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Resumen. Los residuos generados durante la
produccion del higo constituyen una alternativa
novedosa para elaborar biofungicidas. Los polife-
noles estan presentes en la piel de los frutos de higo
y poseen actividad antioxidante y antimicrobiana,
por lo que este desecho fue utilizado para cuantifi-
car fenoles, antocianinas y actividad antioxidante,
ademas para determinar su efecto sobre la Tasa de
Crecimiento (TC), la Inhibicion del Crecimiento
Micelial (ICM), la esporulacion y la germinacion
de las esporas de los hongos fitopatogenos Colle-
totrichum acutatum, Fusarium solani, Penicillium
oxallicum y Rhizopus stolonifer, a concentraciones
de 2.5 a 50 mg mL"'. Los resultados fueron ana-
lizados por ANOVA y prueba de Tukey. La con-
centracion de los polifenoles totales y antocianinas

NUMERO ESPECIAL EN ESPANOL, 2019

fueron mayores en la piel del higo, comparadas con
las del extracto etandlico. En contraste la capaci-
dad antioxidante del extracto fue mayor 32.9 pmol
g comparada con la piel de higo 21.7 pmol g™
En general los hongos presentaron TC similares al
control y baja ICM de 23 a 30%. No se observo
esporulacion en F. solani a concentraciones de 7.5
a 25 mg mL". El porcentaje de germinacion de es-
poras en R. stolonifer fue de 0 % a 50 mg mL™.

Palabras clave: higo, residuos, hongos, extractos,
postcosecha.

Abstract. The residue generated during fig
production is a novel alternative to elaborate
biofungicides. Polyphenols are compounds that
are present mainly in the skin of fig fruit and have
antioxidant and antimicrobial activity and this
waste was used to quantify phenols, anthocyanins
and antioxidant activity. They were used to
determine its effect on Mycelial Growth rate (TG),
Mycelial Growth Inhibition (MGI), sporulation
and germination of the spores of phytopathogenic
fungi Colletotrichum acutatum, Fusarium solani,
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Penicillium oxallicum and Rhizopus stolonifer, at
concentrations of 2.5 to 50 mg mL"'. An ANOVA
and test of Tukey were applied. The concentration
of total polyphenols and anthocyanins were higher
in the skin of the fig, compared with those of the
ethanolic extract. In contrast, the antioxidant
capacity of the extract was higher at 32.9 umol g
compared with fig skin 21.7 pmol g'. In general,
the fungi presented TC similary to the control and
low MGI of 23 to 30%. The sporulation was not
observed in F. solani at concentrations of 7.5 to 25
mg mL"'. The percentage of germination of spores
in R. stolonifer was from 0% at 50 mg mL".

Key words: extracts,
postharvest.
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El aprovechamiento de los residuos agroindus-
triales permite dar solucion a diferentes problemas
ambientales originados por la generacion y acumu-
lacion en los vertederos de basura causando con-
taminacion ambiental y focos de proliferacion de
plagas (Yepes et al., 2008). La cantidad de com-
puestos bioactivos presentes en estos residuos es
elevada; por lo que una alternativa para evitar su
pérdida es generar estrategias para su aprovecha-
miento y manejo. Una oportunidad seria su uso en
el control de hongos fitopatdgenos postcosecha de
importancia econoémica (Vargas-Corredor y Pérez,
2018), como una solucién para evitar el uso de fun-
gicidas sintéticos que causan contaminacion am-
biental (Villa-Martinez et al., 2015).

El higo (Ficus carica) es un fruto que tiene im-
portancia en la economia mexicana, ya que desde
el 2015 se exporta a los Estados Unidos (APHIS-
USDA, Federal Register 2015-03-30, SAGARPA
2015) y actualmente, se cultiva en 1456 hectareas
a nivel nacional. El Estado de Morelos es el princi-
pal productor con un 58% del total de la produccion
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nacional (Morgado-Gonzalez et al., 2018). La
fruta fresca se usa para elaborar mermeladas y ju-
gos. También puede ser deshidratada, y procesada
en jarabes, pasteles, panes, entre otros. Los higos
frescos completamente maduros son suaves, facil-
mente magullables y altamente perecederos por lo
que son muy sensibles al dafio fisico y susceptibles
a las infecciones en postcosecha (Kader, 1992), lo
que hace que su vida de anaquel sea corta y pro-
picia que existan rapidos canales de comercializa-
cion que aseguren cuidados rigurosos en la mani-
pulacion del producto para disminuir al maximo las
pérdidas. Sin embargo, de esta actividad se generan
residuos constituidos por piel o fruta de baja cali-
dad, que pueden ser empleados para darles valor
agregado mediante la extraccion de compuestos
bioactivos (Cury et al.,2017), ya que son una exce-
lente fuente compuestos fendlicos que son los prin-
cipales responsables de la actividad antioxidante
de estos frutos (Veberic et al., 2008) y representan
una rica fuente de biocidas y conservantes que se
han explorado durante mucho tiempo como me-
dios alternativos de control postcosecha (Schena
et al., 2008). En particular, muchos estudios han
sefnalado la eficacia antimicrobiana de ciertas cla-
ses de este tipo de sustancias como los presentes
en extractos de Ocimun basilicum contra Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Isaac y Abu-Tahon,
2014), quercetina o la umbeliferona para el control
de Penicillium expansum en manzana (Sanzani et
al., 2009), extractos de Caesalpinia cacalaco ricos
en acido galico, hidroxibenzoico y taninos acidos
los cuales mostraron ser eficientes en el control
Colletotrichum lindemuthianum (Véloz-Garcia et
al., 2010). El &cido cumarico y derivados del aci-
do cafeico presentes en los extractos de hojas de
Olea europaea, que inhiben el crecimiento de al
menos diez hongos entre ellos Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Penicullium italicum, Fusa-
rium oxysporum, Alternaria alternata entre otros
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(Korukluoglu et al., 2008). Asi como, la catequina,
epicatequina, proantocianidinas y taninos (Yoshida
et al., 2009) contra fitopatogenos de importancia
econémica. Con base a lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue elaborar y caracterizar un ex-
tracto etanolico obtenido a partir de la piel de higo,
para la evaluacion de su efecto sobre el desarrollo
de hongos fitopatdogenos postcosecha de importan-
cia economica.

Para la obtencion del extracto etanolico se retird
la piel de los frutos de higo var. Mission de un dia
de cosechado. Se obtuvieron 598 g y se colocaron
en etanol en proporcion 1:5. La mezcla fue moli-
da y se dejé en maceracion durante 24 horas a
2842 °C en oscuridad, posteriormente se filtré en
papel filtro del No. 2. El filtrado fue concentrado
al vacio en un Rotavapor R-300 (BUCHI) bajo las
siguientes condiciones: 120 psi, 40 rpm y 40 °C,
hasta el 20% del volumen inicial. El extracto se al-
maceno en refrigeracion en un frasco ambar hasta
suuso. La cantidad de fenoles totales fue determi-
nada por el método de Singleton et al. (1965), me-
diante la reaccion de Folin-Cicalteau, usando como
estandar acido galico. Se determind el contenido de
antocianinas segun la metodologia propuesta por
Aguilera-Ortiz et al. (2009). La capacidad antioxi-
dante se determino por la técnica de ABTS (radical
acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfoni-
co), y los resultados se expresan en CAET (Capa-
cidad Antioxidante Equivalente a Trolox) en pmol
g (Kuskoski et al., 2005). Se evalu6 el efecto del
extracto sobre el crecimiento micelial, la esporu-
lacion y la germinacion de las esporas de cuatro
patégenos importantes en postcosecha: F solani
(pepino), P. oxallicum (pepino), R. stoloniffer (to-
mate), C. acutatum (pimienta), cepas que forman
parte de la coleccion de hongos del Laboratorio de
Tecnologias Postcosecha de Productos Agricolas,
CEPROBI-IPN. Se prepararon medios de cultivo
en placas con PDA Bioxon suplementados con 2.5,
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5,7.5, 10, 12.5, 15, 25 y 50 mg mL"' del extracto
etanodlico de higo. Se inocul6 un disco de micelio de
5 mm de diametro de cada uno de los hongos antes
mencionados. Se dejaron en incubacion a 28 = 2°C
durante ocho dias, y se tomo registro del crecimien-
to micelial cada 24 horas. El hongo de R. stolonifer
se incubo por 72 horas y se registrd el crecimiento
micelial cada seis horas. La tasa de crecimiento de
los hongos se calculd por la ecuacion de la recta, y
=bx + a en donde b es la pendiente de la curva de
crecimiento y x el tiempo de incubacion. El % de
inhibicion del crecimiento micelial (% I) fue calcu-
lado utilizando la siguiente formula: %I=[(C-T)/C]
x 100, donde C representa el crecimiento en el con-
trol y T en el tratamiento. Para la determinacion
de efecto de cada tratamiento en la esporulacion,
a partir de una solucion de esporas colectadas en
agua destilada estéril con 0.01% v/v de Tween 20,
se tomo una alicuota de 10 pL y se contabilizaron
en una camara de Newbauer. Para la evaluacion de
los extractos en el porcentaje de germinacion, se
colocaron discos de PDA en portaobjetos con
50 pL de cada solucidn de esporas y se incubaron
de cuatro a ocho h. Posteriormente se detuvo el cre-
cimiento con una gota de azul de lactofenol al 1%
p/v y se evaluaron 100 esporas en un microscopio
optico (Nikon YS2-H, Japon) a 40X. El tratamiento
control para todos los hongos fue medio PDA. Los
datos se analizaron por un disefio completamente al
azar con seis repeticiones, se aplico un ANOVA y
prueba de Tukey (0=0.05), se us6 el software Sig-
maPlot 12.5 2012.

El contenido de compuestos fendlicos totales en
el extracto fue de 31.37 mg acido galico g' yenla
piel fue de 42.63 mg de acido galico g™ de tejido. El
mayor contenido de fenoles en piel, es debido a la
presencia de los compuestos fendlicos totales en es-
tado natural y en el extracto solo existe una fraccion
de éstos en funcion del método de obtencion y el di-
solvente empleado. El contenido de antocianinas en
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el extracto fue de 39.712 + 1.439 ug g! de cianidi-
na-3-glucodsido y en la piel fue de 57.141 £ 52.939
ug g de cianidina-3-glucdsido. La piel presenta un
mayor contenido de antocianinas, que son relativa-
mente inestables y presentan reacciones degradati-
vas en el proceso de extraccion y almacenamiento
de estas (Aguilera-Ortiz et al., 2009). La capacidad
antioxidante en el extracto fue de 32.92 umol gy
en la piel fue de 21.72 umol g. El fruto del higo
tiene capacidad antioxidante elevada y puede estar
relacionada con el color del fruto, por lo que es po-
sible sugerir que esta actividad esta asociada a la
produccioén de polifenoles como sistema de defensa
contra los herbivoros (Darren et al., 2002), activi-
dad antimicrobiana (Ehala et al., 2004) o como lo
reportan Wojciechowska et al. (2014), en plantas
de tomate resistentes a 4. alternata, presentan altas
concentraciones de acido clorogénico.

La tasa de crecimiento (TC) micelial de los
hongos evaluados fue diferente en presencia de las
diferentes concentraciones de extracto etanolico de
piel de higo (Cuadro 1). C. acutatum (P< 0.0203),
F. solani (P<0.4537) y R. stolonifer (P<0.0001)
mostraron tasas de crecimiento similares al control.
Por el contrario, P. oxallicum (P<0.0926), mostro
un efecto dosis respuesta a mayor concentracion
del extracto menor tasa de crecimiento, sin embar-
g0, no se encontraron diferencias estadisticas entre
los tratamientos. Todos los hongos a la concentra-
cién de 5 mg mL! incrementaron la tasa de creci-
miento. En cuanto al porcentaje de inhibicion de
crecimiento, la mayoria de las dosis evaluadas para
C. acutatum no inhibieron el crecimiento micelial,
a excepcion de las concentraciones de 10 mg mL™!
(23.09%) y 15 mg mL" (9.13%) (P<0.0001); el res-
to estimularon el crecimiento del micelio del hon-
go. Un comportamiento similar se encontrd para
R. stolonifer (P<0.0001). Sélo para F. solani a una
concentracion de 50 mg mL™! se alcanz6 una por-
centaje de inhibicion del 23.28% (P<0.0001) con
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respecto al tratamiento control. En P. oxallicum no
se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre las concentraciones evaluadas y el tra-
tamiento control (P<0.3882). Las variaciones entre
los diferentes géneros de hongos evaluados pueden
ser causadas por las diferencias en la estructura o
estado de desarrollo y caracteristicas genéticas de
cada hongo (Montes-Belmont et al., 2006).

En la Figura 1, se observa que el extracto eta-
nodlico evaluado a diferentes concentraciones no
presentd ningun efecto sobre la esporulacion de C.
acutatum (P<0.0006) y R. stolonifer (P<0.013). Por
el contrario, en F. solani, las concentraciones de 7.5
a 25 mg mL"! inhibieron este proceso (P<0.0001).
Para el caso de P. oxallicum a medida que las con-
centraciones del extracto aumentan, la cantidad de
esporas también se incrementa con respecto al con-
trol (P<0.0001) con excepcion de la dosis de 15 mg
mL" la cual causa una disminucién. Es importante
mencionar que en el caso de F. solani el efecto del
extracto sobre este hongo fue mas eficiente en la
disminucion de la produccion de esporas que en la
inhibicion del crecimiento micelial. Por otro lado
se observo una disminucion de los porcentajes de
germinacion para R. Stolonifer, C. acutatum y P.
oxallicum lo cual puede ser atribuido al efecto de
los fenoles y antocianinas presentes en el extrac-
to de piel de higo (Figura 2). El modo de accion
de estos compuestos se postula que es debido a la
inhibicién de enzimas hidroliticas como la beta-
glucosidasa, pectinliasa y proteasas (Issac et al.,
2014), no siendo asi para F. solani. Probablemente
las esporas sean mas sensibles por estar en contac-
to directo con los fenoles del extracto de higo en
comparacion con las hifas (Abou-Jawdah et al.,
2002). Se ha reportado que la accion de algunos
compuestos derivados de plantas, causan lisis ce-
lular, inhibicion y alteraciones en hifas y esporula-
cion (Kubra et al., 2013). Este es el primer reporte
de la actividad antifingica de extractos de residuos
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Cuadro 1. Efecto del extracto etanolico de piel de higo sobre la tasa de crecimien-
to micelial y porcentaje de inhibicion del crecimiento de cuatro hongos

postcosecha.
Tratamiento Tasa de crecimiento *Inhibicion crecimiento
(mg mL") (mm/dia) micelial (%)

Colletotrichum acutatum

PDA 5.17+0.82a Oab
2.5 6.23 +0.80b -23.33a
5 6.19 £1.05b -21.82a
7.5 6.9 £1.98ab -2.18ab

10 5.62 +£0.81ab 23.09b

12.5 4.62 £ 10.33ab 30.52ab

15 3.72 £ 11.16ab 26.40b

25 4.23 £2.03ab 11.48ab

50 4.05 +5.45ab 18.04ab

Fusarium solani

PDA 7.18 £2.55a Oa
2.5 7.03 £1.21a -2.46a
5 6.02 £2.94a 10.81a
7.5 6.83£2.21a 5.33a

10 6.81+20.21a -11.31a

12.5 7.79 + 3.48a -5.87a

15 8.47+592a -10.98a

25 7.59 £ 6.44a -12.86a

50 5.60+6.13a 23.10b

Penicillium oxallicum

PDA 52+3.0la Oa
2.5 4.12 +0.84a 19.97a
5 5.61 £0.43a -2.0la
7.5 3.97+1.45a 22.16a

10 5.39+0.85a 3.71a

12.5 3.92+6.63a 24.52a

15 - 9.24a

25 3.08 +4.94a 26.21a

50 3.11£10.03a 23.64a

Rhizopus stolonifer
(mm/h)

PDA 1.75 £ 6.83¢ Oa
2.5 1.90 + 3.66a -5.69ab
5 1.84 +2.33cd -14.29ab
7.5 1.72 £ 4.45¢ 3.29b

10 1.86 = 1.04b -22.19ab

12.5 1.83 +2.66¢ -29.63ab

15 1.9 +£1.28f -31.98ab

25 1.66 + 1.08bc -23.63ab

50 1.87 £ 0.68de -23.01ab

*Colletotrichum acutatum (F =4.85, gl = 8, 126, P <0.0001); Fusarium solani (F =7.64,
gl=8,126, P <0.0001); Rhizopus stolonifer (F =2.84, gl =8, 107, P =0.01); Penicillium
oxallicum (F=1.07, gl = 8,126, P =0.3882). Los valores con la misma letra dentro de las
filas son estadisticamente iguales.
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Figura 1. Efecto de los extractos etanolicos de piel de higo sobre la esporulacion de: A) Colletotrichum acutatum (F = 4.05, gl
=8,71, P =0.0006); B) Fusarium solani (F = 5.89, gl = 8,71, P<0.0001); C) Rhizopus stolonifer (F = 2.85, gl = 7,56,
P =0.013); D) Penicillium oxallicum (F = 14.21, gl = 8,71, P<0.0001). Los valores con la misma letra son estadisti-

camente iguales.

de higo sobre la germinacion de tres hongos pato-
genos postcosecha y la esporulacion de F. solani,
este efecto puede ser mayor si se incrementan las
concentraciones
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