 Crecimiento micelial de Penicillium expansun in vitro bajo diferentes tratamien-
tos a base de hojas de Morus alba como extracto acuoso, metanólico y con ace-
tato de etilo.

Table 1.	 Mycelial growth of Penicillium expansun in vitro under different treatments based 
on Morus alba leaves such as aqueous extract, methanolic, and with ethyl acetate. 

Tratamientos Medias de ABC
del C.M. Tratamientos Medias del ABC** del C.M. de 

acuerdo al solvente usado

TA 18.310 a* TA 18.310 a*
TQ 12.870 ba TQ 12.870 b
MET8 % 11.080 bc AC 9.200 bc
AC4 % 9.9 bc MET 7.819 c
AC8 % 8.4 bc EXT 6.853 c
EXT4 % 7.9 bc P <0.0001
EXT 8 % 6.6 c DMS 4.1102
MET 4 % 6.3 c
EXT12 % 6.2 c
MET 12 % 5.3 c
P <0.0001
DMS 6.195

*Letras iguales indican ausencia de diferencia estadística significativa (Tukey, P≤0.05). **El 
área bajo la curva se presenta en valores adimensionales  /  *Same letters indicate and ab-
sence of a significant statistical difference (Tukey, P≤0.05). **The area under the curve is 
presented in adimensional values.
TA= control sin tratar, TQ= Testigo químico, MET8 %= Separación de fase con metanol, a 
una concentración  de 8% en medio de cultivo PDA, AC4 %= Separación de fase empleando 
acetato de etilo, a una concentración de 4% en medio de cultivo PDA, AC8 %= Separación de 
fase empleando acetato de etilo, a una concentración de 8 % en medio de cultivo PDA, EXT4 
%= Extracto de Morus alba a una concentración de 4 % en medio de cultivo PDA, EXT8 %= 
Extracto de Morus alba a una concentración de 8 % en medio de cultivo PDA, MET4 %= Se-
paración de fase con metanol, a una concentración de 4 % en medio de cultivo PDA, EXT12 
%= Extracto de Morus alba a una concentración de 12 % en medio de cultivo PDA, MET12 
%=  Separación de fase con metanol, a una concentración de 12 % en medio de cultivo PDA. 
C.M.=Crecimiento micelial. DMS=Diferencia mínima significativa / TA= untreated control, 
TQ= chemical control, MET8 %= Phase separation with methanol, at a concentration of 8 % 
in a PDA culture medium, AC4 %= Phase separation using ethyl acetate, at a concentration 
of 4 % in PDA culture medium, AC8 %= Phase separation using ethyl acetate, at a concentra-
tion of 8 % in PDA culture medium, EXT4 %= Morus alba extract at a concentration of 4 % 
in PDA culture medium, EXT8 %= Morus alba extract at a concentration of 8 % in PDA cul-
ture medium, MET4 %= Phase separation with methanol, at a concentration of 4 % in PDA 
culture medium, EXT12 %= Morus alba extract at a concentration of 12 % in PDA culture 
medium, MET12 %=  Phase separation with methanol, at a concentration of 12 % in PDA 
culture medium. C.M.=Mycelial growth. DMS=Minimum significant difference.

control was the only one that showed a difference 
with all the treatments, showing the greatest 
mycelial growth. Asli et al. (2014) reported that 
the extract obtained with methanol from M. alba 
leaves presented antimcrobial activity against C. 
albicans  and A. niger, which confirms the results 
of this study.

esos mismos porcentajes. El mayor crecimiento del 
hongo fue observado en el testigo absoluto (Cuadro 
1). Según Chon et al. (2009), el mayor contenido de 
fenoles fue determinado cuando se empleó meta-
nol como solvente para realizar el extracto en hojas 
de morera, lo cual es de importancia al considerar 
a los fenoles como metabolitos secundarios que 
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poseen propiedades antimicrobiales (Wang et al., 
2012). Sin embargo, en el presente trabajo, se ob-
tuvieron resultados similares en los ensayos en los 
que se empleó el metanol y el agua como solventes, 
por lo que se infiere que otro u otros metabolitos 
desconocidos diferentes a los fenoles podrían ser 
los responsables del efecto antimicrobial observa-
do. Al respecto Ayoola et al. (2011) mencionan que 
cuando emplearon agua y etanol como solventes 
para obtener extracto crudo de hojas de M. alba el 
análisis mostró la presencia de compuestos fenó-
licos y flavonoides, que han sido reportados con 
actividad antimicrobial (Cushnie y Lamb, 2006; 
Soetan et al., 2006). De acuerdo a Ayoola et al. 
(2011), el extracto crudo inhibió el crecimiento de 
los hongos A. niger, A. tamari, F. oxysporum y P. 
oxalycum. Es de importancia mencionar que para 
esta variable el testigo químico no tuvo control al-
guno, siendo similar al testigo absoluto.

Cuando la comparación de medias se llevó a 
cabo por el grupo de solventes empleados para la 
extracción, también se encontró diferencia estadís-
tica significativa entre tratamientos (P<0.0001); 
presentándose el menor desarrollo del micelio 
cuando éstos fueron preparados a base de extracto 
acuoso, así como cuando la extracción fue hecha 
con metanol (Cuadro 1). El testigo absoluto fue el 
único que mostró diferencia con todos los trata-
mientos, mostrando el mayor crecimiento micelial. 
Asli  et al. (2014) reportaron que el extracto obte-
nido con metanol de hojas de M. alba exhibieron 
actividad antimicrobial en contra de C. albicans  y  
A. niger, lo cual corrobora lo obtenido en el presen-
te estudio.

Se puede observar que con los extractos acuo-
sos y metanólicos se obtuvo la menor ABC  (Cua-
dro 1), esto coincide con los tratamientos con los 
cuales se obtuvo el menor crecimiento micelial del 
patógeno. Omidirán et al. 2012, mencionan que al 
aplicar extractos acuosos de M. alba sobre hongos 
o bacterias, estos tuvieron un menor crecimiento 

The use of aqueous and methanolic extracts 
evidently produced the lowest AUC  (Table 1), 
which coincides with the treatments which produced 
the lowest mycelial growth in the pathogen. 
Omidirán et al. 2012, mention that when applying 
aqueous extracts of M. alba on fungi or bacteria, 
these had a lower growth rate than the applications 
with ethanolic extracts, which reinforces the results 
obtained in this investigation.

In the analysis of fungal development in time, 
it was observed that the increase in the intensity 
of the disease was homogenous. After the second 
evaluation, all the treatments showed significant 
statistical differences between them. The absolute 
control showed the highest values for mycelial 
growth in each of the readings taken (Figure 1). 
The treatments based on aqueous and methanolic 
extract remained as the ones that showed the 
least pathogen development in time; only during 
readings 3 and 5 were all treatments equal, with the 
exception of the absolute control, which displayed 
the highest values.

The treatments that showed the lowest number 
of conidia per mL were those for which the 
culture medium was mixed with a 4 % aqueous 
extract, ethyl acetate at 8 % and aqueous extract 
at 12 %, statistically equaling the chemical control 
(DMS=63.01; Table 2). This is relevant because 
spores are an effective dispersal and infection 
mechanism, and with the application of the 
treatments mentioned earlier, these are reduced. 
This may be due to the fact that methanol was the 
solvent with one of the best results, and used for 
the extraction of M. alba leaves, it presents an drag 
of phenolic compounds, which, as we mentioned 
earlier, have antimicrobial activity (Chon  et al.,  
2009). This is also confirmed with the mycelial 
inhibition of the pathogen when the same solvent 
was used. On the other hand, the greatest amount 
of conidia was observes in the absolute control. As 
for the favorable result with the application of the 
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que cuando se hicieron aplicaciones de extractos 
etanólicos, lo cual refuerza lo obtenido en el pre-
sente trabajo.

En el análisis del desarrollo del hongo a través 
del tiempo se observó que el incremento en inten-
sidad de la enfermedad fue homogéneo. A partir 
de la segunda evaluación, todos los tratamientos 
mostraron diferencias estadísticas significativas 
entre ellas. El testigo absoluto  mostró los mayo-
res valores de crecimiento micelial en cada una de 
las lecturas tomadas (Figura 1). Los tratamientos a 
base me extracto acuoso y metanólico se mantuvie-
ron como los que mostraron el menor desarrollo del 
patógeno a lo largo del tiempo, únicamente durante 
las lecturas tres y cinco todos los tratamientos fue-
ron iguales, a excepción del testigo absoluto que 
presentó los mayores valores.

Los tratamientos en los que se observó el me-
nor número de conidios por mL fueron aquellos 
para los cuales el medio de cultivo fue mezclado 
con extracto acuoso al 4%, acetato de etilo al 8% 
y extracto acuoso al 12%, igualando estadística-
mente al testigo químico (DMS=63.01; Cuadro 2). 
Lo anterior es relevante, ya  que las esporas son 

Figura 1.	 Crecimiento micelial por lectura de Penicillium expansum bajo diferentes concentraciones de extractos de Morus alba 
obtenidos con tres solventes. Cada línea con diferente color indica un tratamiento.

Figure 1.	 Mycelial growth by reading of Penicillium expansum under different concentrations of Morus alba extracts obtained 
with three solvents. Each line with a different color indicates a treatment. 

aqueous extract, Cerqueira et al. (2016) found that 
the inhibition halos on F. guttiforme were observed 
precisely in the treatment based on aqueous extract 
of the Bonetia stricta leaf. Regarding this, we can 
mention that an extract is the complete mixture of 
the metabolites that plant leaves contain, and this 
condition may be what causes the lower mycelial 
growth or the lower number of spores in the 
pathogen; although the application of only one 
metabolite may be less effective, this is not the case 
in all extracts.

The sporulation of P. expansum was significantly 
different between the treatments with two solvents 
(ethyl acetate and methanol). However, sporulation 
was lower in both solvents than in the untreated 
control. Results indicate that the aqueous extract 
was statistically different to the absolute control, 
though no better than the extract obtained with 
methanol and with ethyl acetate (Table 2). In this 
case, the chemical control displayed the greatest 
effectiveness, with no spores presented. 

Control of P. expansum in vivo. The results 
showed statistical differences between treatments 
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un mecanismo de dispersión e infección efectivo, y 
con la aplicación  de los tratamientos mencionados 
anteriormente, estas disminuyen. Lo anterior puede 
deberse a que el metanol que fue el solvente con 
uno de los mejores resultados y utilizado para la 
extracción de hojas de M. alba presenta un arrastre 
de compuestos fenólicos, los cuales ya se ha men-
cionado previamente tienen actividad antimicrobial 
(Chon  et al.,  2009), esto se confirma también con 
la inhibición del crecimiento micelial del patógeno 
cuando se empleó el mismo solvente. Por otro lado, 
la mayor cantidad de conidios se observó en el tes-
tigo absoluto. En cuanto al favorable resultado con 
la aplicación del extracto acuoso, Cerqueira et al. 
(2016) encontraron que los mayores halos de inhi-
bición sobre F. guttiforme se observaron precisa-
mente con tratamiento a base de extracto acuoso de 
hoja de Bonetia stricta. Al respecto se puede men-
cionar que un extracto es la mezcla completa de 

Cuadro 2.	 Número medio de esporas de Penicillium expansum debido a  diferentes trata-
mientos a base de hojas de Morus alba como extracto acuoso, metanólico y con 
acetato de etilo.

Table 2.	 Average number of Penicillium expansum spores due to different treatments based 
on Morus alba leaves such as aqueous extract, methanolic, and with ethyl acetate.

Tratamientos Medias del número
de esporas Tratamientos Medias del número de esporas de 

acuerdo al solvente usado

TA 137.7 a* TA 137.7 a*
EXT8% 101.5 ba EXT 55.3 b
MET8% 61.8 bc MET 48.1 cb
MET4% 42.4 bc AC 33.3 cb
MET12% 40.2 bc TQ 0.0 c
AC4% 38.5 bc P <0.0001
EXT12% 36.88 c DMS 54.3
AC8% 28.22 c
EXT4% 27.44 c
TQ 0.0 c
P 0.001
DMS 63.013

*Letras iguales no indican diferencia estadística significativa (Tukey, P≤0.05). Datos fueron 
transformados a √, se muestran los valores reales para una mejor comprensión / *Same letters 
do not indicate significant difference (Tukey, P≤0.05). Data were converted to √, real values 
showed for a better comprehension.

(P<0.0001). The treatment with the lowest area 
under the disease progression curve was the 
one which used 4 % aqueous extract (Table 3), 
surpassed only by the chemical control. The extract 
of the leaves from the species under study was 
tested against A. niger  and C. albicans,  revealing 
that all concentrations presented a notorious 
antimicrobial activity (Rao et al., 2012). It is 
worth mentioning that M. alba  has been widely 
studied in its phytochemical composition, as well 
sa its effect on pathogenic human microorganisms 
(Cushnie and Lamb, 2006; Soetan  et al., 2006; 
Rao et al., 2011 Omidiran  et al.,  2012; Oh et al., 
2013). However, the information on its effect on 
microorganisms that cause losses in agriculture 
is precarious. This work documents information 
on the effect of leaf extracts on an economically 
important plant pathogen. Likewise, antibacterial 
activity has also been reported, due to Kuwanon G, 
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los metabolitos que poseen las hojas de la planta, 
pudiendo ser esta  condición lo que logra el menor 
crecimiento micelial  o menor número de esporas 
del patógeno; mientras que la aplicación de un solo 
metabolito es posible que sea menos efectiva, esto 
no aplica en todos los casos de extractos. 

La esporulación de P. expansum fue significati-
vamente diferente entre los tratamientos con  dos 
solventes (acetato de etilo y metanol). Sin embar-
go, en ambos solventes la esporulación fue menor  
comparada con el testigo sin tratar. En lo que res-
pecta al extracto acuoso, los resultados indican que 
fue estadísticamente diferente al testigo absoluto 
pero no mejor que el extracto obtenido con meta-
nol y con acetato de etilo (Cuadro 2). En este caso 
el testigo químico mostró la mayor efectividad, sin 
presentarse esporas. 

Control de P. expansum in vivo. Los resultados 
mostraron diferencias estadísticas significativas 
entre tratamientos (P ˂0.0001). El tratamiento con 
la menor ABC del progreso de la enfermedad fue 
aquel donde se utilizó el extracto acuoso al 4 % 
(Cuadro 3), solo siendo superado por el testigo quí-
mico. El extracto de hojas de la especie en estudio 
fue probado en contra de A. niger  y C. albicans,  
revelando que todas las concentraciones mostra-
ron una notoria actividad antimicrobial (Rao et al., 
2012). Cabe mencionar que M. alba  ha sido am-
pliamente estudiada en cuanto a su composición fi-
toquímica, así como su efecto sobre microorganis-
mos humanos patógenos (Cushnie y Lamb, 2006; 
Soetan  et al., 2006; Rao et al., 2011 Omidiran  et 
al.,  2012; Oh et al., 2013); sin embargo, la infor-
mación acerca de su efecto en microorganismos 
que causan pérdidas en la agricultura es precaria. 
El presente trabajo documenta información sobre 
el efecto de extractos de hoja en un fitopatogeno de 
importancia económica. De igual manera, activi-
dad antibacterial también ha sido reportada, debida 

Cuadro 3.	 Severidad media causada por Penicillium expan-
sum en frutos de manzana  tratados con extractos 
de hojas de Morus alba como extracto acuoso, me-
tanólico y con acetato de etilo.

Table 3.	 Average severity caused by Penicillium expansum 
in apple fruits with extracts of Morus alba leaves as 
aqueous, methanolic, and with ethyl acetate.

Tratamientos
Medias de severidad 

del ABCPE**

AC12 201.6 a*
AC8 185.2 ba
AC4 184.5 ba
EXT12 174.6 bac
MET12 170.2 bac
MET4 168.1 bac
EXT8 156.9 bac
TA 155.0 bac
MET8 120.2 bc
EXT4 92.6 c
TQ 38.6 d
P
DMS

˂0.0001
46.173

*Letras iguales no indican diferencia estadística significativa 
(Tukey, P≤0.05) / *Same letters do not indicate statistic signifi-
cance (Tukey, P≤0.05).
**Los valores mostrados para ABCPE son adimensionales. 
ABCPE= área bajo la curva del progreso de la enfermedad  /  
**The values showed for ABCPE are adimensional. AUDPC= 
area under the disease progress curve.

a compound isolated from M. alba roots (Rao et 
al.,2012).

On the other hand, the treatment with the highest 
area concerned the extract obtained with ethyl 
acetate at 12 %, which favored the development of 
the pathogen, while the rest of the treatments and 
the untreated control displayed a similar behavior 
amongst them, including the extract obtained 
with methanol, which, in mycelial growth and 
production of spores, was one of the treatments 
which produced the lowest growth values. Ethyl 
acetate is a solvent of medium polarity that extracts 
more compounds than methanol or other solvents. 
Among these are carbohydrates (Mumammad  et 
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a Kuwanon G, compuesto aislado de raíces de M. 
alba (Rao et al.,2012). 

Por otro lado, el tratamiento en el que se ob-
servó un área mayor fue el extracto obtenido con 
acetato de etilo al 12 %, que favoreció el desarrollo 
del patógeno, el resto de los tratamientos así como 
el testigo sin tratar mostraron un comportamiento 
similar entre ellos, incluyendo extracto obtenido 
con metanol que en crecimiento micelial y produc-
ción de esporas fue de los tratamientos donde se 
obtuvieron los menores valores de crecimiento. El 
acetato de etilo es un solvente de mediana polari-
dad que extrae más compuestos que el metanol u 
otros solventes. Dentro de ellos se encuentran los 
carbohidratos (Mumammad  et al.,  2014) que sir-
ven como fuente de alimento y crecimiento para 
microorganismos, tales como los hongos. El testigo 
químico mostró el menor desarrollo de la enferme-
dad (75.09 % de efectividad), seguido por el trata-
miento en el cual se empleó extracto acuoso al 4 % 
para control de la enfermedad (40.26 % de efectivi-
dad), estos resultados concuerdan con lo obtenido 
por Omidiran et al. (2012), quien encontró que al 
aplicar extractos acuosos de M. alba sobre ciertos 
hongos y bacterias, estos se vieron inhibidos en su 
crecimiento.

El análisis de imágenes para evaluar el cambio 
de coloración en los frutos mostró que el trata-
miento extracto obtenido con acetato de etilo al 8% 
causó decoloración de frutos comparado con tes-
tigo absoluto, el cual no indujo ningún cambio de 
color y tiene la coloración requerida por el merca-
do (Cuadro 4). El resto de los tratamientos se mos-
traron estadísticamente similar al testigo sin tratar, 
que indica que no se presentaron cambios en la co-
loración debida a los tratamientos. El cambio en la 
coloración  en los frutos por el extracto obtenido 
con acetato de etilo al 8 % se explica por el uso de 
este solvente, que extrae compuestos diferentes que 
el metanol, como son antraquinonas, carbohidratos 

Cuadro 4.	 Penicillium expansum  y medias de RVA sobre 
frutos de manzana después de aplicar tratamien-
tos a base de hojas de Morus alba  como extracto 
acuoso, metanólico y con acetato de etilo.

Tabla 4.	Penicillium expansum  and RVA averages on apple 
fruits after appplying treatments based on Morus 
alba  leaves such as aqueous extract, methanolic, and 
ethyl acetate.

Tratamiento Medias** 
para Rx

Medias** 
para Vx

Medias** 
para Ax

TQ 157.7 a* 112.1 a 36.7 ba
MET12x % 154.7 ba 102.9 ba 37.3 ba
EXT4x % 154.5 ba 102.3 ba 40.0 a
MET4 % 152.6 ba 101.3 ba 36.3ba
EXT8 % 152.6 ba 99.9 ba 36.4 ba
EXT12 % 152.2 ba 93.6 ba 33.2 ba
TA 151.5 ba 99.2 ba 36.4 ba
AC4 % 146.6 ba 96.1 ba 35.6 ba
AC12 % 145.3 ba 96.5 ba 35.7ba
MET8 % 144.5 ba 99.8 ba 37.9 ba
AC8 % 137.5 b 87.3 b 29.9 b
P 0.02 0.01 0.03

*Letras iguales no indican diferencia estadística significativa 
(Tukey, P≤0.05) / *Same letters do not indicate statistic signifi-
cance (Tukey, P≤0.05).
**Medias para RVA son adimensionales. R=rojo, V=verde, 
A=azul  /  **Averages for RVA are adimensional. R=red, 
V=green, A=blue.
x Los valores más cercanos a los obtenidos para el testigo ab-
soluto corresponden a la coloración normalmente exigida en 
los mercados para la especie y variedad, mientras que los más 
alejados podrían indicar cambio de coloración normal del fruto 
/ x The valuesnearest to those obtained for the absolute control 
correspond to the coloring normally required in markets for 
the species and variety, while those furthest could indicate a 
normal change in the coloring of the fruit.

al.,  2014), which function as a source of food 
and growth for microorganisms, such as fungi. 
The chemical control appeared to have the 
lowest development of the disease (75.09% de 
efectividad), followed by the treatment in which 
aqueous extract at 4% was used for the control of 
the disease (40.26% effectiveness). These results 
coincide with those obtained by Omidiran et al. 
(2012), who found that applying aqueous extracts 
of M. alba on certain fungi and bacteria causes the 
inhibition of their growth. 
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y flavonoides (Mumammad  et al.,  2014), posible-
mente  en cantidades mayores que otros solventes.

Lo anterior sugiere que si se usan extractos 
de hojas de morera para controlar el moho azul 
en frutos cosechados, no se recomienda el uso 
de acetato de etilo como solvente extractor, pues 
éste cambia la coloración del fruto y estimula el 
desarrollo del hongo (Cuadro 3). Los resultados 
demuestran que el uso de metanol o agua son me-
nos influyentes en la coloración del fruto. Además, 
como se mencionó previamente, el metanol es el 
solvente con el cual se extrae la mayor cantidad de 
fenoles (Wang et al.,  2012) y es preferible por ser 
menos contaminante  y costoso que otros solventes. 

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que los 
extractos de hojas de morera tienen potencial para 
usarse como una alternativa de control de P. expan-
sum en frutos de manzana en postcosecha. En la ex-
tracción de los metabolitos antimicrobiales de esta 
planta, se recomienda usar metanol a 4% or 12% y 
no acetato de etilo, ya que éste último podría deco-
lorar los frutos y estimular el desarrollo del hongo. 
Este trabajo motiva la realización de otros estudios 
sobre el efecto de extractos de M. alba en  patóge-
nos en otros cultivos de importancia económica. Es 
pertinente indicar que para un manejo más efectivo 
del moho azul, la aplicación del extracto de morera 
debe de complementarse con otras medidas susten-
tables de control, por ejemplo, con el manejo de 
las condiciones ambientales en atmósferas contro-
ladas. Otros solventes más efectivos para extraer 
metabolitos de M. alba y de menor riesgo de uso 
o toxicidad deben probarse para la extracción. El 
presente trabajo no consideró la determinación de 
la composición química de M. alba bajo las con-
diciones de clima, suelo y diversidad vegetal del 

The analysis of images for the evaluation of 
the change in coloring of the fruits showed that 
the treatment with the extract obtained with ethyl 
acetate at 8% caused the decoloring of fruit in 
comparison with the absolute control, which did not 
induce any color change and has the color required 
by the market. The rest of the treatments proved 
to be statistically similar to the untreated control, 
indicating that there are no changes in the color 
due to treatments. The change in the coloring of the 
fruits due to the extract obtained with ethyl acetate 
at 8% is explained by the use of this solvent, which 
extracts different compounds to methanol, such 
as anthraquinones, carbohydrates, and flavonoids 
(Mumammad  et al.,  2014), possibly in greater 
amounts than other solvents.

The above suggests that if mulberry leaf extracts 
are used to control blue mold in harvested fruits, 
the use of ethyl acetate is not remcommended for 
use as an extraction solvent, since it changes the 
color of the fruit and stimulates fungal development 
(Table 3). The results show that the use of methanol 
or water are less influential on the coloring of the 
fruit. Also, as entioned earlier, methanol is the 
solvent used to extract the most phenols (Wang et 
al., 2012) and is preferred since it is less pollutant 
and costly than other solvents. 

CONCLUSIONS

The results of this study suggest that the 
mulberry leaf extracts have the potential to be used 
as an alternative in the control of P. expansum in 
apple fruits in postharvest. In the extraction of 
the antimicrobial metabolites of this plant, we 
recommend using methanol at 4% or 12% and 
not ethyl acetate, since the latter could decolor 
the fruits and stimulate fungal development. This 
investigation motivates further studies on the 
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lugar de estudio. Esta parte de investigación sería 
de interés para futuros trabajos en control de hon-
gos con productos orgánicos. La decoloración de 
los frutos que se observó por el efecto del acetato 
de etilo es un tema de investigación para conocer 
que compuestos o metabolitos son responsables de 
tal efecto. 
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