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RESUMEN

El aguacate (Persea americana Mill.) es un producto consumido en América desde
la época prehispanica. México se posiciona como el mayor productor en el mundo,
con una participacion por encima del 90% en el mercado a nivel mundial. De
acuerdo a la FAO la mayor pérdida de alimentos en la cadena de suministro se
produce durante el manejo poscosecha, debido a diferentes factores que disminu-
yen la calidad y reducen la vida util de los alimentos. Se ha reportado que el uso
de ceras de origen natural y de aceites esenciales (AE) puede contribuir en gran
medida en el mantenimiento de calidad y alargar la vida de anaquel en distintos
frutos. En objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de un re-
cubrimiento organico comercial (Natural Shine 505-OR®) combinada con aceites
esenciales de orégano y tomillo a concentraciones de 3 y 5ml/l como recubrimien-
to; y se evalud su efecto en la firmeza, pérdida de peso, color interno y externo;
actividad enzimatica de catalasa (CAT), peroxidasa (POD), superoxido dismutasa
(SOD), lipoxigenasa (LOX) y fenilalanin-amonio liasa (PAL); y en el contenido de
fenoles y flavonoides totales, asi como su relaciéon con la actividad antioxidante
(DPPH y ABTS) durante el almacenamiento a 6°C durante 21 dias. El uso de re-
cubrimientos, con o sin AE, mostré una reduccion en la pérdida de peso del 1.5%,
y valores de firmeza 6 veces mayores respecto al control sin recubrimiento. Las
actividades enzimaticas no presentaron una correlacion positiva con el contenido
de metabolitos secundarios o con la actividad antioxidante en frutos tratados. Sin
embargo, los niveles de actividad antioxidante no presentaron pérdidas nominales
a lo largo de la maduracion en las condiciones de almacenamiento de este trabajo.
El uso del recubrimiento natural contribuyd positivamente a la conservaciéon de la

calidad de aguacate organico y al mantenimiento de su actividad antioxidante.

(Palabras clave: aguacate; organico; recubrimientos; aceites esenciales; timol;

carvacrol; actividad antioxidante; calidad poscosecha; enzimas antioxidantes)



ABSTRACT

The avocado (Persea americana Mill.) is a commodity highly consumed in America
since pre-Hispanic age. Mexico is the major producer globally with the highest
share in the organic market of tree fruits. Accordingly to FAO, the most critical food
losses in supply chain have place between farm and fork, due to a lack of, or inad-
equate strategies oriented to preserve quality and prolong shelf life of vegetable
products. Recent evidence support that the application of natural coatings or the
use of essential oils (EO) could contribute significantly on preserving quality and
extending shelf life of different crops during storage. The objective of this work was
to evaluate the application of an organic coating (Natural — Shine 505-OR®) com-
bined with oregano and thyme essential oils (3 and 5 ml/l). Firmness, weight, inter-
nal and external color, along catalase (CAT), peroxidase (POD), superoxide dis-
mutase (SOD), lipoxygenase (LOX) and phenylalanine ammonia-lyase (PAL) en-
zymatic activities were assessed with total soluble phenols (TSP) and flavonoids
(TSF), and its relation with antioxidant activity (DPPH and ABTS) during cold stor-
age at 6°C for 21 days. The application of coatings, with or without EO, showed a
1.5% reduction of weight loss of 1.5%, 6 fold firmness values compared with fruits
without natural coatings. No positive correlations of enzymatic activities with sec-
ondary metabolites like TSP and TSF or with antioxidant activity were observed in
treated fruits using two different methods. Nevertheless, antioxidant capacity levels
did not exhibited nominal reductions during storage at the reported conditions in
this work. The application of natural coatings contributed positively to maintain

quality parameters of organic avocado and its antioxidant activity.

(Key words: avocado; organic; coatings; essential oils; thymol; carvacrol; antioxi-

dant activity; postharvest quality; antioxidant enzymes)
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1. INTRODUCCION

“Aguacate” es la palabra utilizada para referirse al fruto y al arbol que lo
produce (RAE- ASALE, 2016). Dicha planta (Persea americana Mill.) pertenece a
la familia Laureaceae,. Los origenes de esta planta parecen remontarse a alrede-
dor de 65 millones de afios en Godwana. Los cambios geograficos posteriores y
las migraciones de los habitantes culminaron en su actual distribucién y en tres
ecotipos reconocidos como los ancestros de las especies que conocemos ahora:
antillano (West Indian), guatemalteco y el mexicano (Bost et al., 2013; Galindo-
Tovar et al., 2007)

Se estima que el fruto ha sido consumido por los humanos hace 16,000 a
18,000 anos D.C., y un reporte sugiere que este fue introducido a la cultura maya
cerca de 3,400 D.C.; desde entonces el aguacate ha tenido un papel importante
en la dieta de las culturas mesoamericanas ya sea como alimento rico en nutrien-

tes o por sus usos medicinales (Galindo-Tovar et al., 2007)

En el 2014, México fue considerado el cuarto productor de aguacate a ni-
vel mundial, y este producto fue el onceavo mas importante de la canasta basica,
asi como el quinto de los alimentos mas exportados (“FAOSTAT,” 2015). El afo
2016, el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera reporté que hubo una
superficie sembrada de 7, 153 hectareas de aguacate organico, con una produc-
cion de 69, 526 toneladas, es decir, el 3.7% de la produccién general de aguacate
a nivel nacional (SIAP, 2016). Los principales estados productores de este cultivo
son Michoacan, Jalisco, Estado de México y Nayarit, de los cuales el mayor pro-
ductor es Michoacan, con un volumen estimado de 80.2% del total producido en el
pais (CONAPA y CONASIPRO, 2016).

De acuerdo con un boletin publicado por la SAGARPA (SAGARPA, 2014)
sobre las exportaciones de aguacate, este ya es comercializado en 21 mercados,
entre los que se incluyen Japén, Costa Rica, El Salvador, Honduras, Guatemala,

Espana, China, Paises Bajos, Hong Kong, Reino Unido, Singapur y Bélgica; apar-



te de sus mercados principales que son Estados Unidos y Canada. Para el espa-

cio interanual 2013-2014 el aumento en el volumen de exportaciones fue del 29%.

Dicho crecimiento en la demanda, podria encontrar sus causas enmarca-
das en un incremento general en el volumen de evidencias que respaldan los be-
neficios de su consumo, ademas de las campanas institucionales para aumentar la
cantidad de frutas y hortalizas en la dieta como medio para preservar la salud
(WHO, 2014). El fruto del aguacate presenta un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, es bajo en azucares, y diverso en nutrimentos, que incluyen: vita-
minas, minerales y compuestos fitoquimicos antioxidantes, que lo han categoriza-
do recientemente como alimento funcional. Ademas de esto, posee caracteristicas

agradables de textura, sabor y delicado aroma (Bost et al., 2013; Yahia, 2012).

El manejo durante el mercadeo de este fruto implica retos, debido a su na-
turaleza climatérica, una vez cosechado, da inicio su maduracion comercial, fené-
meno que incluye un incremento en su tasa de respiracion, de produccion de eti-
leno; y en la actividad de diferentes enzimas que modifican su composicion, apa-
riencia y textura, volviéndolo mas susceptible a desérdenes metabdlicos y al ata-

que de patogenos durante su almacenamiento (Hofman et al., 2013).

Una de las principales causas de pérdidas durante la poscosecha de este
fruto se debe al desarrollo de antracnosis (Colletotrichum gloeosporoides), hongo
depositado sobre la superficie del aguacate durante su etapa precosecha que
desarrolla lesiones oscuras sobre la superficie. Cuando este hongo se encuentra
en densidades suficientemente altas puede desarrollarse sobre la superficie del
fruto, aun cuando este no presente lesiones. Para su control durante la posreco-
leccion se han usado efectivamente tratamientos a base de cobre o procloraz. Sin
embargo, cada vez mas paises restringen el uso de fungicidas (Dann et al., 2013).
Y el uso de cobre se enfrenta a nuevas regulaciones por baja efectividad durante
periodos de alta presion por hongos, asi como por su ecotoxicidad (Dagostin et al.,
2011; Kiaune and Singhasemanon, 2011). Por ello, se vuelve relevante la busque-
da de tecnologias alternativas para el control de este patdgeno, asi como para la

reduccion de pérdidas causadas por desoérdenes fisioldgicos asociados a los cam-



bios que se enfrenta el producto durante su almacenamiento en refrigeracion. Por
este motivo, el uso combinado de recubrimientos naturales y aceites esenciales,
con eficacia probada contra este hongo, podrian ser una alternativa viable para
mantener la calidad de los frutos de aguacate —convencional y organico-, redu-
ciendo sus pérdidas, sin afectar la percepcion del consumidor o tener impacto ne-

gativo sobre el medio ambiente por su origen natural.

Para este fin, la presente tesis aportara informacion acerca de la conducta
del fruto de aguacate variedad ‘Hass’ de produccion organica bajo condiciones de
almacenamiento comercial y sobre los cambios a nivel fisiolégico y bioquimico que
presenta cuando se le aplica un recubrimiento de origen natural combinado con

aceites esenciales.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 El aguacate organico

En anos recientes, la demanda de productos de origen natural ha ido en
aumento. También el interés de los consumidores se ha extendido hacia los me-
dios de produccion, de manera que la historia de los productos se ha vuelto rele-
vante como criterio de eleccion para los consumidores. De este modo, la produc-
cion socialmente responsable, amigable con el ambiente y organica se han vuelto
no solo esquemas revisitados, sino sellos de valor agregado que satisfacen mer-

cados exigentes en paises desarrollados (Lee and Yun, 2015).

Los productores de aguacate en México, conscientes de estos cambios en
los mercados, y de la alta rentabilidad de los productos organicos en mercados
exteriores, se han interesado en sus técnicas de produccion como un medio
para incrementar sus margenes de utilidad, y como una via para probar manejos
culturales que puedan mantener los rendimientos altos y reducir el impacto negati-
Vo en sus huertos a causa de los métodos convencionales de produccion (Reyes
A. etal., 1995).



Dicho interés ha generado huertos experimentales, huertos para produc-
cion organica “por disefio”, 0 que agricultores migren hacia esquemas de produc-
cioén organica, proceso conocido como fransicion. Junto a dicho interés, los fruticul-
tores e instituciones se han organizado para estandarizar criterios de produccion
con la finalidad de otorgar confianza al consumidor mediante el uso de certifica-
ciones nacionales como la norma NMX-FF-016-SCFI-2006, y otras normas inter-
nacionales basadas principalmente en criterios norteamericanos y europeos, quie-
nes son ahora los continentes que registran mayor consumo de productos organi-
cos. Sin embargo, China también se ha vuelto un mercado importante y cuenta

con estandares de certificacion autonomos (Granatstein et al., 2015).

En el afio 2013, se reportd que la superficie cultivada de arboles frutales
con manejo organico ascendia al 1% del total mundial. Dicho porcentaje, dividido
por tipo de cultivo, dio como resultado un promedio entre 0.9 y 2% por tipo de cul-
tivo (i.e. manzana, durazno, etc.); y la produccion de aguacate fue la mas alta con
un 8.7% de participacion en los cultivos organicos de arbol. En dicha categoria,
México resulté ser el productor mas alto con un aporte del 92% de la produccion
mundial de aguacate organico (Granatstein et al., 2015), cifra que vuelve de inte-

rés capital para las investigaciones relativas al manejo poscosecha en este cultivo.

Desafortunadamente, informacion detallada sobre la produccién organica
a nivel nacional es escasa aunque hay interés en la coleccién de datos de este

nicho de mercado.

2.2 Taxonomia

De acuerdo a la base de datos del NCBI y el Sistema de Informacién Ta-
xondmica Integrada (/TIS, por sus siglas en inglés), la descripcidon que se muestra

en la Tabla 1:



Tabla 1. Descripcion taxonémica del aguacate1

Categoria | Nombre
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivision Embriophyta
Division Tracheophyta
Subdivisién Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Magnolianae
Orden Laurales
Familia Lauraceae
Género Persea Mill
Especie Persea americana Mill.
Variedad drymifolia

2.3 Importancia comercial del aguacate organico

El 7 de febrero de 2006 fue publicado en el Diario Oficial de la Federacion
la Ley de Productos Organicos (“Ley de Productos Organicos,” 2006), en la que ya
se establecen regulaciones tanto de los sistemas de produccion organicos, es-
quemas de certificacion y los criterios a seguir para la importacién de los mismos,
emulando un conjunto de regulaciones aceptadas internacionalmente, con miras a
una busqueda posterior de equiparacion con certificaciones de otros paises para

facilitar el comercio internacional.

En el 2015, la Asociaciéon de Comercializacion de Productos Organicos
OTA, por sus siglas en inglés), publico un analisis de mercado y encontré que en
el 2014, el 97% del aguacate organico importado en los Estados Unidos fue de
origen mexicano, lo que significd un valor econémico cercano a los 36 millones de
délares; es decir, casi el doble de los 18.8 millones que fueron reportados en el

afo 2013. Aunque esta duplicacion en el crecimiento no ha sido una tendencia

! (Integrated Taxonomic Information System, 2016)



regular, en el periodo 2011-2014 el crecimiento anual estimado del 37.7% también

representa una cifra importante (Jaenicke and Demko, 2015).

De acuerdo a un reporte publicado por la USDA, para el periodo 2015-
2016 se proyectaba un incremento de 750,000 toneladas métricas de importacion
de aguacate a EE.UU (“Mexico: Avocado Annual | USDA Foreign Agricultural Ser-
vice,” 2015). Otro reporte (Jaenicke and Demko, 2015), mencioné que la produc-
cion de aguacate organico en México cubre el 92% de la demanda mundial; y un
boletin de la SAGARPA (SAGARPA, 2014), menciond que el crecimiento en nu-
mero de mercados y la rentabilidad de este producto ha tenido un aumento soste-
nido que parece seguir a la alza, lo que pone en relieve la importancia del estudio

de este cultivo que gana, progresivamente, importancia econdmica en el pais.

2.4 Problemas frecuentes durante el manejo poscosecha del aguacate

organico

Un reporte reciente de Granatstein et al., (2015), publicé una tabla compara-
tiva de los problemas mas comunes durante el mercadeo que se presentan entre
los productos organicos de arbol mas comercializados y sus pares producidos
convencionalmente. Sin embargo, para el aguacate no se reportd informacion, ni
se dispone de algun otro reporte que muestre ocurrencia de problemas nuevos o
diferentes durante el periodo poscosecha en contraste con el producido conven-

cionalmente.

Sobre el aguacate de producciéon convencional hay abundante informacién
acerca de problemas en esta etapa, la mayoria ocurren durante los ultimos esta-
dios de madurez en el fruto. Los problemas mas comunes del aguacate son: la
aparicién de desérdenes fisiolégicos, como el oscurecimiento de haces vascula-
res; y la pudricion peduncular, este ultimo causado por infecciones fungicas de
diferentes hongos entre los que destaca la especie Colletotrichum, la cual se inter-

naliza a través del pedunculo (Hofman et al., 2013). Estos problemas son regular-



mente tratados con aplicaciones pre-cosecha procloraz o cobre en cultivos con-
vencionales (Yahia, 2012); o de caldo bordelés (mezcla acuosa de cobre-calcio) o
extracto de ajo en produccion organica (comunicacion personal). Sin embargo, el
procloraz no esta permitido para su uso en productos organicos y el cobre esta
limitado a determinadas presentaciones (OMRI, 2017; USDA, 2011).

Una alternativa que ha mostrado buenos resultados en el tratamiento de este
problema ha sido el uso de aceites esenciales (AE) (Sivakumar and Bautista-
Barios, 2014). Estos han mostrado aceptacion por el publico debido a su origen
natural y gracias a que son una alternativa sostenible para reducir la generacién

de resistencias en los microorganismos que son tratados con ellos.

Se ha reportado que los AE ricos en R-(-)-carvona pueden ser buenas alter-
nativas a fungicidas sintéticos para el manejo poscosecha de aguacate (Regnier et
al., 2010; Sellamuthu et al., 2013b). La actividad antifungica de los AE esta docu-
mentada y ha demostrado inhibir el crecimiento del hongo C. gloeosporioides in
vitro e in vivo en aguacate. Por lo anterior, los AE y sus componentes estan ga-
nando cada vez mayor interés debido a su volatilidad, estado relativamente segu-
ro, y la amplia aceptacion por los consumidores, debido a sus propiedades ecolo-
gicas y biodegradables. Regnier et al., (2010) recomienda una combinacion de
aceites esenciales (Lippia scaberrima Sond, rica en R-carvona, (D)-limoneno y
1,8-cineol) con un recubrimiento comercial (Avoshine®) como un tratamiento pos-
cosecha aceptable para el mercado organico, y para el control de la antracnosis
en aguacates, al reducir la pérdida de agua y controlar los dafios causados por
este hongo con resultados similares a un tratamiento de procloraz, pero sin los

efectos negativos o restricciones de uso de este ultimo.

Recientemente el uso de vapores de tomillo mostré una completa reduccion
de la antracnosis in vitro, asi como la incidencia y severidad de esta enfermedad
en frutos de aguacate, y un aumento en el contenido de compuestos fendlicos y de
la actividad del sistema antioxidante. Estos resultados, mostraron mayor efectivi-
dad, inclusive, que el procloraz (Sellamuthu et al., 2013b). Sin embargo, estas fu-

migaciones poscosecha no se han probado en escala comercial y su método de



aplicacién podria implicar una distribucién no uniforme en el producto dentro de las
camaras de fumigacion, por lo que podrian ser probadas alternativas que asegu-

ren la uniformidad de la aplicacion.

2.5 Actividad del sistema enzimatico antioxidante

La refrigeracion es un método de conservacion en frutas y hortalizas como
un método para reducir la velocidad e sus procesos metabdlicos, alargando su
vida util. Sin embargo, la disminucién de temperatura también es un agente de
estrés oxidativo que promueve la senescencia de células y tejidos cuando los sis-
temas primarios de defensa son rebasados por la formacion de prooxidantes. Para
lidiar con este tipo de estrés, una respuesta de las plantas es la produccién de
compuestos fendlicos y flavonoides, que evitan la oxidacién del ascorbato, acidos
grasos y B-caroteno o fungen como sustrato para POD. (Hodges, 2003). Por otro
lado, la actividad de las enzimas del ciclo glutation-ascorbato (Figura 1) también
se ven activadas bajo diferentes condiciones de estrés, como consecuencia de
una pérdida del balance entre la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en las células y la pérdida de homeostasis. Superdxido (O, ) es una de las
primeras especies en ser generadas después de la reduccion molecular del oxi-
geno Yy tiene una fuerte capacidad oxidante. El peréxido de hidrogeno puede ser
originado de la dismutacion del radical superéxido y puede afectar la actividad de
otras proteinas con grupos tiol. Para mantener el balance, es fundamental la acti-
vidad de peroxidasa (POD) y catalasa (CAT) para reducir su ingreso a la reaccio-
nes de Fenton o Haber-Weiss mediante las cuales se produce el radical hidroxil, el
cual se considera el oxidante mas reactivo, el cual puede iniciar la peroxidacion de

lipidos o dafos a proteinas y moléculas de ADN (Szollosi, 2014).
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Figura 1. Enzimas del ciclo ascorbato-glutation (Hodges, 2003)

Catalasa es la enzima mas activa en sistemas aerdbicos localizada tanto en
peroxisomas, mitocondrias y citoplasma, sitios donde generalmente son produci-
das la mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno por diferentes procesos
metabodlicos. Esta enzima responsable de una importante actividad antioxidante
degradando H,O, producido en la cadena transportadora de electrones, en la foto-
rrespiracion y en la oxidacion de acidos grasos cuando la planta se encuentra en

condiciones de estrés (Sharma and Ahmad, 2014).

La presencia de H,O; en la planta puede reaccionar con grupos —SH inacti-
vando enzimas importantes en el metabolismo, como la sedoheptulosa en aguaca-
te, asi como reaccionar con metaloproteinas, afectando su actividad bioldgica. Sin
embargo, el H,O, es también importante como sefalizador en transduccién de
sefales, asi como en procesos de lignificacion, crecimiento celular y de tejidos
(Cheeseman, 2007).



Durante el enfriamiento de productos horticolas, se genera una deplecién de
Pi que genera la reduccién en numero de aceptores de electrones en glicerato-
1,3-bifosfato, lo que crea una desbalance en la fotostasis, y una consecutiva difi-
cultad para fijar CO,. Esta condicion favorece la acumulacién de ERO, entre las
que se incluye en H,O,. Durante la refrigeracién, asimismo, produce una caida en
la tasa de actividad enzimatica, lo que puede agravar los efectos adversos de la
acumulaciéon de ERO (Shabala, 2012). Por lo que una previa estimulacion de esta
enzima, podria reducir la cantidad de ERO originados durante las primeras horas
de refrigeracion, alargando la vida util de los frutos.

La enzima peroxidasa realiza la oxidacion de un electrén en diferentes com-
puestos en presencia de H,O5, reduciendo este compuesto a agua mientras oxida

diversos sustratos mediante la siguiente reaccion resumida (Nokthai et al., 2010):
H,0, +2AH, —=—2H,0 +2AH"

La actividad de esta enzima, junto con CAT, tiene un papel fundamental en la
regulacion de los niveles de H;O,, los cuales pueden servir como senales para la
regulacion de genes de la enzima celulasa, asi como la degradacion de cadenas
de polisacaridos de la pared celular (Yang et al., 2015), lo que puede afectar la
firmeza del fruto, reduciéndola, durante su almacenamiento y acortando su vida

util.

Superdxido dismutasa es la enzima responsable de la dismutacion del anion
superoxido, esta enzima inhibe la produccion de etileno limitando la formacién del
radical hidroxilo, protegiendo ademas las células contra toxicidad por oxigeno (Ba-
ker, 1976). El oxigeno ademas de ser una molécula fundamental para los sistemas
aerobios, también puede tener efectos conocidos en el manejo postcosecha como
la oxidacién de acidos grasos, generando rancidez, despolimerizacidén de polisaca-
ridos, ademas de otros efectos nocivos como la pérdida de color y sabor. La acu-
mulacién de electrones en la molécula de oxigeno, puede producir su radical su-

peréxido (O7,), o su correspondiente acido, el radical peroxihidril. (-OOH) (Donnelly



et al., 1989). Esta enzima, al producir radicales hidroxilo puede ser un factor de
toxicidad en las células y por ello, mantiene una estrecha relacién con enzimas

degradantes de dicho radical: catalasa y peroxidasa.

Fenilalanina amonio liasa es cataliza la desaminacion no-oxidativa del
aminoacido fenilalanina a acido trans-cinamico con la formacion de un ion de
amonio. Los sintesis de fenoles y compuestos otros compuestos fendlicos esta
regulada por esta enzima, que es el paso para esta conversion a través de la ruta
de los fenilpropanoides (Hyun et al., 2011; Lafuente et al., 2004). Esta ruta es fun-
damental en el metabolismo secundario. Sus productos son propanoides, com-
puestos fendlicos y flavonoides que tienen funciones de estructurales, de defensa

y antioxidantes (Engelbrecht and Berg, 2013).

Lipoxigenasa tiene como funcién la oxigenacién de acidos poliinsaturados
para formar hidroperdxidos que pueden ser substratos, como metil jasmonato o
inhibidores de proteinasas, los cuales juegan un rol fundamental en el sistema de
defensa de las plantas. Aunque no se conoce con precision el mecanismo de re-
sistencia, se ha demostrado que la inhibicién de esta enzima en cultivos genéti-
camente modificados los vuelve susceptibles a la invasion exitosa por fitopatoge-
nos (Baysal and Demirdoven, 2007).

2.6 Recubrimientos

El recubrimiento consiste en la aplicacion de una capa fina y uniforme de un pro-
ducto capaz de regular el intercambio de gases y vapor de agua con el exterior para man-
tener la calidad por periodos prolongados(Olivas and Barbosa-Canovas, 2009). Su objeti-
vo central es retardar la transferencia de gases, vapor y compuestos volatiles, creando
una atmosfera modificada que reduce la tasa respiratoria, la pérdida de humedad por
transpiracion, y por tanto, la senescencia, pérdida de aroma y, en algunos casos, los
cambios de color relativos a este proceso; ademas de conferir brillo, que puede ser un
valor agregado en algunos casos. Asimismo los recubrimientos se han estudiado como

acarreadores de sustancias que ayudan a multiplicar los efectos positivos, como produc-



tos antimicrobianos o sustancias antioxidantes (Bosquez-Molina et al., 2003; Dhall, 2013;
H. j. Park et al., 1994; H. J. Park et al., 1994; Valencia-Chamorro et al., 2011).

Estos recubrimientos han sido ampliamente usados en diferentes productos hor-
ticolas entre los que se incluyen los citricos, manzana, mango, aguacate, tomate, fruta de

la pasion, pepinos, pimientos, pera; inclusive pifia y lichi (Dhall, 2013).

El procedimiento de aplicacion consiste en el uso de equipos especializados por
medio de emulsiones acuosas o espumas, lo que es seguido por un cepillado para asegu-

rar su correcta distribucion y generacion de brillo (Yahia et al., 2011).

Para el fruto del aguacate, se han probado diferentes recubrimientos con resulta-
dos favorables, entre los que se incluyen el mantenimiento de la firmeza y el contenido de
sélidos, asi como la actividad de agua, luminosidad, una reduccion en la pérdida de agua
e incidencia de fitopatégenos que frecuentemente ocasionan pérdidas durante la distribu-
cion (Maftoonazad et al., 2007; Maftoonazad and Ramaswamy, 2005). Sin embargo, no se
cuenta con reportes sobre el comportamiento del aguacate organico con o sin recubri-

mientos durante su almacenamiento.

El uso de recubrimientos a base de quitosano ha mostrado la induccion de la en-
zima quitinasa presente en los frutos, efecto que se ha atribuido a su contenido natural de
quitosan, el cual ha sido utilizado como base para otros recubrimientos comerciales
(Dhall, 2013).

Aunque otros recubrimientos no han mostrado tener el mismo efecto inductor
gracias a su composicion normal sin aditivos, si se ha reportado que su combinacién con
aceites esenciales o agentes inductores aislados (i.e. proteinas) logran incrementar la
vida de anaquel del fruto mediante un efecto combinado de inhibicion directa del creci-
miento de fitopatdégenos; también de un aumento en la actividad en las algunas enzimas
del sistema antioxidante y de defensa contra patologias (Bill et al., 2014; Saucedo-Pompa
et al., 2009; Sellamuthu et al., 2013b).

Un reciente meta analisis documenté que los frutos organicos se comportan de
manera diferente durante el almacenamiento, mostrando mayor vida de anaquel en para-
metro fisicoquimicos y composicionales asociados al mantenimiento de la calidad (Mdits-
hwa et al., 2017). Sin embargo, este estudio ni otros han presentado informacién sobre el

aguacate organico, con o sin recubrimientos, que sirva para orientar a los productores



sobre las posibilidades de comercializacion basadas en la vida util o comportamiento del
fruto bajo condiciones comerciales ya usadas para manejo del fruto de produccion con-

vencional.

Conforme la percepcion del consumidor en la adquisicion de productos hortico-
las se vuelve preponderante en paises con altos volumenes de importaciones, los pro-
ductores de aguacate organico han incrementado el nimero de hectareas dedicadas a
este fruto. Sin embargo, bajo este esquema de produccion, las alternativas para reducir
las pérdidas poscosecha se ven reducidas debido a las restricciones impuestas por regu-
laciones propias de cada pais de destino y organismos internacionales certificadores. Du-
rante el almacenamiento refrigerado en el mercadeo, los frutos se vuelven mas suscepti-
bles a los desérdenes metabdlicos que causan disminucion en su calidad, asi como vulne-
rabilidad frente al ataque de patdgenos. El uso de recubrimientos de origen natural y la
fumigacion con vapores de aceites esenciales de tomillo y orégano en aguacate han mos-
trado, por separado, mantener la calidad del fruto por mayor tiempo de almacenamiento,
asi como la inhibicion del patdégeno reportado como el mayor causante de pérdidas pos-
cosecha, respectivamente. La combinacion de ambas tecnologias ha sido probada en
frutos de produccion convencional y ha mostrado se eficaz al reducir la incidencia y seve-
ridad del ataque de la antracnosis, mientras que prolonga la vida util al reducir la pérdida
de agua y los desérdenes asociados a ésta. Sin embargo, no se cuenta con informacion
sobre el aguacate organico durante el almacenamiento y el efecto que el uso de una

combinacion de aceites esenciales y un recubrimiento natural tienen sobre su fisiologia.



3. JUSTIFICACION

México es uno de los paises con mayor produccion de aguacate ‘Hass’ en el
mercado horticola internacional de produccién convencional, y el primero de tipo organico.
Los productores, dentro de la demanda creciente de productos de esta categoria, buscan
ampliar su oferta hacia mercados mas rentables como compensacién por las fuertes in-
versiones y esfuerzos implicitos en este esquema de agricultura, como lo son los merca-

dos distantes.

Sin embargo, los estandares de produccion organica reducen el numero de las
tecnologias permitidas para su manejo pre y poscosecha a Unicamente aquellos seguros,
de baja o cero residualidad, que estén permitidos por la OMRI u otros registros de acuer-

do al pais de exportacion, entre los que se incluyen aquellos productos de origen natural.

Los desérdenes metabdlicos y microbioldgicos que se presentan en la comercia-
lizacion de aguacate organico son todavia causa de pérdidas econdmicas y un obstaculo
para su posicionamiento exitoso entre los abastecedores importantes de los mercados

distantes mas rentables.

Estos problemas presentan una oportunidad para comprender mejor aspectos del
manejo poscosecha del aguacate organico, del cual se carece de informacién, asi como
una ventaja para el desarrollo 0 mejoramiento de tecnologias y estrategias que reduzcan

la pérdida de alimentos y de las fuertes inversiones hechas en su produccion y mercadeo.

El propdsito de este trabajo es generar informacion sobre los cambios bioquimi-
cos Yy fisiologicos que se inducen por la aplicacién de recubrimientos comerciales de ori-
gen natural combinados con aceites esenciales en frutos de aguacate organico, para ana-
lizar los potenciales beneficios sobre los parametros de calidad y vida de anaquel, asi

como sus posibilidades de uso como tecnologia para disminuir las pérdidas poscosecha.

Esta informacién también podria orientar nuevos trabajos en el manejo poscose-
cha de aguacate convencional ya que ambas tecnologias, AE y recubrimientos organi-

cos, solo han sido probadas separadamente en este tipo de frutos.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar los cambios fisiologicos y bioquimicos inducidos por la aplicacién
del recubrimiento Natural Shine 505-OR® de origen natural en combinacion con
aceites esenciales con propiedades antioxidantes y/o antimicrobianas, y su efecto
en la calidad y en el sistema antioxidante en frutos de aguacate de produccion or-

ganica durante su vida poscosecha.

4.2 Objetivos especificos

a) Determinar los efectos de la aplicacion del recubrimiento de origen natu-
ral con y sin aceites esenciales en los parametros de calidad (textura, co-
lor, peso) durante el almacenamiento poscosecha del fruto en condicio-
nes comerciales simuladas (6°C, 95% HR).

b) Estudiar el efecto de la aplicacion de los recubrimientos en el perfil de
metabolitos secundarios y su relacién con la capacidad antioxidante.

c) Evaluar la actividad de enzimas del sistema antioxidante y de defensa
(SOD, POD, CAT y LOX) y de la sintesis de compuestos fendlicos (PAL)
por efecto de los tratamientos.



5. METODOLOGIA

5.1 Diseno Experimental
En la Figura 2 se muestra la estrategia general seguida para el desarrollo del ex-

perimento.

Se utilizé un diseno factorial 3x2 con mediciones a lo largo del tiempo. Los facto-
res de estudio fueron los aceites esenciales a evaluar (timol y orégano) en tres niveles
(sin AE; y 2 niveles de AE), con dos réplicas y tres repeticiones por tratamiento (Tabla 2).
Cada unidad experimental consté de 2 frutos, cuyo mesocarpio fue combinado para su

analisis. Todas las evaluaciones se llevaron a cabo en cada uno de los nueve muestreos

efectuados.
Tabla 2. Disefo experimental de los tratamientos
Factor Niveles Réplicas Numero de Repeticiones UE*
muestreos
Aceite esencial de orégano Sin AE 2 9 2 2
Aceite esencial de tomillo 3ml / litro 2 9 2 2

5ml / litro 2 9 2 2

*UE = Unidad experimental de 2 frutos

Para el analisis estadistico se utilizé el software estadistico JMP version
8.0. Los datos fueron tratados mediante un analisis de varianza en el que se com-
pard el efecto del tratamiento en cada periodo del muestreo. Cuando el analisis
resultd significativo, se procedid a un analisis de comparacion de medias mediante
la prueba de Tukey en el analisis de parametros fisico-quimicos, o la prueba de
Dunnett en la actividad de las enzimas y la actividad antioxidante con un a=0.05,
usando como control negativo los frutos sin recubrimiento. La prueba de Dunnett
fue elegida para evaluar estos parametros, pues se considero relevante unicamen-
te el efecto elicitor que pudiera mostrar cambios bioquimicos y fisiolégicos contra

un fruto sin recubrimiento.



Figura 2. Estrategia general seguida para el desarrollo del experimento.



5.2 Aplicacion de recubrimientos

La muestra de los frutos designados para tratamiento los fueron tratados
con el producto Natural Shine 505-OR® (Valent Biosciences Co., USA), para pro-
ductos organicos con NaOH (<5%) a base de carnauba. Estos recubrimientos fue-
ron mezclados anadiendo los aceites esenciales de orégano (Lippia graveolens
Kunth) o tomillo (Thymus vulgaris L.) en dos concentraciones de 3 0 5 ml-L”" por
separado y mezclados durante 5 minutos a 300rpm con un agitador magnético a
25°C. Fueron aplicados con esponjas suaves hasta conseguir una cobertura uni-
forme vy libre de burbujas sobre frutos previamente seleccionados. La seleccion de
frutos fue manual. Los frutos seleccionados se limpiaron cuidadosamente con un
pafo humedecido con agua destilada. Después de la aplicacion de los tratamien-
tos, se dejaron secar durante 30 minutos a 25°C sobre mesas de trabajo y, poste-
riormente, fueron almacenados a 6°C y 95 %HR. Como controles se utilizaron fru-
tos con recubrimiento sin aceites esenciales (control positivo), y sin recubrimiento

(control negativo).

5.3 Analisis fisicoquimicos

5.3.1 Color

La medicion objetiva del color se realiza mediante la comparacion parametros
especificos contra un espacio de color establecido por convencion (Figura 3). Estos pa-
rametros son medidos por un equipo de espectrofotometria capaz de traducir los datos
percibidos a valores numéricos que fungen como constantes en la ecuacion de un punto
ubicado en el espacio de color tridimensional. Los parametros medidos son tono, lumino-
sidad y saturacion. En el espacio Cielab encontramos los valores de luminosidad (L*) y

cromaticidad (a* y b*).
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Figura 3. Espacio de color CIELab

Durante la recepcion del fruto se determiné el estado de madurez No.1, de

acuerdo a la tabla de clasificacion de Avocados Australia Ltd. (Figura 4)
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El color externo durante los nuestros consecutivos fue medido eligiendo tres puntos
representativos del fruto, sobre los que se hicieron mediciones con un espectrofotometro
CM2002 utilizando la escala cielab (Minolta, Osaka-light source D65) y fueron promedia-

das. Los datos se expresaron en unidades L x a x b..

El color interno fue determinado por el contenido total de clorofilas, segun lo repor-
tado por Woolf and Laing, (1996) con ligeras modificaciones. Tomando 10 muestras en
forma de cubos (0.8 cm por lado, aproximadamente) en la zona ecuatorial del fruto. Estas
muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -70°C hasta su anali-
sis. Los discos se mezclaron y molieron en nitrégeno liquido; luego se tomé 1g de polvo y
se mezclé en 10ml de acetona al 85% que contenia CaCOg; al 1% (p/v), y fue homogenei-
zado por 30 segundos. El extracto fue centrifugado a 3000 x g y la densidad 6ptica del
sobrenadante fue medida a 652nm. La clorofila se midié usando la férmula estandar re-
portada por Arnon, (1949):

C _ D352 x 1000
- 34.5

En donde C es igual al contenido de clorofila; D652 es la longitud de onda a la que
fue medida la densidad dptica; y 34.5 el coeficiente de absorcion especifico e esta longi-

tud de onda.

5.3.2 Peso y tamaiio

El peso (g) y el tamafo (cm) fueron registrados utilizando una bascula y un
calibrador (o pie de rey), respectivamente. Las dimensiones se consideraron para
la caracterizacion inicial; el peso fue medido a lo largo del tiempo para registrar

cambios que se pudieran asociar a los tratamientos.



5.3.3 Firmeza

La firmeza de los frutos fue medida de acuerdo al método reportado por Jeong et
al., (2003) con ligeras modificaciones. Se tomé un fruto entero y se removioé un area de
1cm? exocarpo, aproximadamente, en la zona ecuatorial; luego, usando un texturémetro
Brookfield CT325 con una sonda plana de 7mm de diametro y una celda de 25kg, se es-
tablecié la fuerza de contacto cero entre la sonda y el mesocarpio del fruto. Posteriormen-
te, la prueba se realiz6 a 2mm de deformacién en dos puntos equidistantes, separados
por un angulo de 90° en la misma zona ecuatorial a una velocidad de 10mm-min™ y la

firmeza fue registrada como fuerza en Newtons (N).

Para la medicion de la firmeza, se probd en primer lugar una puncién directa-
mente en el lado opuesto (girando el fruto 180°) y se encontrd que no habia reproducibili-
dad de las mediciones debido a la presién ejercida sobre la zona opuesta, es decir, don-
de se haria la segunda medicion, que resultd siempre en valores menores a la primer
puncion (datos no mostrados). Para solucionar este problema, se optd por girar el fruto
s6lo 90°, para la segunda medicién. Con este cambio, se obtuvo mayor consistencia en

las repeticiones.

5.4 Actividad Enzimatica

5.4.1 Actividad enzimatica de Catalasa (EC. 1.11.1.6)

Se determind de acuerdo al método descrito por Rivera-Pastrana et
al.,(2013), con ligeras modificaciones. La enzima se extrajo de 0.2g de polvo de
acetona (PA) obtenido del tejido fresco de mesocarpio; se homogeneiz6é en 10ml
de Tris-HCI 0.1M (pH 8.5) a 4°C. Luego, la mezcla fue agitada durante 20 minutos
a 4°C y se centrifugd durante 20 minutos a 20,984 x g a 4°C. El sobrenadante se
consideré como extracto crudo donde estaba la enzima. La mezcla de reaccién
contuvo 3ml de Tris-HCI 10mM (pH 8.5) y 100ul de H20, al 0.88%. La reaccion se
inicid mediante la adicion de 200ul de extracto de enzima. La actividad de CAT se

monitoreé a 240nm durante 5 minutos a temperatura ambiente (25-27°C) en un



espectrofotometro UV-Vis de doble haz de luz (Lamba 40, Perkin Elmer). Como
blanco se utilizd la misma mezcla de reaccion sustituyendo el extracto enzimatico
por el mismo volumen de solucién tampdn de extraccion. Una unidad de actividad
especifica de CAT se describe como la descomposicion de 1umol de HyOz-min
'-mg de proteina™.

5.4.2 Actividad enzimatica de peroxidasa (EC. 1.11.1.7)

La enzima se extrajo de 0.2g de PA de tejido fresco, se homogeneizd en
10ml solucion tampén de fosfatos 0.1M (pH 7) a 4°C. La mezcla fue agitada duran-
te 20 minutos a 4°C, luego centrifugada durante 20 minutos a 20,984 x g a 4°C; y
el sobrenadante fue decantado a través de tela de organza. Este decantado fue
considerado como el extracto de enzima. Se pre-incubaron por 5 minutos 1030yl
de mezcla de reaccion (fosfato de sodio 100mM, pH7; y que contenia 20mM de
guayacol) y 270l de extracto enzimatico a 30°C. La actividad de POD fue medida
a 470nm durante 5 minutos a 30°C en incubacién. La reaccion inicié con la adicion
de 500ul de una solucion de H,O, 100mM y se midié el incremento en la absor-
bancia por 120s. La actividad especifica de POD se report6 como AA460nm-min”
1-mg de proteina™ Esta actividad se determiné conforme al método reportado por
Sellamuthu et al., (2013) con modificaciones para ajustarlo a un volumen de 3ml.

5.4.3 Actividad enzimatica de superéxido dismutasa (EC. 1.15.1.1)

La enzima se extrajo de 0.2g de polvo de acetona de tejido, se homoge-
neiz6 30 segundos a 15,000 rpm en 10ml de tampdn de fosfato de sodio 50mM
(pH 7.8) a 4°C, utilizando homogeneizador Ultra Turrax T25D (IKA Works, Wil-
mington, NC); luego, se centrifugd durante 30 minutos a 20,984 x g y 4°C; y el
sobrenadante fue decantado. La mezcla de reaccién consistié en 27ml de buffer



de fosfato 0.05M (pH 7.8) que contenia EDTA 0.1mM, 1.5ml de solucion de L-
metionina 0.2M y 1ml de nitroazul de tetrazoilo 1.7mM y 0.75ml de TritonX-100 al
1%. Se tomaron 0.3ml de la solucion de riboflavina 117uM y 0.4ml de extracto de
la enzima, al que se le afiadieron 3ml de mezcla de reaccion y se agitaron. Enton-
ces, la mezcla de reaccion fue expuesta a la luz fluorescente emitida por una lam-
para de 20W por 15min, y la absorbancia fue medida a 560nm en un espectrofo-
tometro UV-Vis (Lambda 40, Perkin Elmer). La velocidad de reaccién se determind
como el incremento de la absorbancia debido a la formacién de formazan de ni-
troazul de tetrazoilo por unidad de tiempo. Una unidad de SOD se definié como la
concentracion de extracto de enzima que inhibié el 50% de la formacién de for-
mazan de nitroazul de tetrazoilo. Los ensayos se realizaron a temperatura ambien-
te (24-26°C). La actividad especifica de SOD fue expresada como unidades de
actividad por gramo de proteina (U-min™"-gprot™). Se determiné de acuerdo a lo
reportado por Rivera-Pastrana et al. (2013) con ligeras modificaciones.

5.4.4 Actividad enzimatica de fenilalanina amonio liasa (EC. 4.3.1.5)

Los extractos se realizaron de acuerdo al método propuesto por Sellamuthu
et al., (2013) con ligeras modificaciones. Se homogeneizaron 0.2g de PA de tejido
de mesocarpio en 10ml de solucién tampdn de boratos 0.1M, pH 8.8, anadiendo
5mM de B-mercaptoetanol, 2mM de EDTA y 1% de Polivinil-polipirrolidona (PVPP)
durante 30 segundos a 15,000 rpm usando un homogeneizador Ultra Turrax (IKA
Works, Wilmington, NC). Luego esta mezcla fue centrifugada por 30 minutos a
20,984 x g a 4°C. El sobrenadante fue filtrado por membranas de 0.45um y consi-

derado como extracto de la enzima.

La reaccion fue llevada a cabo de acuerdo a lo reportado por (Da Cunha,
1987) para inhibir la actividad de fenilalanin-amonio transaminasa (PAT) y la for-
macion de fenilpiruvato: 440ul de extracto enzimatico y 1300ul de una solucion
inhibidora de PAT (10mM L-aspartato, 20mM de acido a-cetoglutarico y 20mm de



piridoxal-5’-fosfato) fueron incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, TA,
(24-26°C). Luego se anadieron 1300ul de L-fenilalanina (para conseguir una con-
centracion final de 10mM en la reaccion). La reaccion fue incubada por 2 horas a
TA (24-26°C), la cual se detuvo con la adicion de 100pl de HCI 6M y se midio su
absorbancia a 290nm. La actividad de PAL se expres6 como nanomoles de acido

ciné\mico-h'1-g'1 de polvo de tejido extraido con acetona.

5.4.5 Actividad enzimatica de lipoxigenasa (EC. 1.13.1.13)

El método reportado por Romero y Barrett, (1997) fue utilizado para esta
determinacién, con ligeras modificaciones: muestras de 0.1g de PA de mesocar-
pio de aguacate fueron homogeneizadas en 10ml de soluciéon tampoén Tris-HCI
0.1M (pH 8, 4°C) por 1 minuto usando un homogeneizador Ultra Turrax (IKA
Works, Wilmington, NC) a 15,000 rpm. El extracto fue centrifugado por 20 minutos
a 20,984 x g a 4°C. El sobrenadante fue transferido a tubos eppendorf, y refrigera-

do a 4°C, y analizado de inmediato.

El sustrato fue preparado siguiendo la metodologia reportada por Gross-
man y Zakut, (1979) para reducir enturbiamiento; haciendo una solucion madre de
157.2 ul de acido linolénico al 1% en etanol absoluto, a la que se anadieron
157.2u1 de Tween 20. Los ingredientes se mezclaron con ayuda de una pipeta
Pasteur para evitar la formacién de burbujas. Esta solucion se llevo a sequedad,
usando rotaevaporador (Buchi Labortechnik AG). La mezcla fue resuspendida en
10ml de NapHPO,4 (0.05M) y clarificada afiadiendo NaOH 1M hasta conseguir pH
9. Antes del analisis esta mezcla fue aforada a 200ml con tampdn citrato-fosfato
0.2M (pH 7.2) para conseguir una concentracion final de 2.5mM de &cido linoléni-

Co.

Para este analisis, fueron colocados en una cubeta de cuarzo los si-
guientes elementos: 1.2ml de tampon de fosfato de sodio 0.2M (pH 7.0), 0.3ml de
azul de metileno 0.1mM, 0.3ml de ditiotreitol (DTT) 0.2M en buffer de fosfato de



sodio 0.2M (pH 7.0) —preparado siempre antes del ensayo-, 0.3ml de acetona,
0.45ml de la mezcla de sustrato, y 0.45ml de extracto de enzima, consiguiendo un
volumen de reaccion de 3ml. La reaccion fue iniciada al afadir el extracto de en-
zima y medida a 660nm por 3 minutos a 25°C usando un espectrofotometro
Lambda 40 (Perkin Elmer). Una unidad de actividad enzimatica fue definida como
el cambio en la absorbancia 1.0/min a 660nm, bajo las condiciones del ensayo. La

actividad fue expresada en Unidades- mg Proteina™-min™’

5.4.6 Proteina total

Para determinar la actividad enzimatica especifica fue necesario cuantifi-
car la proteina total de las muestras. Para dicha determinacion se utilizé el método
reportado por Bradford, (1976) adaptada para microplacas siguiendo las instruc-
ciones del reactivo de Bradford de Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Ger-
many). Se vertieron 10yl de extracto enzimatico en cada pocillo, seguidos de
250ul de reactivo de Bradford. Esta reaccién fue agitada por 30 segundos y luego
incubada por 30 minutos. Después de este tiempo, se midid su absorbancia a

595nm en un lector de microplacas iMark™ (Bio-rad Laboratories Inc., Germany).

5.5 Extracciones hidrofilicas de compuestos fitoquimicos

Los extractos hidrofilicos fueron obtenidos para la determinacion de feno-
les totales (FT), flavonoides totales (FLT) y para evaluar la capacidad antioxidante
(CAOX) siguiendo el método de Corral-Aguayo et al. (2008) con ligeras modifica-
ciones. Se tomaron muestras de 0.5g de pulpa liofilizada y se homogeneizaron en
10ml de metanol al 80% utilizando un homogeneizador Ultra Turrax T25 (lka
Works, Wilmintong, NC) temperatura ambiental (TA, 24-27°C). El homogeneizado
fue sonicado por 5 min a TA en un bafo ultrasénico de 40 kHz (Bransonic CPX,
2510). Después, los extractos se centrifugaron a 20, 984 x g por 5 min a 2°C. El



sobrenadante fue separado y reservado; el residuo fue sometido a una segunda
extraccion usando el mismo procedimiento. Ambos sobrenadantes fueron mezcla-

dos, y se midid su rendimiento en mililitros.

5.5.1 Contenido de fenoles y flavonoides totales

Para medir el contenido de fenoles totales se utilizé el método publicado
por Corral-Aguayo et al (2008) con ligeros cambios. Se colocaron 30ul de muestra
en un pocillo de microplaca, seguido de 150pl de reactivo Folin-Ciocalteu (dilucion
1:10) y 120ul de Na;COs3 al 7.5% (p/v). La reaccion fue incubada por 90 minutos
en ausencia de luz y su absorbancia fue medida a 630nm utilizando un lector de
microplacas iMark®. Los resultados fueron expresados en microgramos equivalen-
tes de acido galico (EAG)/100g de peso seco (p.s.). Como blanco de referencia, se

utilizé6 metanol al 80%.

El contenido de flavonoides totales fue determinado utilizando la técnica
reportada por Yang et al. (2009) con ligeras modificaciones. En un tubo eppendorf
se colocaron 10ul de extracto, 400ul de agua destilada y 30ul de NaNO2 (1:20
p/v). Después de 5 minutos de incubacion, se anadieron 30u de AICI3 (1:10 p/v).
Después de 6 minutos, se afiadieron 200 yl de NaOH 1M. Finalmente, la mezcla
fue diluida con 240ul de agua destilada. Su absorbancia fue medida a 415nm en
microplaca, utilizando el lector arriba mencionado. Los resultados fueron expresa-
dos en microgramos equivalentes de quercetina (EQ)/100g p.s. Como control de la

reaccion se utilizé metanol al 80%.

5.5.2 Actividad antioxidante

El analisis de inhibicion del radical DPPH se realiz6 siguiendo la metodologia

utilizada por Jiménez-Escrig et al., (2000) con ligeros cambios. Se colocaron ali-



cuotas de 280ul de DPPH 100uM en metanol, y se afiadieron 20u de extracto hi-
drofilico. Las reacciones se incubaron por 30min en ausencia de luz, y su absor-
bancia fue medida a 515nm en un lector de microplacas iMark®. Los resultados

fueron expresados como microgramos equivalentes de Trolox (ET)/100g p.s.

La inhibicién el radical ABTS se realiz6é siguiendo la metodologia reportada
por Re et al. (1999) con adaptaciones para ser realizada en microplaca. Para ge-
nerar el radical ABTS se mezclo una solucion de ABTS 7mM con K>S;0g 140mM,
hasta que éste ultimo consiguidé una concentracion final de 2.45mM. La reaccién
se dejo en refrigeracion (4°C) durante 16 horas para su equilibrio. Después de es-
te lapso, se ajustd la absorbancia de la solucién a 0.7 £0.02 afadiendo metanol.
En una microplaca, se afiadieron 230yl del radical ABTS y 30ul de extracto hidrofi-
lico. Esta reaccion se dejoé equilibrar por 7 minutos en ausencia de luz, y luego fue
medida su absorbancia a 734nm en el lector de microplacas mencionado ante-
riormente. Los resultados fueron reportados en microgramos equivalentes de Tro-
lox (ET)/100g de p.s.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion de los frutos

Los frutos fueron cosechados el 02 de Febrero del 2017, en la zona agua-
catera de Uruapan en el huerto organico certificado, con registro SAGARPA
HUE08161022399 con ubicacion en Uruapan Michoacan (N 19° 23' 04", W 102°
05' 38"). Se cosecharon directamente del arbol, de tamafio y color uniformes. En
los analisis de recepcion del fruto, se clasificaron en estado de madurez No.1, de
acuerdo a la guia visual utilizada; asimismo la firmeza inicial media fue 176.5N y
un contenido de materia seca promedio del 33.5%. Estos frutos tuvieron un peso
promedio de 195 gramos, que los ubica en la categoria “primera” para el mercado
Mexicano; 60 o 22, para EE.UU y Europa, respectivamente, de acuerdo a la tabla
de clasificacion publicada por la APEAM A.C. y la norma mexicana NMX-FF-008
(DOF, 1982). Los frutos con defectos fueron descartados y se incluyeron unica-
mente frutos de calidad suprema de acuerdo a la NMX-FF-016-SCFI-2006 (DOF,
2006).

6.2 Color

6.2.1 Color Externo

En la Tabla 3 se pueden observar los resultados de los parametros en el
dia 0 y en ambas transferencias. En el espacio de color, el parametro L*
determina, por un lado, la luminosidad y, por tanto, el brillo del fruto. En sus

valores mas bajos, determina el cambio hacia tonalidades oscuras.

Durante la tercer transferencia los tratamientos de orégano y tomillo a
3ml/l (Or3 y Or5, respectivamente) mostraron una disminucion en los valores de
L*, disminucion asociada a la pérdida de brillo, asi como con una ganancia de

colores oscuros, lo que podria significar que estos dos tratamientos presentaron



cambios hacia tonalidades oscuras, cambio asociado a la variedad ‘Hass’ durante

su maduracion.

En esta caso, estos dos tratamientos anteriores mostraron los valores mas
bajos, mientras que el resto presentaron los valores mas altos sin presentarse

valores intermedios.

En comparaciéon al dia cero, en ambas transferencias se mostré6 una
pérdida de valores en este parametro, excepto para los tratamientos de orégano y
tomillo a 3ml/l los cuales presentaron, en el primer caso, una disminucién mas
gradual; en el caso de este ultimo, este no presento diferencias respecto al control

en ninguna de las transferencias.

El parametro a* se refiere al rango de colores que van del verde, en sus
valores negativos, hacia el rojizo, en sus colores positivos. Sin embargo, pequenas
pérdidas de valor a*pueden estar mas asociadas a la pérdida de clorofila o
solapamiento de la misma por otros pigmentos como las antocianinas (Cox et al.,
2004). En este caso, podemos obsevar que entre el dia 0 y las transferencias si
hubo una diferencia significativa, siendo el Dia 0 el muestreo que tuvo los valores
negativos de este parametro, con colores mas tendientes al verde. Sin embargo,
entre las transferencias a los 16 y 23 dias no se mostraron diferencias con
respecto al control, por lo que se puede considerar que el tratamiento no afecta a

los frutos en esta etapa.

Respecto al efecto de los tratamientos, se observé que no hay diferencias

practicas entre ellos, en ninguno de los muestreos realizados.



Tabla 3. Resumen de datos de color externo del dia 0 comparado con transferencias a temperatura ambiente.

Tratamiento L* a* b*
Control Negativo  “37.28 +2.30° “A-4.18 +1.79° *10.79 + 2.99°
Control Positivo A29.85 +2.12%% 4498 +1.28 £10.69 +2.72°

0 Dias Orégano 3ml /| €27.99 +1.46° 4247 £1.07°  “7.30 +2.18°
Orégano 5ml /I AB30.12 +2.85%  A.3.95 +2.84° “10.33 +4.43°

Tomillo 3ml /I ABp8.27 +3.79%  A.345 +251°  A7.54 +2.92°

Tomillo 5ml/| AB29.70 +2.73° 4385 +1.63%  "9.31 +2.53°

Control Negativo  #26.58 +0.95° A1.71 £0.53°  “3.00 +1.29°

Control Positivo A26.60 + 1.56° A1.25 +0.71°  “83.10 +1.24°

16+ 3 dias  Orégano 3mi/l A26.96 +1.35%°  40.95 +0.69° “B3.89 +1.26°
Orégano 5ml /I A27.43 +2.48° A0.53 +1.89° 8527 +3.26

Tomillo 3ml /I A29.95 + 1.74° A0.78 +1.26° “B2.94 +1.72

Tomillo 5ml/| A26.52 + 1.99° A1.12 +0.68°  "3.35 +1.64°

Control Negativo AB26.9 + 1.08° A40.33 £0.91° 4235 +1.20°

Control Positivo ~ “827.41 +1.08° %245 +2.08" 4343 +1.17°

21 +3dias  Orégano 3mi/i A‘B’26.34 10.81: 2-0.32 + 1.302 22.86 J_r0.67z
Orégano 5ml /i 26.98 +0.64 -1.76 +1.89 3.12 £ 0.94

Tomillo 3ml /I €26.38 +1.66°  4-0.77 £1.79° 4278 +1.40°

Tomillo 5ml/l A27.57 +1.01° A1.49 +1.77°  "3.07 +1.09°

Los resultados se presentan como la media de dos muestras independientes * la desviacion estandar (DE). Las letras en mayuscula representan
las diferencias entre los tratamientos dentro de un mismo muestreo. Las letras minusculas representan diferencias de un mismo tratamiento entre

muestreos. Las diferencias fueron calculadas utilizando la prueba de Tukey (p<0.05).



6.2.2 Color Interno (clorofila total).

En la Tabla 4 grafica de tendencias se muestran los resultados de los
muestreos al dia 0 y a los 21 dias. En el analisis estadistico de estos resultados,
no se observaron cambios a lo largo del periodo de almacenamiento en el color de

la pulpa, expresado como el contenido de clorofila (mg) por mililitro de extracto de

la muestra.
Tabla 4. Analisis de color interno.
Almacenamiento (6°C, 95%HR) Transferencias a TA
Tratamiento 0 dias 21 dias 16 + 3 dias 21 + 3 dias
Control Negativo 0.029 + 0.012 0.024 + 0.008% 0.044 + 0.036% 0.040 % 0.0292
Control Positivo  0.034 + 0.032 0.092 + 0.135% 0.030 £+ 0.015% 0.037 = 0.038?
Orégano 3ml/| 0.065 + 0.042 0.076 = 0.0612 0.038 + 0.010® 0.033 £ 0.0142
Orégano 5ml/l 0.034 £ 0.01* 0.033 £ 0.020% 0.019 + 0.014% 0.046 = 0.019°
Tomillo 3ml/I 0.058 £ 0.04% 0.015 £ 0.004% 0.035 + 0.015% 0.036 = 0.0212
Tomillo 5ml/| 0.035 + 0.02° 0.014 + 0.007% 0.032 + 0.012% 0.044 + 0.0192

Los resultados se presentan como la media de dos muestras independientes en mg de clorofila/ml + la des-
viacién estandar (DE). Las letras indican diferencias significativas calculadas utilizando la prueba de Tukey
(p=0.05).

Durante las transferencias a temperatura ambiente tampoco se encontra-

ron diferencias entre los tratamientos (datos no mostrados).

Platt-Aloia and Thomson, (1981), analizaron tejidos de mesocarpio de
aguacate ‘Hass’ y descubrieron que los plastidos tienen diferentes estructuras se-
gun su ubicacion en el mesocarpio, lo que reconoceriamos como el cambio gra-
dual de amarillo a verde en un corte transversal de mesocarpio, pero dichas es-
tructuras plastidicas no cambian durante la maduracion del fruto. A partir de estas
observaciones, asocian el cambio en el color de la pulpa con el grado de penetra-
cion de luz y con el proceso de maduracion. De esta manera, la falta de diferen-
cias entre los tratamientos, podria ser asociada a la variabilidad de los frutos con-
ferida por distintos factores como ubicacion en los arboles antes de su cosecha u
otros, como los medioambientales, o del manejo de arbol aguacatero (Rivera et
al., 2017). Estos resultados podrian explicar la falta de cambios de color en la pul-



pa, medida como clorofilas totales, por lo que la variabilidad podria explicase a los

factores reportados por estos autores.

6.3 Firmezay pérdida de peso

6.3.1 Firmeza

6.3.1.1 Firmeza durante el almacenamiento.

Como se puede observar en la Figura 5, al dia 0 el fruto con recubrimiento y
AE de Tomillo a 5ml/L ya presentaba una ligera pérdida de firmeza; sin embargo,

esta pérdida no fue consistente con el tratamiento a lo largo de los muestreos.

En el resto de los muestreos no se observaron diferencias sino hasta el dia
21, en el que el control positivo (135 N), presentd una diferencia significativa res-
pecto al control negativo (20.33 N), utilizando la prueba de Tukey (p <0.05), mien-

tras que el resto de los tratamientos no mostraron diferencias.

Aunque se redujo la firmeza durante los muestreos, no se observaron dife-

rencias significativas o practicas entre los tratamientos.

Mendieta et al., (2016) us6 un recubrimiento a base de carnauba y shellac,
y reportd una firmeza similar al control positivo usado en este experimento tanto
en frutos de aguacate ‘Hass’ recubiertos y no recubiertos (110-120N) almacena-
dos a 3°C durante 24 dias. Sin embargo, cabe resaltar que a los 24 dias, sus fru-
tos mostraron entre el 14 y 18% de dafo interno, mientras que los usados en este
estudio, no mostraron dafios internos en un periodo de 21 dias. Sin embargo, una
mayor cantidad de dafos internos en los frutos utilizados en el estudio citado, po-
dria estar asociada a una mayor aparicion de desordenes metabdlicos en frutos de
cosecha temprana (22-26% de materia seca) durante el almacenamiento a bajas

temperaturas (Wang, 2010).
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Figura 5. Firmeza durante el almacenamiento a 6°C y transferencias a 25°C

Zhang et al., (2013) present6 resultados de frutos ‘Booth 7’ tratados con 1-
MCP, en el que a los 16 dias la firmeza se encontré entre 12-21N, siendo el con-
trol negativo de su experimento el que tuvo el nivel mas bajo (12N) y el tratamiento
con 1-MCP el mas alto (21N). En esta variedad de manejo organico, los resultados
fueron diferentes ya que el control negativo disminuy6 hasta los 20N a los 21 dias

y el positivo a 135N.

En la Figura 5 se puede observar que durante ambas transferencias no hubo
diferencias entre los tratamientos. Sin embargo, si hubo una diferencia entre am-
bas transferencias, presentando la primera una mayor media de firmeza (8.4 N)

comparada con la segunda (3.32N).

Durante la maduracion, las células de mesocarpio de aguacate sufren una
gradual degradacion de las paredes celulares debido a diferentes factores, lo que
resulta en una mayor fragilidad a la ruptura, sin cambios significativos en su orga-

nizaciéon y compartimentacién (Platt-Aloia and Thomson, 1981). Estos cambios



estan asociados a su pérdida gradual de firmeza durante la maduracién y senes-
cencia del fruto. Sin embargo, ninguno de los tratamientos tuvo un efecto significa-
tivo para reducir la pérdida de firmeza al durante las transferencias a temperatura
ambiente, a pesar de los mayores valores de firmeza conseguida durante el al-

macenamiento por el tratamiento control.

6.3.2 Pérdida de peso

6.3.2.1 Durante almacenamiento

Durante cada muestreo se observo un incremento en el porcentaje de pe-
so perdido a lo largo del tiempo. En la Figura 6, se puede observar esta tendencia,

con la excepcion del dia 4 al 16 en el que no se advirtieron cambios significativos.

A las 10 horas del dia 0, se observaron pequenas diferencias de peso en-
tre el control negativo, el cual tuvo la mayor pérdida de peso, mientras que el tra-
tamiento con orégano 3ml/l tuvo la menor pérdida. Sin embargo, las pérdidas de
peso se ubicaron por debajo del 1%. Estos valores se mantuvieron por debajo ese

valor hasta el dia 8, muestreo en que lo sobrepasaron.

Aunque entre los dias 8, 11 y 16 no hubo diferencias en la pérdida de pe-
so entre los muestreos, el dia 16 se advirti6 una diferencia de peso entre los tra-
tamientos. En este muestreo el control positivo, orégano 3ml/l y tomillo 3ml/l mos-
traron, por igual, la menor pérdida de peso. Sin embargo, esta observacién no se
sostuvo consistentemente en los siguientes muestreos, excepto para el control
positivo, que sostuvo una menor pérdida de peso también a los 21 dias. En cam-
bio, orégano 3ml/L presentd, contradictoriamente, una mayor pérdida de peso en

este mismo muestreo junto con el tratamiento control.
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Figura 6. Porcentaje de pérdida de peso durante almacenamiento a 6° y transferencias a TA

Al dia 21, los frutos del control positivo mostraron la menor pérdida de pe-
so (1.6%) respecto al control negativo y orégano 3ml/l (3.1%). En este muestreo,
el resto de los tratamientos, observaron una menor pérdida respecto al control ne-
gativo (2.2 -2.7%).

Mendieta et al., (2016) utiliz6 una cera a base de carnauba y shellac,
y reportd un rango de valores de pérdida de peso (2.6-4.6%) similares a los resul-
tados encontrados en este trabajo. Sin embargo, en el estudio citado, los frutos

fueron almacenados a 3°C durante 24 dias.



6.3.2.2 Pérdida de peso en transferencias

En la Figura 6 se presentan los resultados de las transferencias a tempe-
ratura ambiente. Como puede advertirse, ambas transferencias se comportaron de
manera similar en ambas transferencias. Ahora bien, en la segunda transferencia
el control positivo mostré una reduccion significativa de pérdida de peso respecto

al control negativo.

Aunque a lo largo del almacenamiento se observaron diferencias en la re-
duccién de pérdida de peso, el control positivo (recubierto sin aceite esencial afia-
dido) fue el que present6 la menor pérdida de peso sostenida a partir de los 16
dias y que se presento también en la transferencia a los 21 dias. Este tratamiento
se perfild como la mejor alternativa para reducir la pérdida de peso entre los tra-

tamientos utilizados.

La imperceptible efectividad de la adicion de aceites esenciales en el re-
cubrimiento utilizado podria ser explicada por una interaccion no caracterizada
entre los componentes de ambas sustancias, la cual podria, como se observo,
reducir la capacidad para limitar consistentemente la pérdida de humedad del fru-
to. Sin embargo, mayor investigacion hace falta para comprender la dinamica de la

mezcla formada y sus funciones de barrera.

6.4 Actividad enzimatica

6.4.1 Catalasa

En las Figura 7 se puede observar que en caso de los tratamientos, no se
presentaron diferencias significativas durante todo el almacenamiento, por lo que
se deduce que éstos no tuvieron efecto elicitor sobre la CAT. Sin embargo, valores
de medias mas altos se pueden observar a las 10 horas en relacion a la hora 0,

con valores aumentados en el rango 28-200%, mismos que se mantuvieron esta-



bles a lo largo del almacenamiento. Nuevos experimentos con muestras mayores
hacen falta para confirmar esta aparente tendencia, la cual podria estar influencia-
da por la disminucion de temperatura (Imahori et al., 2008; Sala and Lafuente,
2000; Zhao et al., 2009).

Resultados diferentes fueron presentados por Sellamuthu etal. (2013),
quien encontré un aumento en la actividad enzimatica utilizando vapores de AE de

tomillo directamente sobre la fruta, almacenada por 6 dias.
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Figura 7. Actividad de Catalasa durante almacenamiento a 6°C

Por otro lado, Zhang, et al. (2013) encontraron que en frutos variedad
‘Booth 7’ tratados con 1-MCP la respuesta de CAT fue una actividad estable, en la

que no se presentaron cambios de actividad hasta los 18 dias que esta aumenté.

Djami-Tchatchou et al., (2013) observaron un incremento en la regulacién
(up regulation) del gen de catalasa en los frutos de aguacate ‘Hass’ cosechados
como respuesta tardia (late response), sin evaluar su actividad. Aunque esta res-

puesta sélo se observd en frutos infectados con C. gloeosporoides, no mostraron



resultados para identificar si los tratamientos de AE probados, producen una res-

puesta similar a nivel de actividad enzimatica.

Finalmente, en el Anexo 1 se muestran las correlaciones para esta enzima
con la firmeza y porcentaje de pérdida de peso fueron casi nulos (r*= 0.08 y 0.17,

respectivamente).

6.4.2 Peroxidasa

En la Figura 8 se puede observar que a las 10 horas, el control positivo
(CP), Or3 y Or5 presentaron un aumento en la actividad de POD. Seguido de un
segundo aumento a las 20 horas, causado por el tratamiento de tomillo a 3ml/L
(To3). A las 180 horas ambos tratamientos de tomillo (To3 y To5) presentaron un
incremento en la actividad, mismo que disminuyd en el siguiente muestreo, para

dar paso a un aumento en Or3 y Orb.

Los resultados muestran que durante las primeras horas hay una estimu-
lacion directa de los tratamientos con AE de orégano y por la cera sin AE. Sin em-
bargo, los tratamientos con AE de tomillo tuvieron una respuesta diferida, que po-
dria estar relacionada, por una parte, con una posible interaccion con la cera utili-
zada como vehiculo y su liberacidn mas lenta, hipdtesis que podria explicar una
segundo aumento en la actividad de POD por los tratamientos con AE de orégano

alas 180 horas.

En estudios previos con plantulas de avena genéticamente modificadas
para no resistir el estrés por frio, la actividad de las enzimas antioxidantes se vio
disminuida a los 5 dias (120 horas) al mismo tiempo que los niveles de H;O; se
elevaron. Estos resultados, demuestran que una baja capacidad para reducir
ERO esta correlacionada con una menor resistencia al estrés por frio, y una ele-
vacién en la actividad de la enzima POD podria ayudar a contrarrestar estas espe-

cies, alargando la vida util del producto. Sin embargo, en este trabajo el aumento



la actividad de esta enzima no mostré una correlacion alta particularizada con los
parametros de firmeza o el porcentaje de pérdida de peso durante el almacena-
miento o las transferencias a TA (> = 0.01 y 0.002, respectivamente) como se

muestra en el Anexo 2.
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Figura 8. Actividad de peroxidasa en almacenamiento a 6°C

Zhang et al., (2013) presentd un trabajo en el que frutos de la misma va-
riedad tratados con 1-MCP mostraron un incremento casi 100 veces mayor en la
actividad enzimatica (45-90 U - mg proteina™), incremento que se vio reflejado en
una menor pérdida de firmeza en frutos comparados contra un control tratado con
agua destilada. Los resultados indican que los cambios observados en este expe-

rimento, aunque muestran diferencias significativas, no son suficientemente altos



para representar diferencias practicas en actividad enzimatica capaces de tener un

efecto sobre la firmeza y pérdida de peso.

6.4.3 Superoéxido dismutasa

En la Figura 9 se muestra la actividad de esta enzima durante las primeras
horas de almacenamiento a 6°C. A las 20 horas, se observo que el control positivo
y el tratamiento To5 tuvieron una actividad mas alta que el resto de los tratamien-
tos.

A las 510 horas se muestra que hubo una diferencia de actividad, en la
que el control positivo, Or5, To3 y To5, aumentaron la actividad de la enzima

respecto al control negativo y Or3.

Por otro lado, Zhang et al., (2013) present6 un trabajo con frutos de
la misma variedad utilizando 1-MCP. Sus resultados mostraron una mayor activi-
dad de SOD (45-90 U - mg proteina™). En cambio, Sellamuthu et al., (2013), reali-
z6 un estudio aplicando directamente vapores de tomillo en aguacate ‘Hass’. En
dicho trabajo, encontré actividades mucho mas altas que las vistas en este estu-
dio. Dichos resultados, podrian estar explicados por la aplicacion directa de los
vapores sobre los frutos. En este trabajo, el uso de una matriz acuosa con carnau-
ba pudo estar relacionado, por una parte, a una liberacion mas lenta del AE o, por
otro lado, a una interaccion entre los componentes de la cera y el AE, lo que pudo

haber reducido en gran parte el efecto de los tratamientos.

Respecto a su contribucién al mantenimiento de la calidad en los fru-
tos sujetos a experimentacion, no se encontré una correlacion entre la actividad de
la enzima y los parametros de firmeza y porcentaje de peso perdido ( = 0.2 y 0,
respectivamente) como se muestra en el Anexo 3. En ambos estudios citados una
mayor actividad mostré un efecto sobre el mantenimiento de la firmeza. Por lo que

se puede considerar que se requieren una estimulacién mayor de la actividad en-



zimatica de superoéxido dismutasa para conseguir un efecto perceptible en el man-
tenimiento de la calidad cuantificado como el grado de firmeza y la reduccion en la

pérdida de peso.
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Figura 9. Actividad de superéxido dismutasa durante el almacenamiento a 6°C

6.4.4 Fenilalanina amonio liasa

Nuestros resultados muestran que la actividad de PAL se mantuvo sin di-
ferencias en los tratamientos con recubrimiento, mientras que en el control negati-
vo, hubo una caida a en la actividad a partir de las 84 horas (Figura 10) que conti-
nuo hasta las 390 horas, en la que tuvo un ligero aumento de actividad, para luego

disminuir de nuevo hacia las 510 horas.



Respecto a los tratamientos, se encontré6 que ambas concentraciones de
AE de tomillo tuvieron la actividad mas baja a las 40 horas, respecto al control ne-
gativo. En el resto de los muestreos, no se encontraron diferencias entre los tra-
tamientos. De manera general, se puedo advertir un ligero incremento en la activi-
dad de esta enzima durante las primeras 40 horas; después de este tiempo, la
tendencia fue a disminuir su actividad y mantenerse estable. Una actividad similar
se reporta en mandarinas al ser almacenadas en refrigeracion (Sanchez-Ballesta
et al., 2000).2

En un trabajo previo (Bill et al., 2014), presenté resultados de un estudio
con vapores de tomillo en aguacate ‘Hass’, en el que la actividad de PAL se vio
duplicada al quinto dia en frutos almacenados a 20°C. En otro estudio, (Se-
llamuthu et al., 2013a) encontraron que la actividad de PAL se increment6 casi 13
veces al combinar la exposicion a vapores de AE de tomillo en con almacenamien-
to en atmosferas controladas, usando también la variedad ‘Hass’ almacenada a
10°C por 18 dias. Aunque las condiciones de almacenamiento en ambos estudios
fueron diferentes, se pudo observar el incremento en la actividad mediante la ex-
posicion directa a los vapores de AE. Por otro lado de Oliveira et al., (2017) des-
cubrieron una mayor actividad de PAL en granadas de produccion organica com-
paradas con otras producidas por métodos convencionales. A pesar de que este
trabajo podria soportar una respuesta similar en frutos de aguacate, no hay estu-
dios al respecto para este fruto. Ahora bien, MacLean et al., (2007) reporté que
peras de la variedad ‘Red d’anjou’ ven inhibida la actividad de PAL al aplicar un
bloqueador de los sitios activos de etileno (1-MCP). En el presente trabajo no se
encontro un incremento en la actividad debida los tratamientos, sino un manteni-
miento de la misma, respecto a la actividad del control negativo. La falta de dife-
rencias entre los tratamientos y el control positivo, indica que el recubrimiento con-
sigue este efecto independientemente a la adicion de AE, por lo que podria espe-
cularse un posible efecto de barrera fisica que podria reducir la unidn del etileno
con sus receptores correspondientes. Aunque por otro lado, se abre nuevamente

la posibilidad de una interaccion interferente del recubrimiento con los, lo que po-

2 Tendencia observada en los controles negativos de este trabajo.



dria impedir su liberacién y actividad elicitora. Sin embargo, estudios especificos

sobre estos topicos quedan por ser realizados para confirmar esto.
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Figura 10. Actividad de PAL durante las primeras 84 horas de almacenamiento

La actividad de esta enzima, no tuvo una aportacion directa al manteni-

miento de los parametros de pérdida de peso ni a su firmeza (r2 =0.21y0.13, res-

pectivamente), como se muestra en la Anexo 4.



6.4.5 Lipoxigenasa

En la Figura 11 se muestran los resultados de la actividad de LOX en este
trabajo. A las 84 horas se muestra un incremento en la actividad debido a la apli-
caciéon de ambos AE de tomillo, respecto al control negativo. Por otro lado, no se
observaron diferencias respecto a los demas tratamientos y control negativo. (Bill
et al., 2014) publicé un estudio donde demostraba que la aplicacion directa de va-
pores de aceite de tomillo disminuyd la expresidon de lipoxigenasa en aguacates de
variedad ‘Hass’ y ‘Ryan’ almacenados por 21 dias. Sin embargo, se encuentra
ampliamente reportado que la variacion en la expresion de un gen no se esta di-
rectamente relacionada a su actividad, debido a que se requieren modificaciones
post-traduccionales para que una proteina madure a su forma activa (Prabakaran
et al., 2012). El estudio antedicho, no reporta la actividad de la enzima en sus re-
sultados.

Este incremento en la actividad de lipoxigenasa podria ser util para preve-
nir la colonizacion del hongo causante de antracnosis. Sin embargo, la evaluacion

de esto se encontrd fuera de los objetivos de este trabajo.

Por otro lado, Karni et al., (1989), reportaron que un incremento de la acti-
vidad de esta enzima en frutos de variedad ‘Fuerte’ coincidié con una disminucion
en la firmeza en periodo de almacenamiento a 25°C por 6 dias. En este trabajo se
encontré un aumento significativo a partir de las 180 horas (7 dias) en todos los
tratamientos, sin embargo este no se vio reflejado directamente en los cambios de

firmeza (r? = 0.09), como se muestra en el Anexo.
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Figura 11. Actividad de lipoxigenasa en almacenamiento durante almacenamiento a 6°C

6.5 Analisis de metabolitos secundarios y actividad antioxidante

6.5.1 Contenido de fenoles solubles totales (FST)

En la Figura 12 se muestran los resultados de este analisis y sus diferen-
cias respecto al control negativo. A las 10 horas de almacenamiento en refrigera-
cion se observd una disminucion generalizada del contenido de FST, pero a las 20
horas se observo que hubo un aumento en el contenido de fenoles en los frutos
tratados con Or3 y To3, respecto al control negativo. Consecutivamente, se pre-
sentd un aumento en el contenido de FST a las 40 horas en el control negativo,

que se diferencio de los otros tratamientos, excepto de To5.



A las 84 horas, se advirtié un nuevo aumento de la actividad del tratamien-
to tomillo 3ml/l (To3), el cual no se vio acompafado de Or3, como se vio a las 20
horas. Los niveles se mantuvieron sin cambios entre los tratamientos hasta las
270 horas, muestreo en que el control positivo mostré un aumento en el contenido
de FST. A las 390 horas, el control negativo tuvo un nuevo aumento que lo dife-
rencié de ambos tratamientos de tomillo. A las 510 horas no se observaron cam-

bios entre los tratamientos.
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Figura 12. Contenido de fenoles solubles totales durante almacenamiento a 6°C

En esta figura se puede observar una tendencia oscilatoria entre los con-
tenidos de, como una conducta de continua compensacion a niveles variables de
ERO, en los que la tendencia es la recuperacion de los valores iniciales del expe-
rimento. Solamente el control negativo mostré valores significativamente mas altos

a las 40 horas, que el resto de los tratamientos.



Las ERO se acumulan con el paso del tiempo y hasta que este activa una
reaccion de contrapeso por parte de los diferentes sistemas enzimaticos y no en-
zimaticos del fruto (Saed-Moucheshi et al., 2014) estas tendencias se puede ob-
servar mas claramente en la Figura 13, en la cual no se incluyen las variaciones y
por lo tanto, las diferencias observadas en los analisis estadisticos. Sin embargo,

sirve para ilustrar los cambios la tendencia arriba descrita.
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Figura 13. Oscilacién en el contenido de fenoles solubles totales durante el almacenamiento.

Aunque PAL es la enzima reguladora de la formacién de compuestos fe-
ndlicos la correlaciéon encontrada con el contenido de FST fue demasiado baja (r?

= 0.01). Por otro lado, el contenido de FST tuvo una baja correlacion —Anexo 6-



con el mantenimiento de la firmeza (r* = 0.08) y con el porcentaje de peso perdido
(r2 = 0.09), por lo que no podria asegurarse un aporte importante al mantenimiento

de la calidad poscosecha por el contenido de estos compuestos.

En otros trabajos (Saed-Moucheshi et al., 2014; Villa-Rodriguez et al.,
2011) fueron reportados valores mas de FST en aguacate de la misma variedad
(~12 -30 mg de Catequina / 100g de peso fresco), pero sin uso de recubrimientos.
En otro estudio Sellamuthu et al., (2013a), hacen una sola medicion a los 18 dias
de almacenamiento, en el cual se reportan valores entre 0.45 y 0.78 mg de cate-
quina / 100g de peso fresco, valores mas cercanos a los observados en este expe-
rimento. Sin embargo, por la diferencia en los tiempos de muestreo, no se puede
establecer una comparacion fiel de resultados sobre las tendencias a lo largo del
almacenamiento. La diferencia de valores y la alta variabilidad encontrada en este
trabajo podria estar afectada por diferentes factores que incluyen los anteriores a
la cosecha (i.e. nutricion, tipo de floracién, etc.), fecha de recoleccién o inclusive el
tamano del fruto (Wang et al., 2012, 2016) que pudo ser diferente en los experi-

mentos de los autores citados.

6.5.2 Contenido de flavonoides solubles totales (FLST)

Se ha demostrado ampliamente que una de las respuestas de las plantas
a una fuente de estrés es la acumulacion de flavonoides, entre otros compuestos
con la misma funcién (Hodges, 2003). El contenido de flavonoides solubles tam-
bién fue analizado durante los muestreos. En las figura 14 se muestran los resul-

tados.

A las 20 horas se pudo observar también un aumento del tratamiento

To3 por encima del control y del resto de los tratamientos.
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Figura 14. Contenido de flavonoides durante las primeras 40 horas de almacenamiento.

Este aumento coincidid con uno similar en el contenido de FST anterior-
mente descrito. A las 84 horas, este mismo tratamiento disminuyo el contenido de

FLST. Y posteriormente no mostro diferencias con los demas tratamientos.

A las 180 horas, el tratamiento Or3 tuvo los valores mas bajos que el con-
trol negativo y el resto de los tratamientos; y a las 270 horas, el tratamiento del
To5 se diferencié del control negativo con valores mas altos. Nuevamente, se
presenta una grafica (Figura 15) que muestra la oscilacion descrita anteriormente
con mayor claridad. En este grafico se puede observar un patrén similar entre las
medias del control negativo (CTN), control positivo (CTP) y orégano 5Sml/L (ORES).
Solo en el control positivo y en orégano 5ml/L el cambio fue significativo. Aunque
los tratamientos de orégano 5ml/L, y ambos de tomillo, mostraron un aumento en

sus medias a las 40 horas, sélo el aumento de Tomillo 3ml/l fue significativo.



Mean(mg Catequina / 100g P.S.) vs. Muestreo by
Tratamiento

o
w

]

|

|
|
NLD

0.5

=]

w
1
L

0.1-:
0.5

0.3 ' —

£340

0.1
0.5

ojudjeley

0.3

Mean(mg Catequina/100g P.S))
G3IH0

0.1

0.5

EWOL

0.3

0.1

0.5

SWOL

0.3

0.1

0 10 20 40 84 180 270 390 510

Muestreo

Figura 15. Comportamiento de los valores medios de flavonoides solubles totales durante el
almacenamiento.

A diferencia del contenido de FST, en el caso del contenido de flavonoides
totales si se muestra un aumento generalizado de las medias con el paso del
tiempo, sin embargo, el unico tratamiento que mostré diferencias respecto al con-
trol negativo fue To3 a las 40 horas. Zhang et al., (2013) reportdé una tendencia

similar en frutos de la misma variedad analizados durante 20 dias.

El control positivo, orégano 5ml/L (180 h) y tomillo 3ml/L (20 y 40 horas)

muestran una aumento respecto a su control a la hora cero. Por lo que este ultimo



tratamiento podria considerarse como el que estimula un incremento mas tem-

prano en el contenido de FLST.

Se hizo un analisis de correlaciones para saber si el contenido de FST tu-
vo contribuciones tanto al mantenimiento de la calidad, considerados como el
mantenimiento de la firmeza y la pérdida de peso, sin embargo ambas correlacio-
nes mostraron valores por debajo de cero (r? = 0.0 y 0.1), respectivamente (Anexo
7).

Al contrario de lo que podria esperarse, la actividad de la enzima PAL
también tuvo una muy baja correlacion con el contenido de FLST (r* = 0.02) en

este trabajo.

6.5.3 Actividad antioxidante

6.5.3.1 DPPH

Para poder establecer una relacion entre los parametros de calidad y la
actividad antioxidante de los frutos, esta también fue monitoreada a lo largo del
almacenamiento. Como se muestra en la Figura 16, en las primeras 10 horas, am-
bos controles mostraron valores estables, en comparacion con el resto de los tra-
tamientos. A las 20 horas, los tratamientos a 3ml/L, orégano y tomillo, aumentaron
significativamente. Sin embargo, a las 40 horas se vio el cambio mas relevante en
el tratamiento de To3, el cual mostré una media con el doble de capacidad antioxi-

dante que el control negativo.

Cabe resaltar los muestreos de las 180 horas (7 dias) y 270 horas (11
dias) en los cuales el tratamiento de orégano a 3ml/L y el control positivo tuvieron
las actividades mas altas, respectivamente, en relacion a su control negativo. En
los posteriores muestreos, no se observaron aumentos significativos en la activi-

dad antioxidante.



En el analisis diacronico se muestra que el tratamiento de Tomillo a 3ml/L
tuvo el aumento mas relevante en su capacidad antioxidante medida por éste mé-

todo.

En un estudio con frutos de la misma variedad ‘Hass’, pero con el uso de
aceite esencial de tomillo y atmdsferas modificadas, Sellamuthu et al., (2013a)
encontrd un ligero aumento en la actividad antioxidante medida por este mismo
método, mismo que se pudo observar en el tratamiento de Tomillo 3ml/l a las 390
horas. Sin embargo, este autor solamente reporta un dato puntual medido a los 18
dias, por lo que no permite apreciarse la variaciéon que hay en la misma durante el

almacenamiento.
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Figura 16. Contenido de fenoles solubles totales durante almacenamiento a 6°C



6.5.3.2 ABTS

En la actividad antioxidante medida por el método del radical ABTS (Figu-
ra 17) se observé un aumento en los valores durante las primeras 10 horas, en las
que todos los tratamientos, excepto Or5 incrementaron. A las 20 horas, por el con-

trario, este ultimo tratamiento mostré los valores mas altos.

A las 40 horas, el control positivo y el tratamiento de tomillo 3ml/L tuvieron
los valores mas altos, coincidiendo éste ultimo con los resultados obtenidos por el
método de DPPH. A las 390 horas se observd que el control positivo tuvo una
diferencia significativa respecto al control negativo con mayor actividad. Finalmen-
te, a las 510 horas, los tratamientos de orégano 5ml/L, asi como ambos de tomillo,

tuvieron una caida en sus valores.
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Figura 17. Actividad antioxidante medida con el radical ABTS durante almacenamiento a 6°C



Otros estudios han mostrado el método del radical ABTS como confiable
para la medicion de actividad antioxidante (Corral-Aguayo et al., 2008; Jiang et al.,
2015). Sin embargo, no se encontraron estudios que mostraran resultados en fru-

tos de la misma variedad para fines comparativos.



7. Conclusiones

El recubrimiento utilizado en este trabajo sin la aplicacion de aceites esen-
ciales fue el método mas efectivo para mantener la firmeza por 21 dias en alma-
cenamiento. Este ultimo recubrimiento (sin AE) y el tratamiento con aceite esencial
de tomillo a 3ml/L fueron los tratamientos con menor pérdida de peso durante el

almacenamiento.

Sin embargo, durante el estudio se encontré un alto nivel de variabilidad
que podria ser explicado por el tiempo de cosecha y orientaciéon espacial de los
arboles y los frutos en ellos, como ha sido reportado recientemente. Por lo que se
recomienda una estandarizacion en el muestreo que considere los factores como
la floracion a elegir, orientacion espacial del fruto en el arbol y estadio del fruto, lo
que implica el uso de un huerto controlado para evaluar estos cambios con mayor

precision.

Los tratamientos utilizados produjeron cambios oscilatorios de aumento y
disminucién o mantenimiento en la actividad de enzimas antioxidantes (POD, SOD
y CAT). Sin embargo, estos cambios en la actividad enzimatica no mostraron un
efecto directo en los parametros (firmeza y en el porcentaje de peso perdido) co-
mo se planteo en la hipdtesis de este trabajo.

La actividad antioxidante se mantuvo estable (128-209 o 99-218 pg Tro-
lox/100g P.S, para DPPH y ABTS, respectivamente) durante todo el experimento
por 31 dias a 6°C, aunque no se encontraron diferencias por efecto de los trata-
mientos. Del mismo modo, no se observd correlacion de los compuestos fendlicos

o de la actividad enzimatica antioxidante y el mantenimiento de estos valores.

Los resultados de este trabajo mostraron que la aplicacion de cera con o
sin aceites esenciales puede tener efecto sobre el mantenimiento de la capacidad
antioxidante en los frutos. Mas estudios futuros se requieren para evaluar si con-
centraciones mas altas de los aceites esenciales utilizados pueden desencadenar

una respuesta con un patrén similar al reportado en otros trabajos.



Finalmente, se recomienda considerar la evaluacién sensorial de los frutos
en trabajos futuros pues, aunque no fue el objetivo de este trabajo, no debe des-
cartarse posibles cambios en el sabor debido al uso de aceites esenciales.
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Anexo 1. Correlaciones entre la actividad de Catalasa, el porcentaje de peso perdido y con

umol Consumidos/
min x mg Proteina

umol Consumidos/
min x mg Proteina

la firmeza del fruto durante el almacenamiento a 6°C.
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Anexo 2. Correlaciones entre la actividad de peroxidasa, el porcentaje de peso perdido y

AA460nmMemin-1-mg
de proteina-1

AA460nmMemin-1-mg
de proteina-1

con la firmeza del fruto durante el almacenamiento a 6°C.
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Anexo 3. Correlaciones entre la actividad de superéxido dismutasa, el porcentaje de peso
perdido y con la firmeza del fruto durante el almacenamiento a 6°C.
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Anexo 4. Correlaciones entre la actividad de Fenilalanina amonio liasa y el porcentaje de
peso perdido y con la firmeza del fruto durante el almacenamiento a 6°C.



Anexo 5. Correlacién entre la actividad de lipoxigenasa y la firmeza del fruto durante el al-
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Anexo 6. Correlacion entre el contenido de fenoles solubles totales, peso perdido y
firmeza durante el almacenamiento a 6°C
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Anexo 7. Correlacién entre el contenido de flavonoides solubles totales, el porcentaje de
pérdida de peso y la firmeza.
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Anexo 8. Correlacién entre la actividad antioxidante medida por DPPH solubles totales, el
porcentaje de pérdida de peso y la firmeza.
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