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Resumen

Desde el 2019, México es el segundo productor mundial de frambuesa (Rubus
idaeus). Tiene una vida poscosecha muy corta (5-6 dias a 1°C) lo que limita su
comercializacion. La rapida pérdida de firmeza de la fruta es un parametro de
calidad importante que determina su vida 0til. Una de las estrategias que ha
mostrado resultados positivos en extender la vida postcosecha de los frutos es la

aplicacion de atmosferas controladas (AC).

Se ha demostrado que el tratamiento de AC con altas presiones de CO:2 durante
dos semanas incrementan la firmeza inicial de los frutos, en comparacion de los
frutos no tratados que presentan un proceso normal de degradacion de pared
celular. Se ha sugerido que el tratamiento con AC induce la formacion de pectatos
de calcio y la inactivacion de enzimas de degradacién de pared celular.

Este trabajo planted identificar los cambios fisioldgicos y bioquimicos inducidos por
AC que afectan la firmeza de 2 variedades de frambuesa roja 'Adelita’ y 'Evita'. Se
estudiaron dos tratamientos de almacenamiento, 1) AC por 3 dias (10% Oz + 15%
COg2) y aire durante 13 dias; y 2) grupo control (16 d en aire). En los frutos
almacenados se evalud la calidad y parametros fisiolégicos (firmeza, pérdida de
peso, color, acidez titulable, sélidos solubles, tasa de respiracion y produccién de
etileno), actividad enzimatica PME, PG, PL y B-Gal, y contenido de pectatos de
calcio. ElI almacenamiento de 3 dias en AC aumenté la firmeza de la fruta (3.8-
20.3%) entre los dias 3-7 de almacenamiento y redujo en un 50% la pérdida de
peso, comparando con el control en aire para la variedad Adelita. La alta actividad
de PL y la disminucion de PG en los dias 3y 7 se correlacionan con los parametros
fisiologicos y fisicoquimicos en el incremento y conservacion de la firmeza
observado en la variedad Adelita. Mientras que la degradacion de la pectina por la
accion de PME se ve disminuida por la accion de AC y por tanto la formacion de
pectatos de calcio no se ve favorecida. En conjunto estos resultados indican que las
AC retrasan la degradacion de la pared celular y promueven una mayor

preservacion de las caracteristicas de firmeza deseadas en la frambuesa.



Palabras clave: enzimas degradadoras de pared celular, frambuesa, atmdsferas

controladas, pectatos de calcio, firmeza.



Abstract

Since 2019, Mexico is the second world producer of raspberry (Rubus idaeus). It has
a very short post-harvest life (5-6 days at 1°C), which limits its marketing. The rapid
loss of firmness of the fruit is an important quality parameter that determines its shelf
life. One of the strategies that has shown positive results in extending the
postharvest life of fruits is the application of controlled atmospheres (CA).

It has been shown that CA treatment with high CO2 pressures for two weeks
increases the initial firmness of the fruits, compared to untreated fruits that present
a normal process of cell wall degradation. It has been suggested that AC treatment
induces the formation of calcium pectates and the inactivation of cell wall

degradation enzymes.

This work aimed to identify the physiological and biochemical changes induced by
CA that affect the firmness of 2 varieties of red raspberry 'Adelita’ and 'Evita'. Two
storage treatments were studied, 1) AC for 3 days (10% O2 + 15% CO2) and air for
13 days; and 2) control group (16 d in air). Quality and physiological parameters
(firmness, weight loss, color, titratable acidity, soluble solids, respiration rate and
ethylene production), enzymatic activity PME, PG, PL and B-Gal, and content of
calcium pectates. Storage for 3 days in AC increased fruit firmness (3.8-20.3%)
between days 3-7 of storage and reduced weight loss by 50%, compared to the
control in air for the Adelita variety. The high activity of PL and the decrease of PG
on days 3 and 7 are correlated with the physiological and physicochemical
parameters in the increase and conservation of firmness observed in the Adelita
variety. While the degradation of pectin by the action of PME is diminished by the
action of CA and therefore the formation of calcium pectates is not favored. Taken
together, these results indicate that AC delay cell wall degradation and promote

greater preservation of desired firmness characteristics in raspberry.

Keywords: cell wall degrading enzymes, raspberry, controlled atmospheres,

calcium pectates, firmness.



Introduccién

La frambuesa (Rubus idaeus L.) es un fruto de alto valor comercial, al igual que
otras frutillas, que tiene gran demanda en el mercado internacional. En México, en
el periodo 2012 al 2019, la produccion de este fruto crecié 657% y alcanzé 128,848
toneladas en el 2020 (SIAP, 2020), de esta produccion el 67% se exporté a
diferentes mercados, siendo el principal importador los Estados Unidos. Por esta
razon, la frambuesa es de los cultivos con mayor valor comercial en la industria
fruticola mexicana.

La frambuesa se caracteriza por poseer propiedades nutracéuticas debido a su
contenido de vitamina C que es un importante antioxidante hidrosoluble que actla
potenciando el efecto de otros antioxidantes como la vitamina E y el selenio; no
obstante, su comercializacion se dificulta debido a que presenta corta vida de
anaquel (Kader y Pelayo-Zaldivar, 2007).su alta tasa de respiracion lo sitia como
un fruto altamente perecedero, que se asocia a la pérdida de firmeza o
ablandamiento de los tejidos celulares.

El deterioro esta vinculado al proceso de maduracion y senescencia que pueden ser
retardados a través de la aplicacion de atmésferas controladas. En frutillas como
fresa, zarzamora y frambuesa (R. idaeus) se ha observado que tienen un efecto
positivo en alargar la vida poscosecha, ya que se retrasa la degradacion de la pared
celular y se disminuye la actividad de las enzimas hidroliticas responsables de las
alteraciones fisioldgicas del tejido celular, que trae como consecuencia el
ablandamiento del fruto y pérdida de caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales
como Pectil metil esterasa (PME), Poligalacturonasa (PG), Pectato liasa (PL) y la B-
galactosidasa (B-Gal). En frambuesa sometida a tratamientos de AC continua y alta
concentracion de COgz, adicionalmente de esta disminucion en la actividad de
enzimas hidroliticas, se ha observado un aumento en la firmeza en frutos (Haffner
y col., 2002; Gonzéalez-Orozco y col.,, 2018), lo cual sugiere que existe otro
mecanismo involucrado en el incremento en la vida de anaquel. Una posible causa
es que ocurra la unién de Ca*? en los componentes de la pared celular, como ha

sido reportado anteriormente en otros frutos almacenados en elevada concentracion



de CO2 (Wang y col., 2014); no obstante, no existen estudios que comprueben esta
hipoétesis en frambuesa.

Bajo este contexto, el objetivo de este trabajo de investigacion fue estudiar en
frambuesa almacenada en AC el mecanismo bioquimico y alteraciones fisioldgicas
relacionados con la firmeza, esto a través de evaluar la actividad de enzimas de

degradacion de pared celular y formacion de pectatos de calcio.



Antecedentes

2.1. Produccién e importancia de la frambuesa en México

En México el 2019 se registré una superficie sembrada de frambuesa de 7,313.67
hectareas que produjeron 128,848 toneladas (Tabla 1). Mientras en 2012 se
registré una superficie sembrada de 1, 198.70 hectareas con una produccién
de 17,009 toneladas y un crecimiento de 657% en apenas 7 afos (SIAP, 2020).
En el 2020, el servicio de informacién agroalimentaria y pesquera (SIAP)
reporté que el mercado de las frutillas continta creciendo (Figura 1) a nivel
internacional y como resultado México generd un superavit comercial de 915.5
millones de ddlares y solo 914 millones de dolares fueron por la venta de
frambuesa al exterior en el 2019, lo que representa un incremento del 21.8%
respecto al afio anterior en donde se generaron 750 millones de doélares (SIAP.
2020).

Evolucion del comercio exterior
(millones de ddlares)

914
750
884
531
508
367
280
251
120
) I

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Importaciones M Exportaciones

Distribucion mensual del comercio exterior (%)

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep ©Oct Nov Dic
04 07 03 56 29 145 326 51 276 64 31 0.8

82 95 13 M8 101 43 24 21 24 89 140 145

Figura 1. Evolucion del comercio exterior de frambuesa (millones de dolares)
(SIAP, 2020).



De las 128, 848 toneladas de frambuesas producidas en México en 2019, los
principales estados de frambuesa fueron Jalisco, Michoacan y Baja California
gue aportaron el 98.7% de la produccién, con un total de 127,224 toneladas
fueron exportadas por México hacia distintos paises (SIAP, 2020). El principal
comprador de las frambuesas exportadas por México es Estados Unidos de
América. Ademas, México posee un clima que favorece la produccion de
frambuesas fuera de las temporadas respecto de la produccidon en Estados
Unidos de América, esto da la oportunidad de exportar frambuesas a este pais
en contra estacion (SIAP, 2020).

De las 128, 848 toneladas de frambuesas producidas en México en 2019, los
principales estados productores de frambuesa fueron Jalisco, Michoacan y
Baja California que cuenta con climas que favorecen su produccion fuera de
temporada que aportaron el 98.7% de la produccién, con un total de 127,224
toneladas fueron exportadas por México hacia distintos paises.

Tabla 1. Distribucion de produccion de frambuesas en México (SIAP, 2020).

Rank Entidad Volumen (toneladas) Variacion

federativa 2012 2019 (%) 2012-
2019

Total nacional 17,009 128,848 657.52

1 Jalisco 12,634 89,497 608.38

2 Michoacan 2,338 25,988 1011.55

3 Baja california 1,800 11,739 552.17

4 Guanajuato 72 962 1236.72

5 Puebla 0 558 NA

6 México 154 71 -46.90

7 Colima 0 22 NA

8 Ciudad de México 11 10 -8.42

2.2. Generalidades de la frambuesa

2.2.1. Taxonomia
Las frambuesas son miembros de la familia Roseaceae, pertenece al género Rubus
en el que se han integrado 14 subgéneros y mas de 400 especies (Tabla 2)

(Harshman, 2012), pero solamente las frambuesas del subgénero Idaeobatus



(caracterizado por que los frutos maduros se separan del receptaculo) han tenido
significado comercial (Finn y Hancock, 2008), no obstante, otros subgéneros han
contribuido en el desarrollo de programas de mejoramiento genético como
proveedores de material genético (Kempler y Finn, 2012).

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de la frambuesa (Jennings y Daubeny, 1991).

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase rosidae

Orden Rasales
Familia Rosaceae
Genero Rubus
Especie R. idaeus

2.2.2. Caracteristicas morfologicas

La frambuesa es un arbusto con tallo subterraneo, semilefioso, erecto y espinoso,
el fruto consiste en un receptaculo central al que se unen varias drupelas que
contienen una sola semilla por drupela; en la superficie externa tricomas se
entrelazan ayudando con la adhesion de la drupela. Su maduracion se manifiesta
por el cambio verde a rojo y facilidad de separacién colectiva del receptaculo
(abscision)| caracteristica que es aprovechada para establecer el momento de la
cosecha (Mackenzie, 1979).

El frambueso posee una estructura perenne inferior llamada corona, que cada afo
emite ramas bienales, es decir, permanecen activas por dos temporadas; (Rubio y
col., 2014). De la corona nacen las raices encontrandose en la parte superficial del

suelo en los primeros 30 cm del tallo que cada afio emite ramas aéreas conocidas

10



como vastagos las cuales se desarrollan durante el primer afio y en el segundo afio
florecen, fructifican y mueren, siendo remplazados por nuevos vastagos (Rubio y
col., 2014). Cuenta con hojas compuestas, de borde aserrado, con tres a cinco
foliolos de color verde intenso en el haz y gris en el envés, presentando un largo
peciolo y las flores son pequefias, tienen una corola compuesta de cinco estambres
y pistilos (Figura 2). De la flor fecundada por el polen se forma el fruto que

corresponde a una poli drupa (Figura 3) ( Morales y Gloria, 2009.

. Antera

X .  -‘://Estlgma
‘ <«— Pistilo

J b Pétalo

A Receptaculo

Filamento ———»

Ovulo ——‘,

Bracteas

Figura 2. Estructura anatémica de la flor de frambuesa (Morales y Gloria, 2009).

2

Polidrupa

Figura 3. Vista general del fruto de la frambuesa (Morales y Gloria, 2009).
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2.3. Clasificaciéon de variedades

En un contexto general, las variedades de frambueso se clasifican segun su origen,
color o época de produccion, siendo estas dos ultimas las mas tradicionales formas
para su identificacién (Morales y Gloria, 2009).

Las frambuesas estan en el subgénero Idaeobatus, que contiene la frambuesa roja
europea (R. idaeus subsp. Vulgatus Arrhen o R. idaeus L.), la frambuesa roja
norteamericana (R. ideaus subsp. strigosus Michx o R. strigosus Michx), frambuesa
negra del este de América del Norte (R. occidentalis L.) y frambuesas moradas que
son hibridos entre frambuesas rojas y R. occidentalis (R. neglectus Peck)
(Harshman, 2012).

Existe cierto desacuerdo sobre qué especie de frambuesa roja era originalmente
hibrido con R. occidentalis L. para producir el primer R. neglectus Peck, descrito
Harshman (2012). También hay desacuerdo sobre si estos hibridos interespecificos
deberian tener un nombre de especie separado o si deben seguir la convencion de
nombrar hibridos como R. idaeus y R. occidentalis las frambuesas rojas europeas
se denominan R. idaeus, negro oriental las frambuesas se denominaran R.
occidentalis e hibridos entre (R. idaeus y R. occidentalis) estas dos especies se

refieren como R. neglectus.

2.3.1. Variedades en México

Dentro de la frambuesa (Rubus idaeus) se han generado variedades mas
comerciales en México como Sevillana, Maravilla, Carmina, Esperanza, Adelita,
Lupita, entre otras y los proveedores principales de estas variedades son Driscoll's,
Andrew & Williamson y Sanbell (Sagarpa, 2018).

El uso de variedades por parte de productores depende basicamente de la
exportadora con la que trabaje, ya que en muchos casos ellos proveen de las
plantas. Hay varias exportadoras que estan integradas verticalmente y tienen sus
propios huertos de produccion y cuando trabajan con productores externos, le
recomiendan el uso de sus variedades (Bascopé, 2013).

La Tabla 3 presenta la recomendacion de uso de distintas variedades de acuerdo
con distintas condiciones climaticas determinado por la altura sobre el nivel del mar

y el tipo de sistema de produccion (tunel o abierto).
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Tabla 3. Uso de variedades para distintas condiciones climaticas y sistemas de

manejo (Bascopé, 2013).

Altitud (m) Variedad Cosecha Rendimiento Ambiente
(T/Ha)
2600-3000 Malling Julio-Agosto 10-15 Bajo
Exploid Julio 10-15 cubierta
Anita Junio- 10-12 plastica
Octubre
Autum bliss 10-12
Heritage Junio-
Noviembre
2000-2400  Anita Mayo 8-12 Campo
Primavera Abril-Mayo  10-15 abierto
Autum bliss Mayo- 5-15
Octubre
Heritage Mayo- 4-12
Octubre
1800-2000  Anita Abril- 8-12 Campo
Octubre abierto
Autum bliss  Abril- 5-10
Octubre
Blazer Abril- 5-10
Octubre
Heritage Mayo- 5-10
Octubre
1500-1800  Autum bliss Enero- 3-8 Campo
Diciembre abierto
Heritage Enero- 3-8
Diciembre
1200-1500  Autum bliss Enero- 3-5 Campo
Diciembre abierto

2.4. Manejo de cultivo
2.4.1. Planta

La multiplicacion de la planta se realiza por métodos de reproduccion asexual o
vegetativa y los sistemas que se pueden utilizar después de la multiplicacién son:
raiz desnuda, maceta y bandeja de alveolos. Los ultimos dos son los mas
recomendados debido a que se obtienen plantulas con mayor calidad y sanidad al
ser reproducidos mediante propagacion in vitro de tejidos, mientras las plantas a
raiz desnuda son mas susceptibles a contaminacion por enfermedades (Rubio,
2014).
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2.4.2. Clima
El frambueso es bastante resistente a las bajas temperaturas invernales y a los
fuertes calores estivales, las condiciones climaticas éptimas para su cultivo son las
de inviernos con bajas temperaturas constantes, pero no excesivas, y veranos
relativamente frescos, caracterizados por una cierta oscilacion térmica entre el dia
y la noche. Por lo tanto, el rango de temperatura 6ptimo para que la produccion sea
mayor se encuentra entre 14-19 °C. Por otro lado, para romper la latencia del
frambueso se necesitan 750-1700 horas-frio. Asi mismo los descensos fuertes de
temperatura pueden dafar el extremo apical de los rebrotes mas vigorosos todavia
no lignificados. A partir de su entrada en vegetacion, los efectos de una helada
tardia pueden causarle gravisimos dafos, perdiéndose gran parte de la floracion
precoz, lo cual puede repercutir también sobre la floracion tardia. Durante el periodo
de floracién, el frambueso es muy sensible a bajas temperaturas primaverales,
soportando el botdn floral cerrado los -1 a 3 °C, la flor abierta -0 a 7 °C y el fruto
recién brotado los -0 a 7 °C mientas que las heladas tardias, pueden también

perjudicar al fruto si coinciden con la maduracién de éste (Rubio y col., 2014).

2.4.3. Suelo
Se recomiendan suelos profundos, fértiles y con buen drenaje, ya que es una planta
muy sensible a la asfixia radicular. En este sentido se recomienda los suelos de
textura arenosa o franco-arenosa, suelos de pH ligeramente acidos y con una

conductividad eléctrica menor a 1.2 dS/m (Rubio y col., 2014).

2.4.3. Enfermedades
Las enfermedades del cultivo de la frambuesa son variadas en cuanto al organismo
que las provocan y al 6rgano que dafan, siendo las mas importantes las que afectan
al fruto y disminuyen su calidad organoléptica. Entre las mas comunes estan: roya
(Pucciniastrum americanum), pudricion o moho gris (Botrytis cinerea), agalla de la
corona (Agrobacterium tumefaciens), marchitez (Verticillum spp.), pudricion del
cuello y raices (Phytophthora spp.), oidio o cenicilla (Sphaeroteca macularis)
(Undurraga y Vargas, 2013).
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2.4.4. Cosechay postcosecha

La madurez de la fruta esta determinada por indices de calidad en gran medida por
parametros fisicoquimicos como tamario, color de la superficie del fruto y éste debe
ser cercano al rojo (Sturm, K y col., 2003), textura firme, ademas la acidez y los
sélidos solubles totales. Para evitar una manipulacion excesiva y dafar a la fruta
debe cosecharse, seleccionarse, clasificarse y empacarse a mano en el campo,
directamente en el contenedor final (Krtiger y col., 2003), para después ser llevada,
dentro de las 2 primeras horas desde la cosecha a camara de prefrio con aire
forzado para reducir la temperatura de campo en el menor tiempo posible (Horvitz,
2017).

La temperatura de almacenaje recomendada es de 0-0.5°C para la frambuesa,
mientras que la relacion con la humedad relativa debe estar entre 90% y 95%. Se
estima que se puede aumentar en un par de semanas la vida de la frambuesa en
buenas condiciones con el almacenamiento en atmaosferas controladas con
concentraciones del 10% de Oz y de 15% de CO:2 (Gonzalez-Orozco, 2018;
Mitcham y col., 2014).

2.4.5. Transporte de la fruta
El transporte al empaque debe realizarse lo mas rapido posible para eliminar el calor
de campo y debe efectuarse en forma eficiente para que el tiempo de pre enfriado
se alcance dentro de 1.5 a 2 horas en forma homogénea en toda la carga que
ingresa a los sistemas de pre enfriado. Es necesario asi mismo evitar la
contaminacion de la fruta con particulas de polvo o materiales extrafios productos

del traslado desde campo al empaque (Robledo y col., 2017).

2.4.6. Embalaje y envio a mercados
La etapa de embalaje de la fruta debe realizarse con temperaturas no superiores a
4°C evitando que se produzca aumentos que deterioren la fruta. El tiempo
transcurrido entre cosecha y comercializacion o transporte debe ser el minimo para
llegar a los diferentes mercados en Optimas condiciones con cadena de frio
(Robledo y col., 2017).
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2.5. Problemas postcosecha

La frambuesa roja (Rubus idaeus L.) es muy valoradas porque tienen un sabor
caracteristico y contienen compuestos bioactivos potencialmente beneficiosos para
la salud. Sin embargo, son muy perecederos y tienen una vida util limitada, por lo
tanto, la mejora de la calidad postcosecha y una mayor vida de anaquel son
objetivos importantes en muchos programas de mejoramiento de frambuesa en todo
el mundo (Palonen y Weber, 2019).

Las principales limitantes de comercializacion de frambuesa se deben a una
temporada de crecimiento restringida y vida util de la fruta, donde los principales
objetivos del manejo postcosecha son disminuir la tasa de respiracion y traspiracion
gue disminuye los procesos naturales de ablandamiento y senescencia de la
frambuesa, que a menudo se ven exacerbadas por la entrada de enfermedades,
como moho gris (Botrytis cinérea) (Manson y C, 1978; Mcnicol y col., 1990).

Por otra parte Burdon y Sexton (1990) describen que la frambuesa es una fruta
climatérica, ya que la concentracién de etileno puede aumentar incluso 75 veces
durante la maduracion. Por otra parte para (1992) Perkins-Veazie vy
Nonnecke,sugirieron que la maduracion en la fruta de frambuesa es independiente
de la produccién de etileno haciendo concordancia con Burdon y Sexton (1994) que
argumenta que la pigmentacién del color y el ablandamiento de la fruta ocurre antes
de aumento en la produccién de etileno, lo que indica que el aumento no es el
desencadenante de la maduracion de la frambuesa y por lo tanto no es climatérica.
De acuerdo con lannetta y col. (1999) la frambuesa es una fruta no climatérica pero
sensible al etileno, donde la aplicacion exdgena de etileno mejora la respiracion,
disminuye la firmeza de las drupelas e induce la formacion de antocianinas en las
mismas.

Durante el almacenamiento, la fruta se vuelve mas oscura, menos roja y mas azul,
lo que indica un aumento de antocianinas y un menor atractivo estético. EI cambio
de color maximo entre la fruta recién cosechada y almacenada se alcanza después
de 8diasa0°Cy4,5°C,ydespués de 4 dias a 20 ° C (Robbins y Moore, 1990).
La expresion del color de antocianina también depende del pH (Brouillard, 1982);

durante la maduracién de la fruta de frambuesa, la concentraciéon de &acidos
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organicos disminuye, mientras que la concentracion de antocianinas aumenta junto
con la intensidad del color(Kriger y col., 2011; Stavang y col., 2015).

Entre las condiciones que disminuyen la tasa de respiracion para alargar la vida
postcosecha de la frambuesa se encuentran el almacenamiento a bajas
temperaturas y su combinacion con atmadsferas controladas (altos niveles CO2 y
bajos de O2) en las camaras de almacenamiento (Jiny col., 2012; Gonzéalez-Orozco
y col., 2018).

2.5.1. Causas del deterioro de la vida de anaquel

La vida util podria definirse como el periodo de almacenamiento potencial de un
producto hasta que no sea apto para el consumo humano o sea rechazado por los
clientes (Mulderij, 2016). La vida util de los productos frescos, por lo tanto, es
dindmica, dependiendo de: (i) la naturaleza del producto, (ii) las condiciones
ambientales previas y posteriores a la cosecha y (iii) las expectativas del
consumidor. Los dos ultimos factores conducen a muchas variaciones en las
definiciones y evaluaciones de la vida util de bayas entre los estudios (Mitcham y
col, 2014).

Por su naturaleza, la vida util de las bayas puede variar considerablemente entre
los cultivares, pero en general, todavia esta limitada debido a sus altas tasas de
respiracion (52—-245 mg de CO2 kg — 1 h — 1 a 20 ° C), estructuras fragiles y alta
susceptibilidad fangica (Perkins-Veazie, 2016).

Ademas, la frambuesa posee una alta tasa de respiracion y es altamente perecible;
es por ello por lo que las principales causas de deterioro son la deshidratacion,
perdida de apariencia (firmeza) y pérdida de calidad sensorial. Por tanto, es
necesario considerar estos aspectos para mantener su calidad y caracteristicas

organolépticas una vez cosechada la fruta (Robledo y col., 2017).

2.6. Composicion nutrimental de la frambuesa

De acuerdo con su composicion la frambuesa roja es considerada un alimento
saludable (Tabla 4). Es baja en contenido cal6rico con un aporte de solo 52 kcal por
cada 100 g, con 85.75 % de agua, 11.94 % de carbohidratos, 6.5% de fibra dietaria,
1.20 % de proteinas y 0.65 % de lipidos totales, de los cuales el 97.8% corresponde

a acidos grasos insaturados, etc (Strik, 2007).
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Existe una gran diversidad dentro de la especie Rubus para micronutrientes, vitaminas

y compuestos benéficos para la salud humana (Seeram, 2008; Stewart y col., 2007).

Publicaciones recientes que tratan sobre la prevencion del cancer con frecuencia

sefialan la importancia del consumo de frutas y verduras. Las antocianinas y los

polifenoles, como el acido elagico, han mostrado ser cualidades benéficas

(rancherismo) in vitro e in vivo para proteger las células de diversas lesiones, como

el envejecimiento y diferentes formas de cancer. La accion de prevencion y

supresion del cancer por el acido elagico se ha informado en muchos articulos, al

igual que el contenido muy alto de 4cido elagico de las frambuesas (Mullen y col.,

2002).

Tabla 4. Composicion nutrimental de frambuesa roja (Rao y Snyder, 2010).

Tipo
Proximales

Minerales

Vitaminas

Nutriente
Calorias (Kcal)
Agua (9)
Proteina (g)
Lipidos totales (g)
Carbohidratos totales
(9)

Fibra dietaria (g)
Azulcares (Q)
Sacarosa (g)
Glucosa (g)
Fructosa (Q)
Calcio (mg)
Hierro (mg)
Magnesio (mg)
Fosforo (mg)
Potasio (mg)
Sodio (mQ)

Zinc (mg)

Cobre (mg)
Manganeso (mg)
Vitamina C (mQ)
Tiamina (mQ)
Riboflavina (mg)
Niacina (mg)
Acido pantoténico
(mg)

Vitamina B6 (mg)
Colina (mg)
Betaina (mg)

Contenido (100 g)
52

85.75

1.20

0.65

11.94

6.5
4.42
0.2
1.86
2.35
25
0.69
22

29
151

1
0.42
0.090
0.670
26.2
0.032
0.038
0.598
0.329

0.055
12.3
0.8
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Vitamina E, a- 0.87
tocoferol (mg)

2.7. Calidad de laframbuesa

La fruta para consumo fresco debe cumplir con ciertos estandares de calidad que
esta definida por una serie de factores que pueden agruparse en calidad visible,
calidad organoléptica y calidad nutritiva (Robledo y col., 2017).

indice de calidad visible segtin Robledo y col., (2017) se refiere a la apariencia de
la fruta, la cual en frambuesa se define como un fruto de color rojo uniforme claro
oscuro, (Figura 4) el color éptimo deseable es el C4; sin coloraciones blancas ni
verdes, de aspecto brillante; con un tamafo de fruta de calibre mayor a 8 mm vy
forma conica, con todas sus drupeolas, con firmeza adecuada y sin problemas de
deshidratacion.

El color es un componente importante de la calidad y esta directamente relacionado
con la concentracion y composicion de antocianinas en el fruto (Garcia-Viguera y
col., 1998).

Los colores rojo puarpura intenso son tipicos de las antocianinas. El contenido total
de antocianinas es correlacionado con el color visible de la fruta de frambuesa y es
bajo en mutantes de fruta amarilla y muy alto en frambuesas negras (Rubus
occidentalis L.) (Anttonen y Karjalainen, 2005; Weber y col., 2008). En general, los
cultivares de frambuesa con alto contenido de antocianinas tienen un alto contenido
fendlico y capacidad antioxidante (Weber y col.,, 2008) . Los consumidores
encuentran la fruta de frambuesa con altas concentraciones de ciertas antocianinas,
y particularmente las sintetizadas durante las etapas posteriores del desarrollo de
la fruta visualmente menos atractivas (Stavang y col., 2015). Durante el
almacenamiento, la fruta de frambuesa se vuelve mas oscura, menos roja y mas
azul (Kruger y col., 2011), lo que indica un excesivo incremento de antocianinas se
refleja en una menor apariencia. La expresion del color de antocianina también
depende del pH (Brouillard, 1982); durante la maduracion de la fruta de frambuesa,
la concentracién de acidos organicos disminuye, mientras que la concentracién de
antocianinas aumenta junto con la intensidad del color (Kruiger y col., 2011; Stavang
y col., 2015).
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La estabilidad del color es un parametro importante de calidad postcosecha para la
fruta de frambuesa y depende del genotipo. Los cultivares que permanecen mas
cerca del color de la fruta recién cosechada son mas deseables que los cultivares
con fruta que se oscurecen significativamente durante el almacenamiento. El
contenido de antocianinas varia ampliamente entre diversos cultivares (Weber y
col., 2008) y en diferentes entornos (Moore y col., 2008). Se detectaron un total de
10 antocianinas en la fruta de frambuesa con cianidina-3-sophorosido y cyanidin-3-
(2G-glucosilrutinoside)-rutinésido  siendo los cultivares que se oscurecen
significativamente en el almacenamiento las mas abundantes, comprendiendo el
73% del total (Remberg y col., 2010). cambio de color después de la cosecha en
comparacion. La informacion sobre la estabilidad del color en la fruta de frambuesa
fresca es limitada y no hay informacion publicada disponible sobre los mecanismos
detras de la estabilidad del color.

Algunos autores (Haffner y col., 2002; Robbins y Moore, 1990) han reportado que
las diferencias de color relativas entre los cultivares se mantienen durante el
almacenamiento, de modo que las frutas con un color rojo mas claro y menos azul
(mayor Hue °) en la cosecha también tienen un color mejor (mas claro) después del
almacenamiento. Mientras que la concentracion de antocianinas generalmente
aumenta durante el almacenamiento de frambuesas frescas (Haffner y col., 2002;
Kalt y col., 1999; Kriger y col., 2011), los productos procesados de frambuesa
generalmente experimentan pérdida de color debido a la degradacion de las
antocianinas a altas temperaturas (Haffner y col., 2002).

La calidad nutritiva esta asociada principalmente a su capacidad antioxidante propia
de la familia de las bayas, rica en vitamina C, manganeso Yy fibra, ademas aportando
otras vitaminas y minerales como acido folico, riboflavina, magnesio, potasio a si
mismo presenta un bajo aporte calérico (40 Kcal por cada 100g).

La calidad organoléptica esta determinada por un contenido de azucares y acidos
que determinan el sabor caracteristico de la especie y compuestos volatiles

responsables del aroma caracteristico de la fruta (Robledo y col., 2017).
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Figura 4. Evolucion del color en diferentes estados de madurez en frambuesa
(Zoffolo y col., 2010).

2.8. Metabolismo de la pared celular

La pared celular primaria esta compuesta de aproximadamente 10% de proteinas y
90% de polisacéridos, que se pueden dividir en tres grupos: celulosa, hemicelulosa
y pectina (Carpita, 1996). Mientras que la composicion de los polisacéaridos puede
variar entre especies (Carpita, 1996), los valores tipicos son aproximadamente 30%
de celulosa, 30% de hemicelulosa y 35% de pectina (Cosgrove, 1997).

En la frambuesa, la firmeza de la fruta también se ve afectada por factores como los
cambios en la composicion y la arquitectura de la pared celular, la reduccion del
contenido de pectina debido a la esterificacion de la misma y el grado de metilacion
durante la progresion de la maduracion (Stewart y col., 2001). La frambuesa sigue
un escenario clasico de maduracion que implica la desmetilacion de la pectina y la
solubilizacion, particularmente en la etapa roja (madura) como se muestra en la
Figura 4 que va de C4 a C5; en esta Ultima etapa de consumo, siendo evidente una
degradacion extensa de la celulosa, al igual qgue un aparente aumento relativo de la
proteina unida a la pared celular. La reduccién hidrolitica del peso molecular de la
pectina y la desmetilacion desempefian un papel clave en la firmeza representando
alrededor del 60% de la pared celular con homogalacturonanos (HG) como los
principales polimeros (Paniagua y col., 2017; Villarreal y col., 2016). Los
homogalacturonanos se exportan al apoplasto con un gran porcentaje de
esterificacion de metilo en el C-6 de residuos de acido galacturonico y el proceso de
desesterificacion es catalizado por pectina metilesterasas (PME) (Pelloux y col.,
2007). Los HG desmetilados de las pectinas pueden unirse al Ca*? y conectarse
entre si para reforzar la pared celular, pero también representan el sustrato que

degrada enzimas como PG y PL (Posé y col., 2011). Sin embargo, la maduracién
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de frutos blandos, como la fresa y en particular, la frambuesa, ha sido pobremente
documentada. Para la frambuesa al menos, puede haber varias razones para esto;
un tamafio de mercado limitado, una corta vida util de postcosecha y en menor
medida, la dificultad de separacion de la pared celular de la semilla (Stewart y col.,
2001).

El proceso de maduracion, involucra la expresion de muchos genes relacionados
bajo el control de una red de vias de sefalizacion que incluye el control hormonal
de la maduracion climatérica de la fruta, especialmente la percepcion de etileno y la
transduccion de sefiales (Travisany y col., 2019).

Se sabe gue la tasa de produccion de etileno aumenta en la fruta de frambuesa a
medida que avanza la maduracién y conducird a una fuerte disminucion en la
firmeza de la fruta y la vida util hacia la madurez (Fuentes y col., 2015; lannetta y
col., 1999).

En un estudio realizado por Tian y col. (1994) donde la actividad de enzimas
formadoras de etileno (EFE) en los discos de pera fue estimulada por el CO2 solo
cuando se agregd ACC (sintasa) exdgenamente. Esto sugiere que el efecto
estimulante del CO2 sobre la actividad de EFE puede ser causado por un complejo
de CO2-EFE-ACC o0 EFE-ACC-CO:2 que aumenta la velocidad maxima de reaccion

de conversiéon de ACC a etileno.

Algunos autores han evaluado el papel de algunas enzimas relacionadas con los
principales factores de deterioro de la frambuesa, ya mencionados (en la seccion
2.8.1). Los estudios muestran que el pardeamiento por la actividad polifenoloxidasa
y peroxidasa esta vinculado directamente con la pared celular y la perdida de
firmeza (Robledo y col., 2017).

La frambuesa sigue un escenario clasico de maduraciébn que implica la
desmetilacion de la pectina y la solubilizacién, particularmente en la etapa roja
(madura) como se muestra en la Figura 4 que va de C4 a C5; en esta Ultima etapa
de consumo, es evidente una degradacién extensa de la celulosa, al igual que un
aparente aumento relativo de la proteina unida a la pared celular. La reduccién

hidrolitica del peso molecular de la pectina y la desmetilacion desempefian un papel
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clave en la firmeza de la frambuesa, ademas contribuye con la corta vida de a
anaquel. Ademas las pectinas representan alrededor del 60% de la pared celular,
con homogalacturonanos (HG) como los principales polimeros (Paniagua y col.,
2017; Villarreal y col., 2016). Los homogalacturonanos se exportan al apoplasto con
un gran porcentaje de esterificacion de metilo en el C-6 de residuos de acido
galacturonico y el proceso de desesterificacion es catalizado por pectina
metilesterasas (PME) (Pelloux y col., 2007). Los HG desmetilados de las pectinas
pueden unirse al Ca*? y conectarse entre si para reforzar la pared celular, pero
también representan el sustrato que degrada enzimas como PG y PL (Posé y col.,
2011).

2.8.1. Pectil metil esterasa

La pectina se pueden clasificar en cuatro dominios de polisacaridos pécticos:
homogalacturonano (HGA), rhamnogalacturonano | (RGI), rhamnogalacturonano II
(RGII) y xilogalacturonano (XGA), que difieren tanto en la estructura de la macro-
columna vertebral de la molécula y la presencia y diversidad de lado cadenas
laterales (Willats, 2001).

La pectina esterasa cataliza la hidrélisis de los grupos éster carboxilicos metilados
de la pectina en &cido péctico y metanol dafiando los enlaces del calcio horizontales
de la cadena de polisacarido (Gamez y Diaz, 2008; Zhang y col., 2019).

La PME cataliza la desesterificacion de ésteres metilicos (HGA) de pectina (Figura
5), transformando un polimero neutro en una débilmente esterificada pectina y luego
en pectato acido (Draye y Van Cutsem, 2008). El HGA desmetilado puede formar
uniones a Ca?* que promueven la formacién de las llamadas estructuras 'caja de
huevos', formando geles, o convertirse en un objetivo para enzimas que degradan
la pectina, como la PG y PL, que afectan la textura y la rigidez de la pared celular
(Moustacas, 1991). Tales cambios en la estructura de la pectina son asociados con
cambios en la adhesion celular, plasticidad, pH y contenido iénico de la pared celular

e influencia del desarrollo de la planta y respuestas al estrés (Pelloux y col., 2007).

23



0=
» |
;oco

L, (%™ Pectil metil esterasa

" W CH,0H
F'{;.fu..,,

Figura 5.Mecanismo de accion de la pectil metil esterasa (Gamez y Diaz, 2008).

2.8.2. Poligalacturonasa
Las (PG) son producidas por bacterias, hongos, nematodos e insectos (De Lorenzo
y Ferrari, 2002; Girard y Jouanin, 1999; Jaubert y col., 2002) y su participacién en
la patogénesis se ha demostrado para varios hongos como Botrytis cinérea entre
otros (Kars y col., 2005; Have y col., 1998).

La inmunidad innata de las plantas se basa en un sistema de moléculas que
defienden al huésped contra la infeccion. La defensa se basa en la capacidad de
cada célula para reconocer la presencia de patégenos y activar las respuestas de
flujo descendente. La primera linea de defensa es la pared celular de la planta, una
barrera fisioldgica que tiene un papel critico en el control de la invasion de
patébgenos. Los microorganismos tienen una serie de enzimas que degradan los
polisacéaridos de la pared celular. Las (PG), una de las enzimas secretadas en las
primeras etapas de la infeccién, despolimeriza el homogalacturonano, el
componente principal de la pectina, al escindir los enlaces glucosidicos a1,4 entre

las unidades de acido galacturonico (De Lorenzo y col., 2001).

Las pectinas son heteropolisacaridos complejos los cuales presentan dos regiones
diferentes definidas “lisas y peludas”™ y rugosas, en el caso de la frambuesa
pertenece a las regiones lisas (Figura 6) esto debido a su grado se polimerizacion,
esterificacién y éstas consisten en un esqueleto formado por residuos de acido D-
galacturonico unidos por enlaces a-1,4-glicosidico del acido péctico que forman
cadenas de homogacturonano las cuales pueden ser acetilados en el O-2 o en el
0-3, o también metilados en el O-6 constituyendo la fraccion principal de la molécula

24



de pectina. La actividad de esta enzima puede ser endo (degradacién al azar de la
cadena pectidica) o exo (degradacion de los extremos libres no reductores de la
cadena pectidica). El resultado final de esta actividad es la pérdida de la integridad
celular y el incremento de la concentracion de polisacaridos solubles (Bartley y
Knee, 1982; Gdmez y Diaz, 2008).

Figura 6. Region “lisa” de la pectina (Gamez y Diaz, 2008).
Las enzimas PG poli(1-4-a-Dgalacturonido) glicanohidrolasa hidrolizan los enlaces
a-1,4 glicosidicos entre residuos de acido D-galacturénico adyacentes (Figura 7), y
actuan especificamente en el homogalacturonano o en las “partes lisas” de la
molécula de pectina (Benen y col., 1999). Su ataque ocurre al azar, promoviendo
una rapida disminucién del peso molecular de la pectina (25-360 kDa) con una
minima liberacion de extremos reductores (Serrat, 2003).

cooch, F‘Dllgalactumnasah"

L

Figura 7.Mecanismo de accion de la poligalacturonasa (Gamez y Diaz, 2008).

Como primera linea de defensa en la planta es la pared celular que contiene un

serie de inhibidores de esta enzima y la capacidad de defensa son en especifico
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proteinas que inhiben la Poligalacturonasa (PGIP) ricas en el aminoé&cido leucina,
esta tiene un sistema de reconocimiento de los patdgenos que inhiben
especificamente los hongos PG (De Lorenzo y Ferrari, 2002; Di Matteo y col., 2006;
Lagaert y col., 2009). Un aumento significativo de la actividad inhibidora de PG, se
ha encontrado relacionado con una disminucién en la susceptibilidad a B. cinérea
en plantas transgénicas de tomate y vid que sobre expresan un pera PGIP (Aglero
y col., 2005; Powell y col., 2000).

Las PGIP pertenecen a la superfamilia de proteinas de repeticion rica en leucina
(LRR) (Kobe y Kajava, 2001) y se caracterizan por la repeticién en tandem de un
motivo de consenso rico en leucina (Mattei y col., 2001). Las proteinas LRR son
ubicuas en los reinos de la vida y proporcionan una superficie de reconocimiento

versatil para la interaccion proteina-proteina.

La interaccion PG-PGIP limita el potencial destructivo de las poligalacturonasas y
conduce a la acumulacién de oligogalacturénidos. Estos oligosacéaridos pueden
activar las respuestas de defensa de la planta, tales como sintesis de fitoalexinas,
lignina y etileno, expresién del inhibidor de proteinasa 1 y B-1,3-glucanasa y
produccion de especies reactivas de oxigeno (Kalunke y col., 2015; Ridley y col.,
2001).

Ademas, las plantas producen PG gque desempefia un papel en el desarrollo de la
pared celular (Torki y col., 2000) pero éstas PG no interactian con los PGIP, lo que
sugiere que los inhibidores estan especializados para la defensa de las plantas
(Federici y col., 2001).

2.8.3. Pectato liasa
Las sustancias pécticas se clasifican en protopecticas, un precursor de las
sustancias pécticas insolubles en agua y altamente esterificado y polimerizado; los
acidos poligalacturénicos que tienen una pequefia porcién de grupos metilo; y los
acidos pécticos (pectatos) que son acidos poligalacturénicos libres de grupos metilo.
Atendiendo Unicamente al contenido en metoxilo, se les considera pectina de alto

metoxilo (HM) si el grado de esterificacion es superior al 50%, por el contrario, las
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pectinas de bajo metoxilo (LM) tienen un grado de esterificacion igual o menor al
50% (Figura 8) ( Rodriguez vy col., 1992).

CODCH; OH COOCHy OH
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Figura 8.Clasificacion de la pectina de acuerdo con el contenido de metoxilo: a)
pectina HM, b) pectina LM (Gamez y Diaz, 2008).

La pectato liasa (PL) escinde el acido poligalacturénico no metilado. A diferencia de
las pectinasas, su papel durante la patogenicidad esta bien documentado y se
descubri6 que son factores de virulencia para varias bacterias y hongos
fitopatdégenos (Collmer y Keen, 1986; Rogers y col., 2000; Yakoby y col., 2001).
Hasta la fecha, no se han detectado inhibidores proteicos de PL. Pero se descubrio
que la epicatequina, un compuesto que esta presente en altas concentraciones en
el pericarpio de fruta inmadura, inhibe PelB, un importante factor de virulencia de
Colletotrichum gloeosporioides (Wattad y col., 1994 ; Yakoby y col., 2001) y al
menos seis PL de Erwinia chrysanthemi también son inhibidas por epicatequina
(Pissavin y col., 1998; Tardy y col., 1997).

La pectato liasa corta los enlaces a-1,4 glicosidicos proximos a un grupo metil éster,
por un mecanismo de [B-eliminacion (trans-eliminacién) rompiéndose el enlace
glucosidico, formando en el D-galacturénico un doble enlace entre los carbonos 4y
5 en el extremo no reductor, esto ocurre principalmente en pectinas de alto metoxilo
(Figura 9) (De Vries y Visser, 2001; Jacob y Prema, 2006; Rodriguez Nieto y
Restrepo Sanchez, 2011).
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Figura 9.Mecanismo de accion de la pectato liasa (Gamez y Diaz, 2008).

2.8.4. B -Galactosidasa
La pared celular es un compartimiento dinamico, continuamente modificado durante
el crecimiento y diferenciacion celular. Los residuos que contienen galactosa son
muy activos durante ambos procesos (Brummel y Harpster, 2001; Gross y Sams,
1984; Seymour y Gross, 1996). Los residuos galactosicos de la pared celular son
hidrolizados durante el desarrollo de los frutos y el incremento en la actividad de la
enzima poligalacturonasa (PG) es responsable por el aumento en su tasa de

remocion durante su maduracion.

Desde el punto de vista del fitomejoramiento, el control genético de la expresion de
las B-galactosidasas puede emplearse para mejorar la calidad y la facilidad de
extraccion de las fibras de lino, asi como para modular el ablandamiento y
maduracion de los frutos en varios cultivos importantes (Pérez-Almeida y Carpita,
2006).

Diversas clases importantes de polisacaridos de las paredes celulares vegetales,
como los glucolipidos y glucoproteinas, contienen residuos de galactosa en enlaces
tipo B. Incluyen fucogalacto-xiloglucanos, cadenas de (1—3), (1—6)p-Dgalactanos,
proteinas arabinogalactanos del tipo Il, (1—4)B-D-galactanos y arabinogalactanos
tipo | relacionados, asi como numerosas y complejas glucoproteinas con N-enlaces
(Pérez-Almeida y Carpita, 2006).

Los xiloglucanos consisten en unidades heptasacéaridas repetidas de cuatro
unidades B-D-glucosa enlazadas en (1—4), con tres residuos consecutivos

sustituidos con a-D-xilosa enlazadas (1—6)- al esqueleto de glucano. Cerca de la
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mitad de estas unidades heptaméricas contienen extensiones de B-D-galactosa-
(1—2)- sobre la xilosa (mas cercana al término reductor) del glucano o a la xilosa
media o entre ambos residuos. Un residuo a-L-fucosa(1—2)- se afiade al residuo
de galactosa en la primera posicion (Figura 10). La estructura y distribucion
molecular de estas cadenas laterales de XiG varia segun la especie y tejidos
vegetales (Vincken y col., 1997). La rigidez estructural y la fuerza de la pared celular
depende de la integridad de la red formada por celulosa y glucanos entrelazados
(Talbott y Ray, 1992).

Figura 10. Estructura molecular del xiloglucano mostrando cuatro unidades de [3-
D-glucosa (1—4) (rosa-naranja), con tres residuos consecutivos sustituidos con
unidades de a-D-xilosa (1—6)- (azul). Cerca de la mitad de estas unidades
contienen extensiones de residuos -D-galactosa-(1—2)L-fucosa-(1—2)- (mostaza
y violeta, respectivamente) afiadidos a la primera posicion (Capita y McCann,
2000).

La hidrdlisis de XiG por a-xilosidasas y B-glucosidasas es modulada por residuos
de galactosa en la xilosa del medio (De Alcantara y col., 1999; Edwards y col., 1988).
Una B-galactosidasa es activa en oligobmeros de XiG y remueve Unicamente el
residuo de galactosa del medio (Edwards y col., 1988). La galactosa del medio
disminuye también durante el crecimiento y esta involucrada en la particion de XiG

desde un compartimiento enziméatico activo a uno inactivo (Pauly y col., 1999, 2001).

Toda la dinamica de la galactosa en la planta involucra las B-galactosidasas. La
familia de la glucosa-hidrolasas comprende un grupo caracterizado por su habilidad
de hidrolizar residuos terminales, no reductores de B-D-galactosa de B-D-

galactosidos (Henrissat, 1998).
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Diversos estudios han mostrado que las -galactosidasas catalizan la hidrélisis de
residuos terminales de galactosa a partir de carbohidratos, glucoproteinas y
galactolipidos. Se ha propuesto que la accion de B-galactosidasas libera energia
almacenada para crecimiento rdpido, galactosa disponible durante el reciclaje
metabdlico de galactolipidos, glucoproteinas, y componentes de la pared celular, y
degrada compuestos de la pared celular durante la senescencia (Smith y Gross,
2000).

Datos fisioldgicos y bioquimicos han mostrado que la galactosa es el azticar mas
dindmico de la pared celular durante el desarrollo del fruto (Kim y col., 1991;
Redgwell y col., 1997). Hay una pérdida neta significativa de residuos de galactosa
de la pared a través del desarrollo del fruto, y la tasa de pérdida de residuos de
galactosa se incrementa durante la maduracion. Los niveles de galactosa libres,
estables durante los estados de premaduracion, se incrementan rapidamente
durante la maduracién (Kim y col., 1991). La infiltracion de galactosa libre en frutos
de tomate verde-maduros a una concentracién equivalente al del estado rojo-
maduro, aceleré la maduracion (Gross, 1985). Aunque algunos residuos de
galactosa pueden perderse indirectamente por la acciébn de la PG, la B-
galactosidasa es la Unica enzima identificada en plantas superiores capaz de cortar
directamente enlaces (1—4)- galactano, y debe ser responsable por la pérdida de
cadenas laterales de galactano (Carey y col., 1995; Carrington y Pressey, 1996; De
Veau y col., 1993; Pressey, 1983). El punto de vista de que la B-galactosidasa
hidroliza residuos de galactosa de la pared celular durante la maduracién se apoya
en el aumento marcado en galactosa libre, producto de la actividad de la B-

galactosidasa (Gross, 1984).

Las B-Galactosidasas catalizan la hidrdlisis enzimética del enlace glucosidico entre
dos 0 mas carbohidratos o entre un carbohidrato y una molécula no-carbohidrato
via catalisis acida general, la cual requiere dos residuos criticos: un donador de
protones y una base nucleofilica. Esta hidrélisis ocurre via retencion completa de la
configuracion anomérica la maquinaria catalitica de B-galactosidasas actta en dos

pasos quimicos separados, (Figura 11) glucosilacion, un grupo carboxilico provee
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al grupo desplazado con catalisis acida general simultdnea al ataque nucleofilico
por el segundo carboxilato para formar una enzima glucosilada intermediaria
(Henrissat, 1998; Pérez-Almeida y Carpita, 2006).

Figura 11. Diagrama de la hidrolisis del enlace glucosidico catalizada por las 3-
galactosidasas (Pérez-Almeida y Carpita, 2006).

La exo-(1—4)B-D-galactanasa es la Unica enzima identificada en plantas superiores
capaz de romper directamente residuos terminales de (1—4)B-D-galactano y
probablemente juega un rol en la pérdida de las cadenas laterales de galactano. No
se ha reportado ninguna galactanasa que actle en enlaces internos en las

angiospermas (Pérez-Almeida y Carpita, 2006).

2.9. Tecnologias postcosecha en frambuesa

Con una poblacién mundial cada vez mayor, los nuevos métodos para mejorar la
disponibilidad de alimentos y reducir el desperdicio se han convertido en una
prioridad. Una causa importante de pérdidas de alimentos ocurre cuando la calidad
se ve comprometida debido a una manipulacion ineficiente después de la cosecha,
incluida la composicién y el empaque inadecuados durante el almacenamiento
(Terry y col.,, 2011). Asi como la pérdida de agua, fragilidad morfoldgica,
ablandamiento y presencia de patdégenos como Botrytis (Vicente y col., 2007),
siguen siendo problemas importantes para la comercializacion de la frambuesa. Por
lo tanto, una firmeza adecuada y larga la vida atil son dos rasgos clave de calidad
de un genotipo de frambuesa exitoso (Jennings, 1988). Sin embargo, su nuevo
suministro y el potencial de crecimiento del mercado todavia estan limitados por su

corta vida util y estacionalidad.
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La practica industrial actual de la frambuesa para una vida Gtil mas larga depende
en gran medida de la cadena de frio y las condiciones de almacenamiento a alta
humedad (Huynh y col., 2019).

Algunas tecnologias postcosecha han demostrado mejorar la vida util de las
frambuesas: por ejemplo la atmésfera modificada con altos niveles de CO2 (Kader
y Watkins, 2000; Ahmad-Mir y col., 2018), irradiacién vy, luz UV (Wang y Meng,
2016), enfriamiento rapido de la fruta, pre-maduracién, ozono y uso de
recubrimientos (Gomes y col., 2017; Vieiray col., 2016) o aplicacidon de compuestos
volatiles (Tzortzakis, 2007).

Wills y Golding (2015) trabajando con frambuesas "Grandeur"” reportaron una mejor
calidad sensorial general cuando se almacenaron durante 9 y 15 dias bajo flujo
continuo de aire con ozono a 500uL-L* o una combinacién de 12h de 200uL—L* +
12h 50uL-Lt. Sin embargo, las concentraciones mas altas dieron como resultado

puntuaciones mas bajas para el sabor y olores.

Se ha reportado también que los recubrimientos comestibles a base de quitosano
pueden ser promotores para mejorar la vida Util de los arandanos, frambuesas y
moras. Tezotto-uliana (2014) reporté que los tratamientos pre y postcosecha de
quitosano a 1 o 2% fueron eficaces en mantener: acidez titulable, respiracion,
produccion de etileno, pérdida de peso e incidencia de descomposicion de

frambuesa.

Las innovadoras soluciones de empaque actian como tratamientos
complementarios para mantener atributos de calidad. El desarrollo y la aplicacion
de tales combinaciones tecnoldgicas aumenta la vida util de la frambuesa, lo que
ayuda a satisfacer la creciente demanda mundial de estos productos (Huynh vy col.,
2019).

2.9.1. Atmosferas controladas
La atmédsfera controlada es una técnica frigorifica de conservacién que se aplican
en conjunto, consiste en modificar la composicion gaseosa de la atmésfera en una
camara frigorifica con un control de regulacion de las variables fisicas del ambiente

(temperatura, humedad y composicion del aire). También se entiende como una
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atmaosfera empobrecida en oxigeno (O2) y enriquecida en diéxido carbdnico (CO2)
para la conservacion de productos hortofruticolas, en este caso, la composicion del
aire se ajusta de forma precisa a los requerimientos del producto envasado,
manteniéndose constante durante todo el proceso (Pinto y col., 2016).

Por lo tanto, esta técnica esta asociada al frio, acentla el efecto de la refrigeracion
sobre la actividad vital de los tejidos, evitando ciertos problemas fisiolégicos y la

disminucién de pérdidas por podredumbres.

Esta tecnologia modifica la concentracion de los gases presentes en la atmosfera,
de tal manera que aprovecha su incidencia en la maduracién en los alimentos, esta
modificacion de la concentracidbn de gases disminuye la tasa de respiracion y
provoca un retraso en la descomposicién. Dicho proceso permite mantener la
calidad de los productos de un periodo de tiempo considerable. Ademas, sus
caracteristicas organolépticas y nutritivas se mantienen en comercializaciones en

mercados distantes (Barreiro y Sandoval, 2006).

La tecnologia de AC trabaja en funcion a la modificacion de la atmosfera en donde
va a ser aplicada. En el caso de conservacion de alimentos, puede trabajarse a
través del control de diéxido de carbono generado de la respiracién de los alimentos,
asi como el control de la concentracién de O2, para disminuir de la tasa de
respiracion; o por control de algun otro elemento inherente a la descomposicion de

los alimentos (como produccion de Etileno) (De La Vegay col., 2017).

Se ha visto que la alta concentracion de CO2 mantiene un mejor firmeza, fenédmeno
que parece involucrar el Ca?* retardando la actividad de enzimas degradadoras de

pared celular como la pectato liasa(Wang y col., 2014).

La produccion de etileno acelera la maduracion de esta. Por tanto, mediante el
control simultaneo de la concentracion de Oz (=2%) y de CO2 (<15%), se puede
controlar también la concentracion del etileno. Sin embargo, este proceso debe
estar constantemente monitoreado, para evitar la maduracion de la fruta, que de

acuerdo a Yahia (1995) debe ser menor a 3 ppm.
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2.10. Efecto de las atmosferas controlada en la calidad de frambuesa

Se ha evaluado la aplicacion de las AC en una gran variedad de productos entre
los que se incluye la frambuesa (Forney y col., 2015; Giovanelli y Buratti, 2014;
Goularty col., 1992; Haffner y col., 2002), estos estudios demostraron la efectividad
de las AC para extender la vida postcosecha de este fruto con concentraciones de
02 (3-10%) y de CO2(5-30%), no obstante también se ha reportado dafio fisiologico

y decoloracién de los frutos (Barrios y col., 2014).

Sin embargo, también hay que considerar que niveles superiores a 15 KPa de CO:2
puede provocar lesiones en la frambuesa (Barrios y col., 2014).

Gonzalez-Orozco (2018) evaluo el efecto de la aplicacion de dos AC para alargar la
vida postcosecha en dos variedades de frambuesa (Rubus idaeus L.) (F16 y F24);
la aplicacion continua de una atmdsfera de 10%0:2 + 15%CO2 mantuvo la calidad
poscosecha a lo largo del almacenamiento, menor pérdida de peso (50%) y mayor
firmeza (15%) en los frutos en comparacion de la AC con 10% Oz + 10% CO..
Ademas, al evaluar diferentes tiempos de la exposicibn a AC, la exposicion
temprana (dias de almacenamiento 1-3) a 10%02 + 15%CO2 de los frutos de
frambuesa incrementé la vida de anaquel sensorial hasta 16.8 dias, la capacidad
antioxidante y mayor luminosidad e intensidad de color a lo largo del
almacenamiento, sin observar cambios en el perfil de compuestos fendlicos entre
los tratamientos.

Es por ello resulta de interés evaluar los cambios bioquimicos inducidos por el
tratamiento de AC como la determinacion de las actividades enzimaticas de la pared
celular y la posible formacion o degradacion de pectatos de calcio y establecer un
posible mecanismo de la pérdida de firmeza de frambueso tratados con AC.

3. Hipobtesis

La pérdida de firmeza de la frambuesa R. idaeus (cv. adelita y evita) esta
relacionada con altas actividades de enzimas de degradacion de pared celular que
inducen la pérdida de pectatos de calcio, favorece la pérdida de cohesion en la
pared celular y la consecuente pérdida de firmeza de los frutos. No obstante, este
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mecanismo bioquimico se ve alterado en funcién al alto contenido de CO: de las

atmosferas controladas aplicadas.

4. Objetivo general

Determinar los cambios bioquimicos y fisiologicos que afectan la pérdida de firmeza

de frambuesa (R. idaeus) durante el almacenamiento en atmdsferas controladas.

4.1. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de las AC en los parametros fisioldgicos (tasa de respiracion,
produccion de etileno) y de calidad postcosecha (pérdida de peso, firmeza, SST,
AT, color) de frutos de frambuesa.

Determinar el efecto de la actividad de enzimas de degradacién de pared celular
(pectil metil esterasa, poligalacturonasa, pectato liasa y B-galactosidasa) en la
perdida de firmeza de los frutos almacenados en AC.

Evaluar el efecto de las AC en el contenido de pectatos de calcio, su correlacion con
la actividad de enzimas de degradacion de la pared celular y el estado fisiolégico de
los frutos para establecer los cambios asociados con la firmeza de los frutos
sometidos a diferentes condiciones de AC.

5. Materiales y métodos

5.1. Material biolégico

El material biolégico fueron frutos de frambuesa roja (Rubus idaeus L.)
proporcionados por la asociacion nacional de exportadores de Berries (Aneberries)
de la variedad “Adelita” desarrollada por las empresas Planasa (Plantas de Navarra

S.A.) y cv. “Evita” proporcionada por Giddings, en el estado de Michoacan.

5.2. Equipo de AC

El equipo utilizado para el almacenamiento en atmdésferas controladas. Fue de un
equipo CONTROL-TEC® CAM RESEARCH de la marca TECNIDEX, Fruit
Protection, S.A.U. que cuenta con cabinas estancas, con sistemas de

homogeneizacion de la atmdsfera en la cabina, con regulacion de la temperatura,
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humedad relativa, regulacion de la concentracién de gases (Aire, N2 y CO2), y que
cuenta con el monitoreo y control de estos parametros en tiempo real mediante una

aplicacion informatica

El diagrama experimental (Figura 12). 1) las variedades de frambuesa cv. Adelita 'y
Evita (R. idaeus) fueron cosechados directamente en clamshells de 170g. 2) El
transporte de la fruta a las instalaciones del laboratorio de fisiologia y bioquimica
poscosecha de frutas y hortalizas. 3) almacenamiento de la fruta (para eliminar el
calor de campo) en refrigeracién previo al tratamiento durante 24 horas a 2°C. 4)
tratamiento (a 0-1.5°C con humedad relativa de 90-95%) -T1(3d):10%0:2 y 15%CO:
(por 3 dias), -Control en aire. 5) se realizaron 6 muestreos después de los
tratamientos con replica: 0,3,7,11, 14 y 16 dias. 6) Se determino el contenido de
pectatos de calcio ademas de la actividad enzimatica (PME, PG, PL y B-Gal), asi
como variables de firmeza, tasa de respiracion, pérdida de peso, color, sdlidos
solubles totales (SST), acidez titulable (AT) y pH.

Figura 12. Estrategia experimental seguida durante el estudio.

5.3. Disefo del experimento y andlisis estadistico

Para el desarrollo del estudio se utilizé un disefio unifactorial completamente
aleatorizado, en donde el factor a evaluar fue el tratamiento de AC 10% Oz y
15%CO:2 a dos niveles T1(3d): (por 3 dias), por todo el almacenamiento y un control
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negativo (aire), y las variables respuesta fueron la actividad de las enzimas de la
pared celular, contenido de pectatos de calcio, pérdida de peso, cambio de color,
asi como contenido de sélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT) y grados

brix en ambas variedades. El experimento se realizd por duplicado.

Para determinar diferencias entre los tratamientos, se llevo a cabo un ANOVA y se
compararon las medias por la prueba de Tukey (a= 0.05), utilizando los paquetes
estadisticos IMP 10y R.

5.4. Métodos de evaluacibn de parametros fisiolégicos vy
fisicoquimicos

5.4.1. Tasa de respiracién y produccion de etileno
La tasa de respiracion y produccion de etileno fue determinada a lo largo del tiempo
de almacenamiento. La velocidad de respiracion de los frutos se llevé a cabo
mediante la cuantificacion del CO2 producido por las muestras utilizando un sistema
cerrado (Kays, 1991). Para esto, clamshells de frambuesa (170 g) se colocaron en
frascos de 500 mL cerrados herméticamente con una tapa acondicionada con una
septa de hule latex, se mantuvieron en incubacién durante 3 horas en sus
respectivas condiciones de almacenamiento y transcurrido el tiempo de incubacion
se tomol mL de gas del espacio de cabezay se inyecto a un cromatdgrafo de gases
de la marca Agilent Technologies modelo 7890B acoplado a un detector de
ionizacién de flama a 250°C. La columna utilizada fue una HP-PLOT Q con un flujo
de 8.6 ml/min y una rampa de temperatura para el horno de 60°C por 2 min 'y 240°C

por 7min, la temperatura del inyector se mantuvo a 60°C con un Split de 18:1.

La cuantificacion de CO: y etileno se realizé6 mediante el método de estandar
externo usando un estandar certificado. Simultaneamente se evalué la produccién
de CO2 mediante un detector instantaneo marca Mocon modelo 0417ED584, los
resultados se expresaron como mL de COz kg-1 h-1 (Gonzalez-Orozco, 2018).

5.4.2. Pérdida de peso
La pérdida de peso debido a la respiracion y a la transpiracion de los frutos fue

monitoreada durante el tiempo de almacenamiento. La pérdida de peso se calculo
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como el diferencial del peso inicial menos el peso final dividido por el peso inicial
por 100 (Krtger y col., 2011).

5.4.3. Color

El sistema CIE L*a*b fue utilizado para la evaluacion del color, el parametro L* define
la luminosidad, por lo cual valores bajos indican colores mas oscuros (0=negro) y
altos valores indican colores mas claros (100=blanco). Valores negativos de a*
indican verde y valores positivos color rojo, mientras que valores negativos de b*
indican tonos azules y valores positivos indican tonos amarillos. El &ngulo hue (h*)
o de matiz (color verdadero) es definido por el arco tangente de b/a, y el valor croma
(C*) (saturacion del color) es definido por V(a*? + bx?) , es cero en el centro y
aumenta con la distancia respecto al centro- Altos valores del angulo hue indican
colores rojos-anaranjados y bajos valores rojos-ligeramente azulados. Se utilizo un
espectrofotometro de reflectancia Minolta Osaka-Light CM-2002, con un iluminante
D65 y fue calibrado previo a su uso por un blanco estandar (Mazur y col., 2014).

5.4.4. Firmeza
La firmeza de la frambuesa se analiz6 por compresion mediante un analizador de
textura (Brookfield CT3 25K) utilizando una sonda cilindrica de acero inoxidable
(36F) la cual comprimié la muestra a una velocidad de carga de 2 mm s.1. El fruto
se colocé sobre una placa de aluminio de tal manera que el centro de la sonda
tuviera su primer contacto con la muestra en el vértice del fruto. Los resultados
fueron expresados como la fuerza necesaria para comprimir 20% de la altura inicial

del fruto expresado en Newtons (N) (Giovanelli y Buratti, 2014).

5.4.5. Contenido de sélidos solubles totales y acidez titulable
Para la medicién de acidez titulable se empleé el método 942.15 de la AOAC (2005)
con algunas modificaciones de Gonzalez-Orozco (2018), 5 g de frambuesa fueron
homogenizados en 5 ml de agua destilada utilizando un Ultra Turrax (T 25). A dicha
dilucion se le midieron los sélidos solubles totales (°Brix) utilizando un refractometro
digital (A. Kriiss Optronic GmbH) y el resultado fue expresado como porcentaje (%6).
Para la acidez titulable, una alicuota de 1mL de la primera dilucion se disolvié en 9

mL de agua destilada, la dilucion se titulé6 con NaOH 0.1 N hasta alcanzar un pH de
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8.2 £ 0.2. La acidez titulable fue expresada como porcentaje de acido citrico en 100

g de muestra utilizando la siguiente expresion:

Titulo (ml) x N(NaCl) X Vol.aforado(ml) X eq acido citrico x 100
Vol.muestra(ml) X Peso de la muestra(g) x 1000

% acidez =

5.5. Actividad de enzimas de degradacién de pared celular
5.5.1. Obtencién del extracto enziméatico (PME y PG)

El extracto de enzimas se obtuvo mediante el método descrito por Carabali y col.,
(2009), con ligeras modificaciones. Cinco gramos de la pulpa del fruto de guayaba
se molieron en un homogenizador ULTRA-TURRAX T25 durante 1 min a 13500
rpm, con 20 mL de buffer de extraccién (citrato-fosfato 0.1M, NaCl 0.1M, DTT
(ditiotreitol) 1mM, pH 7). Posteriormente, se centrifugd a 10000 rpm a 4 °C durante
30 min. El sobrenadante se filtr6 mediante vacio y constituyo el extracto utilizado
para la cuantificacion de proteina y la actividad de pectinmetilesterasa y

poligalacturonasa.

5.5.2. Actividad de Pectinmetilesterasa (PME)
Se prepar6 una mezcla de reaccion con 2.5 mL de extracto enzimatico y 25 mL de
pectina citrica de alto metoxilo al 1 % y NaCl 0.2 M a pH 7.0 ajustando con NaOH
0.01 N. La mezcla de reaccion se incub6 a 30 °C por 20 min. La actividad de la PME
se determin6 por cuantificacidon de los grupos carboxilo liberados por la PME
mediante su titulacion por neutralizacion con NaOH 0.01 M. Para lo cual, se midi6é
el volumen de hidréxido de sodio necesario para ajustar el pH nuevamente a 7.0.
Se realizaron blancos de sustrato y de extracto, en los cuales se mantuvieron las
mismas condiciones de incubacién y de cuantificaciébn que en la mezcla de reaccion.
La unidad de actividad especifica de PME fue definida como los moles de hidrogeno

liberados por min por kg de proteina (Carabali y col., 2009).

5.5.3. Actividad de la Poligalacturonasa (PG)
La cuantificacion se realizé por espectrofotometria mediante el método reportado
por Pires y Finardi-Filho, (2005), con algunas modificaciones. 100 uL de extracto

enzimatico se incubaron con 0.3 mL de acido poligalacturénico al 0.5% v/v, durante
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30 min a 37 °C. Transcurridos los 30 min, la reaccion se detuvo utilizando 2 mL de
buffer borato (0.1 M. pH 9) y 0.4 mL de cianocetamida al 1% v/v. Después de parar
la reaccion, la mezcla se homogeniz6 y se llevd a ebullicibn por 10 min.
Posteriormente, se enfri6 y se midi6 la absorbancia a 276 nm en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 40. La liberacién de unidades de &cido
galacturonico se determind con base en una curva patrén de acido galaturénico (0
a 48 ug) y la actividad especifica se expreso en unidades de acido galacturénico

liberado por kg de proteina en un minuto de reaccion (mol kg-1 de proteina min-1).

5.5.4. Actividad de Pectato Liasa (PL)
Para determinar la actividad de la PL se realizé por el método descrito por Payasi y
Sanwal (2003) con ligeras modificaciones en 50 g de pulpa se homogeneizaron en
200 ml de 0.02 M tampédn de fosfato de sodio (pH 7.0) que contenia 0.02 M de
cisteina, el homogenizado se centrifugé a 12,000 rpm durante 20min a 2°C. Las
proteinas solubles se precipitaron mediante la adicion de sulfato de amonio saturado
(35%) en un bafio de hielo, los sedimentos se recogieron después de centrifugar a
15,000 rpm durante 30 min para después ser disueltos en tampon fosfato de sodio
0.02M (pH 7.0) y el sobrenadante se separdé como el extracto enzimatico crudo y

fueempleado para realizar la determinacion de la actividad de la enzima.

La actividad de PL se determiné por el método descrito por (Collmer y col., 1988).
La mezcla de reaccion consistio en 1 ml de &cido poligalacturénico al 0,36% (p / v)
en tampon Tris-HCI 0,05 M (pH 8,5), 0,6 ml de CaCl2 4 mMy 1 ml de enzima cruda.
Las mezclas de reaccion se incubaron a 37 ° C durante 30 minutos. Para el blanco,
se afiadi6 sustrato después de la incubacion, y la absorbancia a 232 nm se ley6
inmediatamente. Una unidad de enzima se defini6 como una unidad de absorbancia

gue aumenta por minuto a 232 nm.

5.5.5. Actividad de B-Galactosidasa (B-Gal)
Las B-galactosidasas se extrajeron de acuerdo con el método descrito por Andrew
(1994). Dos gramos de tejido fresco fueron homogeneizados con 15 ml de tampon
de fosfato de sodio 10 mM frio (pH 5.0) conteniendo 1% (v / v) de 2-mercaptoetanol

y 5% (p / v) polivinilpolipirrolidona. Los homogeneizados se centrifugaron a 12,000
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x g durante 20 min a 2 ° C y se consider6 el sobrenadante como el extracto

enzimatico crudo.

La actividad de - Gal fue analizado por el método descrito por Ranwala y col.

(1992) usando p -nitrofenilo 8 -D- galactopirandsido como sustrato.

La mezcla de reaccion consistié en 1 ml de sustrato 5 mM en tampdn de acetato de
sodio 40 mM (pH 5.0) y 1 ml de enzima. Las mezclas de reaccion se incubaron a 37
° C por 30 min. La reaccién se termin¢ afiadiendo 2 ml de Na2B4O7 10 mM (pH 9,2)
y la absorbancia se leeyo a 410 nm utilizando un espectrofotdmetro Lambda 40
UVvisible (Perkin Elmer Instruments). La actividad enzimatica se defini6 como la
cantidad de enzima que cataliza la liberacién de 1 nmol de p -nitrofenol por minuto
a 37°C.

5.6. Determinacién de pectatos de calcio

La fruta se homogeniz6 segin Wang y col. (2014) (5 g) con 20 ml de etanol al 95 %
usando un homogeneizador (Ultra-Turrax T25, IKA-Labortechnik, Staufen,
Alemania) a 25,000 rpm durante 1 minuto. El homogeneizado se incub6 en un bafio
de agua en ebullicion durante 20 min y se filtr6 a través de un miracloth
(CalbioChem, LaJolla, California, EE. UU.). El residuo se transfirio a 100 ml de
cloroformo: metanol (1: 1, v/ v) y se agité durante 30 minutos. Posteriormente, el
residuo se enjuagoé con 100 ml de etanol al 80 % y acetona al 100 % antes de secar
a 25 °C. Para el ensayo de calcio unido a la pared celular, se calcinaron 10 mg de
pared celular en una mufla (Dongyang Science Co., Corea) a 600 °C durante 8 h.
Después de la calcinacion, las cenizas se disolvieron con 10 ml de HCI 0,1 N. El
calcio unido de la pared celular se cuantifico mediante un espectrometro de

absorcion atomica (AA-7000, Shimadzu, Japon).
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6. Resultados y discusién

6.1. Parametros fisicoquimicos y fisiolégicos
6.1.1. Tasa de respiracion

Debido a la alta perecibilidad de la frambuesa uno de los objetivos del manejo
postcosecha es disminuir la tasa de respiracion con bajas temperaturas en
combinacion con atmosferas controladas (altos niveles CO2 y bajos de O2) en las
camaras de almacenamiento para asegurar una optima calidad de fruto al momento
de su consumo (Jin y col., 2012; Gonzalez-Orozco y col., 2018). Como lo reporta
Haffner y col. (2002) para 5 variedades de frambuesa roja almacenadas en AC
(10%02 + 15% CO2) por 7 dias donde las AC disminuyeron su tasa de respiracion

en comparacion con la fruta almacenada en aire.

En el presente trabajo, para el tratamiento de AC por tres dias T1(3d) en ambas
variedades no se observaron diferencias significativas en la tasa de respiracion
respecto al control en aire (Tabla 5), no obstante la fruta sometida a AC tendi6 a
mostrar una menor tasa. Este fendmeno fue mas marcado una vez que se hizo la
transferencia de AC a aire y a medida que avanza el almacenamiento en aire la fruta
tiende a estabilizarse hasta un valor mas cercano a el control, lo que concuerda con
lo ya reportado en frambuesa por Haffner y col. (2002), en donde la fruta con AC
tuvo menor tasa de respiracion respecto al control en aire (4.93 y 5.89 mmol CO2/kg
por h, respectivamente). Segun lo reportado por Gonzalez-Orozco y col. (2018) en
la variedad Adelita el tratamiento temprano de 1-3DA present6 su mayor tasa de
respiracion inmediatamente después del tratamiento en el dia 3 con 26 mL CO2/Kg-
h respecto al control en aire 6.8 mL CO2/Kg-h y al finalizar el almacenamiento (dia
14) el tratamiento temprano fue diferente al control en aire presentando una menor
tasa de respiracion (14.8 y 17.5 mL CO2/Kg-h, respectivamente). Mientras que
Ledesma-Valladolid, (2019) reporto en zarzamora sometida a AC (10%0:2 +
15%CO02) por 3y 7 dias a 1°C, una menor tasa de respiracion que el control en aire
(5.49, 3.42 y 8.79 mL CO2/Kg-h, respectivamente a los 3 dias) lo que concuerda con
lo reportado en el presente trabajo.

42



La variacidon de resultados puede deberse a las diferencias en las variedades de
frambuesa evaluadas, asi como al estado de madurez de los frutos en el momento
del estudio, ya que a pesar de que se tomaron frutos cosechados de acuerdo a los
estandares de comercializacion, puede haber diferencias en el estado de madurez.
Tabla 5. Cambios en la tasa de respiracion y produccion de etileno de los frutos de

frambuesa roja cv. Adelita y cv. Evita almacenados en AC por 3 dias T1(3d) y aire
(16d) a 1°C.

Color Dia Tratamiento Variedad
Adelita Evita
Tasa de | O Aire 161.74+12.24bcdA  187.40+£23.702A
respiracion (mL Aire 204.51+12.24%A  223.46+23.702A
CO2/Kg-h) T1(3d) 106.74+12.24%  136.88+23.70%A
11 Aire 202.07£12.24bcA  226.72+23.70%A
T1(3d) 143.40+12.24%A  219.38+23.70%A
16 Aire 301.07+12.24A 116.72+23.703A
T1(3d) 269.29+12.243A 122.22+23.703A
Producciéon de | 0 Aire 553.33+82.33b¢A ND
etileno 7 Aire 449.46+82.33A  905.06+£187.5020A
(ppm/kg*h) T1(3d) 626.65+82.3304 881.22+187.5020A
11 Aire 742.33+£82.330A 804.40+£187.5020A
T1(3d) 1210.74+82.333A  1042.82+187.502A
16 Aire ND 432.31+187.5020A
T1(3d) ND 730.37+£187.5020A

Medias + DE (n=3). Valores en la misma columna seguidos por letras minasculas diferentes y en la
misma fila con letras mayusculas diferentes presentan diferencias estadisticas significativas entre
variedades y tratamientos respectivamente de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0.05), los datos

no cuantificables se representan (ND).

En la produccion de etileno tampoco se observé un efecto (p<0.05) entre las
diferentes variedades lo cual nos indica que la produccion de etileno no se ve
afectada por la aplicacion de AC (10%0:2 y 15%COQO2) (Tabla 5). En cv. Adelita
encontramos que hubo diferencia estadistica en el dia 11 encontrando mayor
produccion de etileno en el tratamiento T1(3d) con respecto al control en aire
(1210.10 y 742.33 ppm/kg*h, respectivamente), mientras que para cv. Evita no se

observd efecto significativo alguno entre los dias de almacenamiento, lo cual
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concuerda con lo reportado por Tian, Hewett y Lill (1994) quienes evaluaron el
efecto del didxido de carbono en enzimas formadoras de etileno en pera en donde
observaron que en este fruto la produccion de etileno con 20% CO:2 durante el
almacenamiento fue similar al control en aire a los 35 dias (23.9y 22.2 nl C2H4 g-1
h', respectivamente).

6.1.2. Pérdida de peso
Independientemente de la variedad de frambuesa evaluada, al dia 16 de
almacenamiento, se observd menor pérdida de peso en las muestras sometidas a
AC en comparacion con los frutos control (almacenados en aire); esto demuestra
gue el tratamiento de AC es efectivo para retrasar la pérdida de peso en frambuesa
(Figura 13). Con el tratamiento T1(3d) la variedad ‘Adelita’ disminuy6 su pérdida de
peso en casi el 50% en comparacion a lo que presentd el control, mientras que la
variedad ‘Evita’ redujo su pérdida de peso en solo 14.2% respecto a los frutos
almacenados en aire. Estos datos sefialan que las AC disminuyen la pérdida de

peso, pero este efecto fue diferencial en funcién de la variedad sometida al proceso.

La pérdida de peso generalmente se correlaciona con la tasa de respiracién y a la
transpiracion de los frutos. Uno de los principales propésitos de las AC es disminuir
la pérdida de peso, ya que asi se mantiene la turgencia y calidad de los frutos
(Haffner y col., 2002; Eun-Hay col., 2017; Gonzéalez-Orozco y col., 2018).
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Figura 13. Porcentaje de pérdida de peso (%pp) de frutos de frambuesa cv. Adelita
y Evita almacenados en AC T1(3d) y aire (16d) a 1°C.

Esta pérdida de peso observada independiente del tratamiento se podria atribuir a
la tasa de respiracién; sin embargo, en este estudio, no se observo una correlacion
de este tipo, ya que no hubo diferencia significativa entre dias y tratamientos en la
tasa de respiracion por tanto la menor pérdida de peso no se debe completamente
a la respiracion. De acuerdo con Alba-Jiménez y col. (2018) una posible explicacion
de una menor pérdida de peso podria deberse a que el calcio puede retrasar la
velocidad de respiracion y disminuir la pérdida de agua por transpiracion, lo cual
ayudaria a mantener al producto con mejores caracteristicas sensoriales como una
mejor apariencia, mejor elasticidad, crujencia o turgencia. Por su parte Kriger y col.
(2011) indicaron pérdidas de peso del 7.2% en frutos almacenados en aire 3 dias

con temperatura de 2-4°C a HR de 95% mas 1 dia a 20°C. Sin embargo, Gonzalez-
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Orozco y col. (2020) reportaron que para frambuesa roja (R. idaeus L.) la pérdida
de peso de los frutos almacenados en aire con refrigeracion por 14 dias fue 12.6%,
mientras que para los frutos almacenados con AC por 3 dias mas 11 dias en aire
con refrigeracion fue 12.1%, esta gran variacion en resultados puede deberse a
diferencias en las variedades de frambuesa evaluadas, al estado de madurez de los
frutos en el momento del estudio, asi como a las condiciones cambiantes de

temperatura (0.5-2.5°C) y HR (80-90%) durante el almacenamiento.

6.1.3. Color

La comparacion de los pardmetros de color entre variedades mostroé diferencia
significativa (p<0.05). La variedad ‘Adelita’ mostré valores de color
significativamente mas altos que la variedad ‘Evita’ (Tabla 6). La luminosidad (L*)
en ambas variedades al final del almacenamiento no mostr6 diferencias
significativas respecto al tratamiento y los dias de almacenamiento, lo cual
concuerda con lo reportado por Gonzalez-Orozco y col., (2018). En los demas
pardmetros de color (a*, b*, hue y C) que se evaluaron en la variedad Adelita no se
observaron diferencias por efecto de los tratamientos (AC y control) y dias de
almacenamiento (16d).

Tabla 6. Cambios en el color objetivo (L*, a*, b*, hue y C) de los frutos de frambuesa
roja cv. Adelita y cv. Evita almacenados en AC T1(3d) y aire (16d) a 1°C.

Color Dia Tratamiento Variedad

Adelita Evita

L* 0 Aire 34.1620.643A 30.68+0.43B
16  Aire 26.99+0.64% 26.2620.43d8

T1(3d) 27.52+0.64%0A 25.88+0.43¢B

a* 0 Aire 24.49+0.853bcdA 30.40+0.5548

16 Aire 27.65+0.8530A 21.51+0.55¢8

T1(3d) 26.06+0.8530cA 20.92+0.55¢8

b* 0 Aire 12.43%0.713bcA 15.38+0.4038

16 Aire 14.43+0.71% 9.15+0.40¢cdB

T1(3d) 13.2820.712bA 8.85+0.40¢cdB

hue 0 Aire 26.29+0.653A 26.71+0.3938

16 Aire 27.23+0.65% 22.85+0.398
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T1(3d) 26.46+0.65%°A 22.85+0.39¢8

C ‘ 0  Aire 27.50+1.0720¢A 34.08+0.66%
‘ 16  Aire 31.22+1.072A 23.40+0.668
‘ T1(3d) 29.29+1.072bA 22.73+0.668

Medias + DE (n=3). Valores en la misma columna seguidos por letras minUsculas diferentes y en la
misma fila con letras mayusculas diferentes presentan diferencias estadisticas significativas entre

variedades y tratamientos respectivamente de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0.05).

Segun lo reportado por Haffner y col., (2002) para 5 variedades de frambuesa roja
almacenadas en AC (10%02 + 15% CO2) por 7 dias, la luminosidad (L*) de los
frutos fue mayor después del almacenamiento en AC con respecto al control y los
valores fueron similares a los que presentaron los frutos al inicio del
almacenamiento. Ademas, reportaron que al incrementar el tiempo de exposicion
se logra disminuir el incremento en a* respecto al tratamiento control a través de la
implementacion de AC, lo cual indicaria una mayor preservacion de las
caracteristicas deseadas en la frambuesa. Por otro lado, la fruta control en conjunto
con lo observado en los parametros L y b* muestran una clara y progresiva
disminucién de la calidad de los frutos produciéndose coloraciones rojas opacas las
cuales son caracteristicas de frutos senescentes y de poca calidad.

Se sabe que el color estd estrechamente relacionado con la concentracion y
composicion de antocianinas en la fruta. Palonen y Weber (2019) examinaron la
relacion entre la produccion de etileno, la estabilidad del color, el contenido de
antocianinas, la calidad postcosechay lavida util en cinco genotipos de frambuesa
durante el almacenamiento a 1 °C y 7°C, en donde observaron una respuesta
de la sintesis de antocianinas a la temperatura, ya que el aumento promedio de
antocianinas en todos los genotipos fue de 45% a 1° C y del 80% a 7°C durante 8
dias de almacenamiento. Es decir, la temperatura juega un papel importante en la
calidad de fruto, al pasar la coloracion de la fruta de roja brillante a roja oscura. Sin
embargo, (Kalty col., 1999) argumentan que la disminucion de los acidos organicos
juega un papel importante en el aumento de las antocianinas durante el
almacenamiento y puede proporcionar esqueletos de carbono para la sintesis de
los compuestos fendlicos tales como las antocianinas. Por otro lado, se ha

demostrado que la falta de cuticula protectora y una tasa de respiracion alta de la
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fruta conduce a una rapida pérdida de humedad después de la cosecha (Mackenzie,
1979; Perkins-Veazie, 2013). Krtger y col. (2011) afirman que el aumento de
antocianinas se debe a la considerable pérdida de peso de las bayas durante el
almacenamiento, lo anterior podria explicar el cambio de color en el fruto observado

en el presente estudio.

6.1.4. Firmeza
Los cambios de firmeza en las dos variedades estudiadas indicaron que, durante
todo el almacenamiento, la variedad ‘Adelita’ tuvo valores de firmeza
significativamente mayores que la variedad ‘Evita’ (Figura 14). Dentro de este
comportamiento varietal, la aplicacion de AC por tres dias incrementé los valores de

firmeza significativamente respecto de los frutos almacenados en aire.

Lo anterior, difiere con lo previamente reportado por Gonzalez-Orozco y col. (2018)
para frambuesa roja de la cv. Adelita almacenada en AC (15% CO2 + 10% O32) en
donde se sometid a diferentes tiempos de exposicion temprano (1-3 DA), intermedio
(4-6 DA) y Continuo (1-14 DA) en almacenamiento a 1°C, reportando que el
tratamiento temprano de 3DA en AC mas 11 dias en refrigeracion no resultd
diferente al control en aire en la pérdida de firmeza durante el almacenamiento con
respecto al dia 0. No obstante, el tratamiento continuo present6 los valores de
firmeza mas altos incluso observandose un incremento en la firmeza en el dia 14
(4.9 N) con respecto al dia 0 (2.4 N). Por otra parte, Haffner y col. (2002)
almacenaron frambuesa por 7 dias en una AC con la misma concentracion de gases
que la utilizada en el presente trabajo, encontrando que la firmeza no present6
cambios respecto al control. Sin embargo, podemos decir que tratamiento T1(3d)
independientemente de la variedad tiene un efecto significativo, lo cual indica que
es suficiente almacenar los frutos durante 3 dias para tener el impacto deseado en

la firmeza.
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Figura 14. Firmeza (N) de frutos de frambuesa cv. Adelita y Evita almacenados en

AC T1(3d) y aire (16d) a 1°C.

La pérdida de la firmeza en los frutos se relaciona principalmente con la pérdida de

peso. Sin embargo, en este estudio, encontramos que la fruta sometida a AC

presenta una menor pérdida de peso respecto al control en aire, mientras que se

mantiene la firmeza e incluso aumenta, lo cual no podemos atribuir completamente

a la pérdida de peso por tanto se puede atribuir a degradacién de la pared celular

(Figura 15).
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Hwang y col. (2012), indicaron que en fresas almacenadas en AC mostré un
incremento transitorio en la firmeza del fruto, sugiriendo que en frutos expuestos a
altas concentraciones de CO2, este comportamiento puede estar relacionado con
cambios de pH en el apoplasto que induce la adhesion célula-célula por un aumento
de la retencién de calcio celular. Esto puede favorecer la formacién de pectatos de
calcio en la pared celular (Harker y col. 2000), estos datos parecen sugerir que los
frutos de frambuesa almacenados en AC debieran tener un mayor contenido de

pectatos que favorecerian el manetnimiento de la firmeza

6.1.5. Solidos solubles totales, acidez titulable y pH
En la tabla 7 se muestran los resultados de solidos solubles totales (SST), acidez
titulable (AT) y pH, donde se observan diferencias significativas entre variedades

para cada parametro evaluado.

Al final del almacenamiento, frutos de la cv. Adelita del tratamiento T21(3d)
presentaron mayor contenido SST que el control (10.67 °Bx y 8.59 °BXx,
respectivamente), sin embargo, con respecto al dia cero, los SST del control
disminuyeron, lo cual sugiere que estos Ultimos presentaron un estado de
senescencia mas avanzado que los sometidos a AC. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Gonzalez-Orozco y col. (2018) para frambuesa cv. Adelita con
exposicion en AC entre los dias 1 y 3 dias mostrando un ligero incremento en SST
en comparacién al control (6.7°Bx y 6.1°Bx). En cuanto a la AT, ésta tendi6é a
disminuir con la madurez del fruto. Lo cual fue confirmado en el presente estudio,
donde la AT de las cv. Adelita y Evita disminuyeron durante el almacenamiento en
ambas condiciones AC y control, mientras que no hubo efecto del tratamiento de
AC. Estos resultados concuerdan con lo reportado con Gonzéalez-Orozco y col.
(2018) e indican que el contenido de &cidos organicos esta influenciado por la
variedad y el estado de madurez de los frutos.

Tabla 7. Cambios en SST, AT y °Brix de los frutos de frambuesa roja cv. Adelita y
cv. Evita almacenados en AC T1(3d) y aire (16d) a 1°C.

Color Dia Tratamiento Variedad
Adelita Evita
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SST (°Brix) | O Aire 9.20+0.44%8  10.55+0.4520cA

16 Aire 8.59+0.4438 11.81+0.45%A

T1(3d) 10.67+£0.4428  11.38+0.452°A

AT (%acido | O Aire 0.20+0.006%®  0.65+0.032A
citrico)

16 Aire 0.15+0.006¢48  0.48+0.03cdeA

T1(3d) 0.14+0.006%  0.49+0.03cdeA

pH 0 Aire 3.03+0.01¢dB 3.12+0.03¢"

16 Aire 3.18+0.0128 3.50£0.03bcA

T1(3d) 3.04+0.01¢dB 3.49+0.03bcA

Medias £ DE (n=3). Valores en la misma columna seguidos por letras minasculas diferentes y en la
misma fila con letras mayudsculas diferentes presentan diferencias estadisticas significativas entre

variedades y tratamientos respectivamente de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0.05).

Se observaron diferencias en el pH de los frutos de ambas variedades durante el
almacenamiento tanto en AC como en frutos control. El pH en cv. Adelita fue mayor
en frutos control después de los 16 DA en comparacion con los de AC (3.18 y 3.04
respectivamente), mientras que para la cv. Adelita no se observé diferencia entre
tratamientos al final del almacenamiento, lo cual concuerda con lo observado en
acidez titulable. Hwang y col. (2012) reportaron que al someter fresas a una
atmosfera enriquecida con COg, el pH intracelular disminuy0d, argumentando que
probablemente se deba a la disolucién del CO: en el fruto y ésta acidificacion ejerce
cambios en los polimeros pécticos y como consecuencia se logra mantener la
firmeza de los frutos. Este fendmeno podria explicar lo encontrado en el presente
trabajo, donde se mantuvo e incluso se aumentd la firmeza de los frutos de
frambuesa con la AC. Por otro lado, Haffner y col. (2002) reportaron que el
almacenamiento en AC (10%02 + 15%C02) no provoc6 cambios en la SST, AT y
pH de los frutos después del almacenamiento por 7 dias. De igual manera, los pocos
cambios en SST, AT y pH encontrados pueden asociarse a la variabilidad en el

estado de madurez inicial de los frutos.
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6.2. Efectos delas AC en la actividad enzimética de pared celular
6.2.1. Actividad de PME

La enzima PME hidroliza el enlace éster de las pectinas generando metanol, y el C-

6 presente en los residuos de acido galacturénico de las pectinas se transforma en

un grupo carboxilo. La disociacién de este grupo carboxilo genera protones que

producen un descenso en el pH del medio de reaccion, lo cual nos indica una mayor

degradacion de las pectinas (Guillermo, 2007).

Al inicio del almacenamiento, la actividad de PME en la variedad ‘Adelita’ fue
significativamente mayor que la observada en la variedad ‘Evita’(Figuras 16 Ay B),
en los tres primeros dias de almacenamiento, se observé una notable disminucién
de la actividad en ambas variedades y a partir del dia 7 las actividades se elevan en
las muestras tratadas con aire y mantuvo valores significativamente mayores que
las muestras tratadas con AC. Estos datos parecen indicar que bajo el efecto de las
AC aplicadas en los 3 primeros dias, la actividad de esta enzima se reduce
notablemente y se vuelve a elevar al transferir los frutos a una atmaosfera con aire,
lo cual indica que la desmetilacion de las pectinas es disminuida por la accién de
AC y por tanto la generacion de sustrato para accion de la poligalaturonasa se ve
reducido en esta condicion. Esta aseveracion sefiala que la degracion de las
pectinas, por estas enzimas se ve disminuida por la accion de la AC vy
probablemente la formacion de pectatos de calcio no se vea favorecida o se

encuentren en menor concentracion.

Por otro lado, bajo una atmaésfera de aire y después de 7 dias de almacenamiento,
la actividad de PME fue mayor (especialmente en la variedad ‘Evita’), lo cual sefala
que en esta condicion hubo una mayor desmetilacion de la pectina, una mayor
formacion de grupos carboxilo y por tanto un mejor sustrato para la

poligalacturonasa y mayores posibilidades de formacién de pectatos de calcio.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) hacia el final
del almacenamiento entre tratamientos en la cv. Adelita (Figura 16, A), lo cual nos
indica que la actividad de dicha enzima no se ve afectada por la aplicacion de AC

esto es cierto en ‘Adelita’ pero no en ‘Evita’. Estos datos muestran una variabilidad
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de resultados entre variedades como también se ha demostrado en otros frutos;
Ledesma-Valladolid, (2019) trabajando con zarzamora ‘Tupy’ no observaron un
efecto de la aplicacion de AC (10%0:2y 15%CO2) por 3y 7 dias de almacenamiento
respecto de los frutos almacenados en aire. Hwang y col. (2012), por su parte
reportaron que los cambios de firmeza en fresa por el tratamiento con alto CO2 no
influyeron en la actividad de la PME. Sin embargo, en la cv. Evita se observo una
menor actividad inicial de PME, asi como una disminucion de la misma con el
tratamiento T1(3d) respecto a el control en aire (Figura 16, B) después del dia 14,

lo cual podria asociarse a un estado avanzado de senescencia en los frutos control.
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Figura 16. Cambios en la actividad especifica de PME (mol min-t Kg proteina) de
frutos de frambuesa cv. Adelita (A) y Evita (B) almacenados en AC T1(3d) y aire
(16d) a 1°C.

6.2.2. Actividad de PG
Las actividades de esta enzima fueron significativamente mayores en la variedad
‘Adelita’ y notablemente menores en la variedad ‘Evita’ (Figura 17). El efecto de las
AC en la actividad de esta enzima también fue influenciado por la variedad y del
tiempo de almacenamiento. Los frutos de la variedad ‘Adelita’ almacenados en aire
y dentro de los 7 y 11dias de almacenamiento tuvieron una mayor actividad que los
frutos almacenados en AC. Por su parte, la variedad ‘Evita’ no mostré efectos del

tipo de atmdsfera aplicado en la actividad de esta enzima.
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La mayor actividad de PME, en la atmésfera de aire, soportaria la idea que se podria
tener sustratos para la enzima PG y con ello explicar la pérdida de firmeza mostrada
por esos frutos. Este esquema parece ser observado en la variedad ‘Adelita’ pero
no tan claramente en la variedad ‘Evita’. Estos datos sugieren que la pérdida de
firmeza en los frutos almacenados en aire parece ser explicada parcialmente por la
actividad de esta enzima. A su vez, la menor actividad de PG observada en los
frutos de la variedad ‘Adelita’ almacenados con AC parece explicar la retencién de
firmeza de esas muestras. No obstante, los datos de la variedad ‘Evita’ no soportan

claramente la misma idea.

Los resultados mostraron que después del almacenamiento (16d) del fruto, en la
actividad de PG no se encontro diferencia significativa (p<0.05) entre el tratamiento
y el control para ambas variedades Adelita y Evita) (Figura 17). El comportamiento
de la actividad de PG durante los dias de almacenamiento es transitorio mostrando
mayores niveles en la actividad conforme se incrementaron los dias de
almacenamiento (Anexo 1). De igual manera, se observd menor actividad en el dia
3y 7 en lafruta tratada con AC respecto al control en aire, tanto en cv. Adelita como
cv. Evita, observando una relaciéon de los resultados con la evaluacion de firmeza,
teniendo una menor firmeza en el control y valores mas altos en la actividad de la
PG. Lo que concuerda con lo reportado por Ledesma-Valladolid, (2019) en
zarzamora, donde observaron que a una mayor exposicion de AC en frutos
almacenados 3y 7 dias a 1°C se tiene una menor actividad enziméatica respecto al

control.
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Figura 17. Cambios en la actividad especifica de PG (mol min-t Kg proteina!) de
frutos de frambuesa cv. Adelita (A) y Evita (B) almacenados en AC T1(3d) y aire
(16d) a 1°C.

6.2.3. Actividad de PL
Las actividades de esta enzima fueron mayores (p<0.05) en la variedad ‘Adelita’ y
menores en la variedad ‘Evita’ (Figura 18 A y B). El efecto de las AC en la actividad
enzimatica fue influenciado por variedad y el tiempo de almacenamiento a los dias
3y 7 se observod un incremento en la actividad de ambas variedades siendo adn
mas elevado en aire. Estos datos parecen indicar que bajo el efecto de las AC
aplicadas en los 3 primeros dias, la actividad de esta enzima se reduce, para
cambiar en el transcurso de los dias de almacenamiento con una atmédsfera con
aire, lo cual indica que la desmetilacion de las pectinas debido a la PME es
disminuida por la accion de AC y por tanto la generacion de sustrato (HG) para
accion de la poligalacturonasa y la pectato liasa se ve reducido en esta condicion.
Esto sefiala que la disminucion de actividad de PL de fruta tratada con AC
probablemente la formacién de pectatos de calcio no se vea favorecida o se
encuentren en menor concentracion. Es decir, la menor actividad de PME con AC,
soporta la idea de una menor actividad de la PL y con cuerda con lo ya mencionado

de un aumento o mantenimiento de firmeza mostrada por esos frutos.
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Por su parte Wang y col. (2014) quienes evaluaron enzimas de degradacion de
pared celular como PL, en rodajas de fresas tratadas con CO:2 a alta presion,
observando que la actividad de PL a la baja se puede deber al acido carbonico el
cual podria formarse mediante un tratamiento con CO2 a alta presion en los
apoplastos de la fruta, ya que puede formar protones que afecta al menos en parte
la actividad de PL al ser una enzima alcalina. Asi la regulacion a la baja de PL puede
contribuir con el mantenimiento de la firmeza y ralentizar el proceso de
ablandamiento, obteniéndose frutos con una mayor resistencia a la prueba de
compresion (Figura 14).
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Figura 18. Cambios en la actividad especifica de PL (mol min-t Kg proteina!) de
frutos de frambuesa cv. Adelita (A) y Evita (B) almacenados en AC T1(3d) y aire
(16d) a 1°C.

6.2.4. Actividad B-Gal
Los cambios en actividad de esta enzima fueron estadisticamente significativos
(p=<0.05) en ambas variedades (Figura 18 A y B). El efecto de las AC en la actividad
enzimatica fue influido por variedad y practicamente en todo el tiempo de
almacenamiento de la fruta se observo un incremento en la actividad de ambas

variedades siendo aln mas elevado en aire.

Estos datos parecen indicar que bajo el efecto de las AC aplicadas en los 3 primeros
dias de almacenamiento, se observd un aumento constante de la actividad en

ambas variedades, las actividades se elevan mas en las muestras tratadas con aire
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y mantuvo valores significativamente mayores que las muestras tratadas con AC.
Los datos indican que bajo el efecto de las AC se disminuye la actividad respecto a
las muestras tratadas con aire, lo cual sugiere la degradacion de los galactanos y
ramnogalacturonanos y da soporte a la idea de que esta enzima pudiera estar
involucrada en la pérdida de firmeza de los frutos, por tanto, la galactosa libre

acelera la maduracion del fruto.

Wang y col. (2014) en donde investigaron enzimas degradantes de pared celular
como B-Gal, en rodajas de fresas tratadas con CO: a alta presion se reporta que la
B-Gal no se vio afectada por el tratamiento con alta presion a CO:z lo que difiere con
lo encontrado en el presente trabajo; sin embargo, el tratamiento difiere a la

composicion empleada como AC en este estudio.
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Figura 19.Cambios en la actividad especifica de B-Gal (mol min-t Kg proteinat) de
frutos de frambuesa cv. Adelita (A) y Evita (B) almacenados en AC T1(3d) y aire
(16d) a 1°C.

6.3. Determinacion de pectatos de calcio

En el estudio de la participacion del calcio en la interaccion con polimeros pécticos
se ha especulado que los cambios cuantitativos en la solubilidad de pectina se
deben a cambios mediados por CO: en la distribucién de calcio (Grant y col., 1973;
Morris y col., 2009). Para evaluarlo, se determiné el contenido de calcio en pared

celular de la fruta al inicio del almacenamiento ademas de los dias en que se
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observd mayor firmeza de la fruta (3 y7 DA). Asi bien algunos autores como O”Neill
y York (2003) mencionan que la integridad de la membrana depende de varios
factores que interactuan, por ejemplo, la disponibilidad del calcio que ha mostrado

tener una influencia en su estabilizacion.

En el contenido de calcio no se observaron efectos (p<0.05) entre las diferentes
variedades Yy tratamientos aplicados (Figura 21), lo cual difiere con lo reportado por
Hwan y col. (2012), quienes reportan que la firmeza de la fresa tratada con CO2 a
alta presion (100 kPa de CO2) aumenta la firmeza y se integra la idea de que el Ca*?
esté involucrado en la redistribucion de polisacaridos pécticos. Por otro lado, Wang
y col. (2014) reportan que el tratamiento a corto plazo con CO2 a alta presion
(99,8%CO2 + 0,002% O3) induce eficazmente un rpido aumento de la firmeza de
las fresas y estad asociado con un incremento en la retencion del calcio celular
favoreciendo la formacion de pectatos de calcio en la pared; asi mismo nosotros
especulamos que probablemente el aumento del calcio se deba a que en el trabajo
de Wang y col. (2014) se manejo un alto contenido de CO2 que es superior al
empleado en el presente trabajo y por tanto se ve reflejado en los cambios en el
contenido de calcio de la pared celular.
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Figura 20. Cambios en el contenido de calcio (mg/Kg) de frutos de frambuesa cv.
Adelita (A) y Evita (B) almacenados en AC en diferentes tiempos de exposicion:
Control en aire (7 DA), T1 (1-3 DA) a 1°C.
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7. Conclusiones

La aplicacion de AC (10%0:2 + 15%CO2) por 3 dias retrasa eficazmente el deterioro
poscosecha de los frutos de frambuesa durante el almacenamiento, incrementando
la vida de anaquel hasta 16 dias en ambas variedades (cv. Adelita y cv. Evita) ya
que mantuvo la calidad poscosecha a lo largo del almacenamiento observandose
menor pérdida de peso y mayor firmeza en los frutos tratados.

En particular cv. Adelita en T1(3d) mantuvo mejor la firmeza del fruto e incluso
aumento en los dias 3y 7 (3.8% y 20.35% respectivamente) en comparacion con el
dia 0.

Se observo una disminucion de la actividad de PG, PL y 3-Gal generalizada entre
variedades y tratamientos con AC, aunque en pocos casos significativa, lo cual en
conjunto con los parametros fisiolégicos y fisicoquimicos podria indicar un retraso
en la degradacion de la pared celular y una mayor preservacion de las

caracteristicas de firmeza deseadas en la frambuesa.

Particularmente la alta actividad de PL y la disminucion de PG en los dias 3y 7 se
correlacionan con el incremento y conservacién de la firmeza observado en la
variedad Adelita, esto debido a una disminucién de la actividad de PME responsable
de la degradacion de la pectina por accion de AC lo que no favorece la formacién

de pectatos de calcio.

Se propone profundizar en la posible interaccion de ambas enzimas y la
cuantificacion y distribucion del calcio a través de técnicas mas sensibles para

confirmar su participacion en los cambios de la firmeza de los frutos de frambuesa.
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Anexo

Anexo 1. Cambios en las medias de los valores de firmeza y actividad enziméatica
de la pared celular de los frutos de frambuesa roja cv. Adelita y cv. Evita
sometidos a AC en diferentes tiempos de exposicion: Control en aire (16DA), T1
(1-3DA) y T2 (1-14DA) a 1°C.

Variedad DA Tratamiento Firmeza PG PL
Adelita |0  Aire 2.85+0.15%cA 13.58+0.70%%A  0.01%0.00%*
3 Aire 2.82+0.15%cA 18.02+0.70**  0.02+0.00%*
T1 2.96+0.15%A  16.83x0.703cA  (0.02+0.00°¢A
7 Aire 2.68+0.15dA  16.640.70%A  0.0420.00%A
T1 3.43+0.15%  13.9420.70PcdeA  0.0420.002A
16 Aire 1.73+0.15°A  17.2120.70>  (.04+0.003bA
T1 1.97+0.15¢A  1573+0.703bcdA 0 ,02+0.00bcdA
Evita 0 Aire 2.01£0.09%8  3.60+0.4128 0.02+0.002A
Aire 1.19+0.098  3.76+0.4128 0.03+0.002A
T1 1.93+0.0928  3.28+0.4128 0.02+0.002A
7 Aire 1.17+0.098  4.07+0.4128 0.03+0.002A
T1 1.65+0.092PB  355+0.4128 0.02+0.002A
16  Aire 0.76£0.09°®  4.66+0.4128 0.03+0.002A
T1 0.95+0.09°®  3.21+0.4128 0.02+0.00%

Anexo 2. Cambios en las medias de la determinacién de calcio de la pared celular
de los frutos de frambuesa roja cv. Adelita y cv. Evita sometidos a AC en
diferentes tiempos de exposicién: Control en aire (16DA), T1 (1-3DA)y T2 (1-

14DA) a 1°C.

Dia Tratamiento Variedad

Adelita

Evita

Calcio
(mg/Kg)

Aire

Aire
T1(3d)
Aire
T1(3d)

3137.43+£862.6734

3064.06+£862.6724
3202.40+862.673A
3136.05+£1056.552A
3370.10+862.6734

3658.80+328.6628

3214.35+328.6628
3276.20+328.6628
3616.05+328.6628
3040.80+328.6638
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