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Resumen

El durazno es uno de los frutos mas conocidos a nivel mundial, es fuente de
carbohidratos, potasio, fosforo, vitaminas y compuestos bio activos. En el periodo
2010-2020, la produccion mundial se increment6 25% alcanzando 25,737,841 tons
en el 2020, de las cuales China produjo el 62%. En contraste, México registré una
produccion de 173,475.89 tons en el 2020 observandose una disminucién de la
produccion y consumo respecto del afio 2010 (227 421 tons). Se desconocen las
causas de esta disminucion pero posiblemente esta relacionada con el fenémeno
de entintado o “inking”, el cual se manifiesta como un oscurecimiento de la piel
mediante reacciones que involucran iones metélicos (Fe, Cu y Zn) que reaccionan
con los compuestos fendlicos del fruto. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
incidencia en campo del entintado en tres variedades de durazno amarillo (‘MG8’,
‘Colegio’ y 229’) del estado de Aguascalientes, México; cuantificar su contenido de
microelementos en la piel y evaluar el efecto de la aplicacion de iones Fe(lll) y el
cepillado en el entintado de los frutos para aportar conocimiento que permitan
dilucidar los mecanismos del entintado del fruto para definir estrategias tecnolégicas
gue lo eviten. Las pieles de 50 frutos entintados y no entintados de cada variedad
fueron separadas y liofilizadas para su analisis de microelementos por
espectroscopia de absorcion atdmica. En muestras de diferentes frutos, se aplicaron
soluciones de Fe(lll) (0, 60 y 250 ppm) o cepillados por 0, 1, 3y 5 min para analizar
su contenido de fenoles, acido clorogénico y la actividad enzimética de PAL, PPOy
POD después de 0, 24 y 48 h de almacenamiento a 1 °C. Las variedades ‘Colegio’
y ‘MG8’ fueron mas susceptibles al entintado y la ‘229’ fue la menos susceptible. El
contenido de Fe(lll), fenoles totales y éacido clorogénico fue mayor en frutos
entintados y también las actividades de PAL, PPO y POD. Las aplicaciones de
Fez2(SO4)s a frutos sin cepillar o cepillados sin la aplicacion de Fe2(S0a4)3
incrementaron los contenidos de fenoles, acido clorogénico y las actividades
enzimaticas. A diferencia de los frutos cepillados, los frutos con Fez(SOa)s sin

cepillar no mostraron incidencia de entintado. Estos resultados sefialaron que las
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aplicaciones de Fe2(SOa4)s indujeron la sintesis de acido clorogénico sin mostrar
signos de entintado; la aplicacion de Fe2(SOa4)s y cepillado de los frutos generd un
mayor entintado comparados con los frutos cepillados. Se discuten alternativas de
control y posibles mecanismos del origen del entintado de estos frutos

Palabras clave: Acido clorogénico, durazno, complejo Fe(lll)-clorogénico, inking,

PAL, PPO, POD, Prunus persica (L.).
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Abstract

Peach is one of the best-known fruit worldwide, it is a source of carbohydrates,
potassium, phosphorus, vitamins and bioactive compounds. On 2010-2020 period,
the world production increased 25% reaching 25,737,841 tons in 2020 and China
produced 62% of that production. On another hand, Mexico registered a production
of 173,475.89 tons in 2020, observing a decrease in production and consumption
compared to the production of 2010 (227,421 tons). The causes of this decrease are
unknown, but it is possibly related to inking, which manifests as a skin discoloration
through reactions involving metal ions (Fe, Cu, and Zn) that react with the phenolic
compounds of the fruit. The objective of this work was. i) to evaluate the field
incidence of inking in three yellow peach varieties (‘MG8’, ‘Colegio’ and ‘229’)
produced in Aguascalientes, Mexico. To quantify its content of microelements on
skin and to evaluate the effect of the Fe(lll) ions and brushing in the inking
development. To provide knowledge that allows elucidating the mechanisms of the
inking of the fruit to define technological strategies that avoid it. The skins of 50
inking and non-inking fruits of each variety were separated and freeze drying to
microelements analysis by atomic absorption spectroscopy. In different fruit
samples, Fe(lll) solutions (0, 60 and 250 ppm) were applied or brushed for 0, 1, 3
and 5 min to analyze their phenolics and chlorogenic acid content as well as the
PAL, PPO and POD enzymatic activities were measured after 0, 24 and 48 h of
storage at 1 °C. The ‘Colegio’ and ‘MG8’ varieties were more susceptible to inking
and ‘229’ variety was the least susceptible. The content of Fe(lll), total phenols and
chlorogenic acid was higher in inking fruit and also the PAL, PPO and POD activities.
The Fe2(S0a4)s solution applications to fruits without brushing or brushing without
Fe2(S0a4)s application, increased the phenolics contents, chlorogenic acid and the
enzymatic activities. Unlike the brushed fruit, the fruit with Fe2(SOa4)3without brushing
did not show inking incidence. These results indicated that the Fe2(SOa4)s3
applications induced the synthesis of chlorogenic acid without showing inking signs;
the application of Fe2(SOa4)s and brushing of the fruits generated a greater inking in
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comparison to brushed fruit. Control alternatives and possible mechanisms for inking

origin in these fruits are discussed.

Key words: Chlorogenic acid, Fe(lll)-chlorogenic complex, inking, peach, Prunus
persica (L.), PAL, PPO, POD.
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1. Introduccion:

El durazno es uno de los frutos mas conocidos a nivel mundial, rico en
carbohidratos, potasio, fosforo, compuestos bioactivos, compuestos fendlicos, como
las antocianinas en frutos rojos y carotenoides en frutos de piel amarilla, entre otros.
La produccion mundial de este fruto alcanz6 25,737,841 tons en el afio 2020 que
comparativamente con la produccion del afio 2010 se registré un incremento del
25%; la principal zona productora se concentra en China. A nivel nacional, en el
2020 se registré una producciéon de 173,475.89 tons concentradas en los estados
de Chihuahua, Michoacan, Puebla, Zacatecas y Estado de México, mientras que el
estado de Aguascalientes aport6 7,701.09 tons ocupando el séptimo lugar a nivel

nacional.

El andlisis de produccion y consumo de durazno en México en el periodo 2010-
2020, indica un declive en la produccidén, que puede estar motivado por una
competencia en el mercado de consumo con otros frutos de mayor aceptacion y
menores precios. No obstante, estos datos no muestran si esa disminucién en la
produccion y consumo, también estén implicitos factores de calidad visual del
producto, que también estén influyendo en la decision de compra de los

consumidores.

Un desorden de gran importancia que puede estar repercutiendo en la calidad visual
del fruto, es el entintado o “inking”, el cual es un desorden de ciertos frutos que se
caracteriza por un desarrollo de oscurecimiento de la piel generandose tonalidades
marron oscuro. Este desorden solo se presenta en la piel de los frutos afectando su
apariencia y por lo tanto rechazos en la compra, pérdidas en la comercializacion y

pérdidas econémicas a las industrias (Crisosto et al., 2009).

Se ha reportado que este desorden en variedades de durazno rojizas, el entintado

puede ser debido a la presencia de iones metalicos como el Fe, Cu y Al



suministrados en exceso durante la nutricion de las plantas: asi como también por
el valor de pH alcalino del agua de lavado y por los dafios mecanicos generados
durante el cepillado de los frutos en la linea de empaque (Crisosto et al., 2009). Se
ha sefialado que bajo estrés de metales pesados, un pH béasico del agua de lavado
y dafio mecanico del fruto, se desarrollan tonalidades oscuras, afectando su

comercializacion.

En variedades de durazno amarillas, no se ha estudiado este desorden y no hay
registros de su incidencia ni si esta asociado a los mismo factores descritos en

variedades de color rojizo.

Diversos autores han propuesto medidas para evitar o reducir el entintado en los
frutos; entre las cuales se mencionan: el reducir el dafio mecanico, evitar la
contaminacion de agua con metales, monitorear la presencia de metales como el
Fe, Cuy Al en los diferentes insumos utilizados en la produccién de la fruta, utilizar
agua con un pH de entre 6.5y 7.0, y retrasar el empaquetado por 48 horas para

detectar y remover el producto afectado (Crisosto et al., 2000; Crisosto et al., 2009).

El presente trabajo de Tesis se enfoc6 en determinar la incidencia del entintado en
campo de tres variedades de durazno amarillas (‘MG8’, ‘Colegio’ y ‘229’) producidas
en el estado de Aguascalientes México; cuantificar la presencia de iones metalicos
en frutos entintados y no entintados; evaluar los efectos de la presencia de ion Fe(lll)
y del cepillado de los frutos en el desarrollo del desorden y definir los posibles
mecanismos del origen del desorden para plantear estrategias de control en campo

y manejo poscosecha.



2. Antecedentes:

2.1 Importancia econdmica de la produccién de durazno.

Actualmente, el durazno es una de las especies frutales con mayor niumero de
variedades comercializadas, su produccion ha ido en aumento gracias al uso de
tecnologias de cultivo y variedades mas eficientes y mas adaptadas a las zonas de

cultivo.

2.1.1 Produccion Mundial.

La produccion de durazno en el mundo ha ido aumentando (FAOSTAT, 2020), para
satisfacer también las necesidades alimenticias de la poblacién que también crece
y que demanda mas productos hortofruticolas para el consumo directo o destinado
a produccioén de productos derivados.

Un analisis de la evolucion de la produccion de este fruto en el periodo 2010-2020
(Figura 1), sefiala una clara tendencia al alza; asi, en el afio 2010 se alcanz6 una
produccion de 20,531,684 ton y en 2019 25,737,841 ton, indicando un incremento
de 5,206,157 ton equivalentes a un incremento del 25% respecto de la produccion
del afio 2010, sin embargo, para el afio 2020, la produccion de durazno a nivel

mundial sufrié un decremento.
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Figura 1: Evolucién de la produccién mundial de durazno en el periodo de 2010-2020.
Fuente: FAOSTAT (2010-2020)

La distribucion de la produccion sefiala que Asia es el continente que concentra la
mayor produccién de durazno; en el 2010 el continente asiatico produjo 12,760,458
ton con lo que aporté 62.2%, seguido por Europa con el 21%. En ese continente y
a nivel mundial, China ha sido el principal productor de durazno: en el 2010 alcanz6
una produccion de 10, 592,317 ton que representaron el 83% de la produccién total
de Asiay el 51% de la produccion mundial (FAOSTAT, 2010).

La Figura 2 muestra la participacién en los volumenes de produccion de esta fruta
de los diferentes continentes para el aflo 2010. En ese afio (2010), mientras que
Asia aportaba el 62.2% de la produccion, Europa lo hacia con el 21%, América con
el 12.4%, Africa con el 4% y Oceania con el 0.4%.
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Figura 2: Participacion porcentual de los diferentes continentes en la produccién de durazno
para el afio 2010. Fuente: FAOSTAT, 2020.

Para el afio 2020, ha habido una concentracion mayor de esa produccion en Asia
quien continta siendo el continente de mayor produccion, pero contribuyendo ahora
con el 73.6% mientras que Europa solo aporto el 14.9%, América el 7% y Oceania
el 0.3% (FAOSTAT, 2020); por su parte Africa se mantuvo con su contribucion del
4.3% (Figura 3). La produccién en Asia aumentd un 68.67% en 10 afios; donde
China, contintia siendo el primer productor con 15,016,103 ton, representando el
83.07% de la produccion total de Asia 'y el 61.11% de la produccién mundial.
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Figura 3: Distribucién porcentual por continente en la produccion de duraznos en 2020.
Fuente: FAOSTAT, 2020.

Estos datos permiten suponer que, aunque la produccibn mundial se ha
incrementado, por el aporte de la produccion de Asia, en otras regiones puede estar
ocurriendo un descenso. Segun los datos de la FAO (FAOSTAT, 2020) se puede
comparar las contribuciones de los principales paises productores y sus cambios en
los afios 2010 y 2020 (Tabla 1). China mantiene la primera posicion, contribuyendo
en ambos afios, con mas de la mitad de la produccion mundial, en 2010 contribuy6
con un 51.59%, mientras que en 2020 este porcentaje aumenté a 60.9%. otros
paises que siguieron una tendencia al alza, aunque en menor proporcion respecto
a China, fueron Turquia (3.6%), Iran (2.7%) y Egipto (1.4%).

Por otro lado, otros paises disminuyeron su produccion y participacion en el volumen
producido. Estos paises fueron Italia que paso de segundo lugar al tercer lugar
(4.1%); Estados Unidos que baj6é su produccién en casi 700 mil toneladas y pasé
del cuarto al séptimo lugar (2.3%); Francia baj6 su produccién en 100 mil toneladas

y paso del noveno al treceavo lugar (0.8%). México también siguio esta tendencia 'y



disminuy6 su produccién en 54 mil toneladas y pasé del lugar 13° al lugar 17°
(0.7%).

Llama la atencion la disminucién de la produccion de esta fruta en dichos paises y
en particular en México. Estos movimientos podrian ser explicados por cambios en
las importaciones de frutas que hayan desalentado la produccion nacional o bien

una pérdida en el consumo de la misma.

Tabla 1: Principales paises productores de durazno en el mundo y su contribucion en la
produccién global para los afios 2010 y 2020. (FAOSTAT, 2020).

2010 2020
Pais Produccion % de Pais Produccion % de
(ton) contribucion (ton) contribucion
1 China 10,592,317 51.6 1 China 15,000,000 60.9
2 Italia 1,590,660 7.7 2 | Espafna 1,306,020 5.3
3 Espafa 1,286,456 6.3 3 Italia 1,015,350 4.1
4 Estados 1,254,818 6.1 4 | Turquia 892,048 3.6
Unidos
5 Grecia 882,310 4.0 5 Grecia 890,580 3.6
6 Turquia 539,403 2.6 6 Iran 663,564 2.7
7 Iran 512,608 2.5 7 | Estados 560,423 2.3
Unidos
8 Chile 355,814 1.7 8 Egipto 337,910 1.4
9 Francia 301,096 15 9 Chile 307,754 1.3
10 Egipto 273,256 1.3 10 India 265,683 1.1
13| México 227,421 1.1 13 | Francia 202,820 0.8
17 | Corea del 138,576 0.7 17| Mexico 172,950 0.7
Sur

Fuente: FAOSTAT, 2010-2020



2.1.2 Produccion nacional de durazno

El duraznero en México es un cultivo importante en las zonas de frio invernal.
Mediante los programas de seleccion de variedades y el uso de tecnologias mas
eficientes de produccion, su cultivo se lleva a cabo en diferentes zonas geograficas
del pais. La Tabla 2 muestra los principales estados productores de durazno y su
nacional en los afios 2010 y 2020.

participacion en la produccion

Tabla 2: Principales estados productores de durazno en México y su participacion en la
produccion nacional en 2010 y 2020.

2010 2020
Estado  Produccion % de Estado Produccion % de

(ton) contribucion (ton) contribucion
1 | Zacatecas | 51,747.86 22.8 1 Zacatecas 66,651.71 38.5
2 | Michoacan | 35,313.56 15.5 2 Chihuahua 30,093 17.4
3 México 30,209.63 13.3 3 Michoacan 25,859.21 14.9
4 | Chihuahua | 21,337.40 9.4 4 Puebla 23,402.15 13.5
5 Morelos 18,692.11 8.2 5 México 18,006.32 10.4
6 Puebla 18,051.62 7.9 6 Chiapas 11,279.42 6.5
7 | Guerrero 9,466.56 4.2 7 | Aguascalientes | 7,963.86 4.6
8 | Chiapas 8,934.32 3.9 8 Tlaxcala 7,585.32 4.1
9 | Tlaxcala 5,995.08 2.6 9 Guerrero 7,154.24 4.1
10 | Hidalgo 5,118.95 2.3 10 Morelos 4,647.90 2.7

Fuente: SAGARPA, 2010-2020.

Como ya se ha indicado, a nivel mundial México registré una disminucion en su
produccion en 60 mil toneladas en los ultimos 10 afios. Asi mismo los estados
productores han mostrado reflejos de esta situacion, tal es el caso de Morelos, que
en el 2010 ocupd la quinta posicion contribuyendo con un 8.2% de la produccion

nacional total; en el 2020 su produccion descendié 14,044.21 toneladas y su



contribucion nacional fue del 2.7%. El estado de México que ocupo el tercer lugar
en 2010, para el afio 2020 disminuy6 su produccion 12,203.31 ton y ahora ocupa el
quinto lugar de la participacion. Guerrero disminuy6 su produccion en 2,312.32
toneladas, por su parte, Hidalgo no aportdé producciéon en el 2020 con lo que se
considera que 5,118 ton también forman parte de la tendencia a la menor

produccion.
Aunque hubo estados que incrementaron su produccion como Chihuahua (8,755.6

ton), Chiapas (2,345.1 ton) y Aguascalientes (3,730.09 ton), estos incrementos no

sustituyeron las disminuciones de la produccion que superaron las 50,000 ton.
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Figura 4: Evolucién de la produccion nacional de durazno en México en los afios 2010 a
2020. Fuente: SAGARPA, 2010-2020.



Los datos anteriores sefialan de manera evidente que, la produccion nacional de
durazno ha ido en declive en los ultimos 10 afios, sin embargo, para el afio 2020 se
registra un incremento (Figura 4) (SAGARPA, 2020).

La caida mas importante ocurrio entre los afios 2010y 2011, que a pesar de registrar
una ligera recuperacion en el afio 2016, a partir de ese afio nuevamente se registro
una disminucion hasta el afio 2019 en el que se registré la produccion mas baja. No

obstante, en el altimo ano, la produccion aumento.

2.1.3 Evolucion de las importaciones de durazno al mercado mexicano

Una explicacion al desaliento de la produccion puede ser debido al incremento en
las importaciones de durazno al mercado nacional. La Figura 5, muestra los cambios

en las importaciones de este fruto durante el periodo 2010-2020.

En los afios 2010 al 2013 las importaciones de esta fruta variaron entre 31,000 y
34,000 ton; aunque estas importaciones sustituyeron parte del mercado que dejo la
pérdida de produccion nacional, en realidad no cubrieron todo el posible mercado

que habia dejado la falta de produccién nacional.

También estas importaciones sufrieron una baja importante entro los afios 2013
hasta 2017 y se han recuperado en los afios 2018-2019, sin alcanzar los niveles del
2010-2012, sin embargo, para el afio 2020 nuevamente se registré una baja en las

importaciones de durazno.

10
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Figura 5: Evolucién de la importacion de durazno en México en los afios 2010 a 2020.
Fuente: FAOSTAT, (2020).

Estos datos sugieren que la baja produccién no se explica completamente por la
entrada de durazno de importacion, lo cual sugiere que en el proceso de
comercializacidn de esta fruta estan interviniendo otros factores que estan limitando

Su consumo.

Otro factor que puede inducir la baja en la produccién es la competencia en el

mercado de consumo otras frutas que capturen la atencién de los compradores.

Las frutas que coinciden con la misma época de produccion del durazno, son el
mango y la manzana. En el caso del mango, en el periodo de 2010 a 2020, la
produccion aumenté un 27.75%; para la manzana se registr6 un aumento de
22.15%, mientras que para el durazno se registrdé una disminucion en su produccién

de 23.95% (Figura 6). A diferencia de la manzana y el durazno, el mango ha

11



incrementado su produccion desde el afio 2014, y la manzana ha estabilizado su

produccion alrededor de las 750 mil toneladas.
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Figura 6: Evolucién comparativa de la produccion nacional de durazno, manzana y mango

en México, en los afios 2010 a 2020. Fuente: SAGARPA, 2010-2020.

Este incremento en la produccion de mango, se debe a la alta demanda de la

poblacion por este producto.

2.1.4 Evolucion comparativa del consumo per capita de durazno, manzanay
mango en México.

El calculo de consumo per capita en México, para cada uno de estos frutos, se
obtuvo mediante los datos de produccion del SAGARPA (2020), mas los datos de
importacion, a los cuales se les rest6 los datos de exportacion (FAOSTAT, 2020) y
los datos de poblacion del INEGI (2020).
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El consumo per capita de mango como de manzana, es mayor que el de durazno
(Figura 7). Cabe destacar que, durante el periodo 2014 a 2020, el consumo de
mango aumento de 9.7 a 13.2 kg per cépita; la manzana bajoé su consumo de 9.7 a
7.6 kg en el mismo periodo, y el durazno también baj6 de 2.3 a 1.5 kg por persona
en el periodo 2010-2020. Estos datos sefialan que el durazno no constituye una
fruta de primera intencién de consumo, desalentando asi su produccion, por ello la
presencia de mango y manzana en el mercado son un elemento disuasorio para la

compra de durazno.
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Figura 7: Evolucion del consumo per-cépita de durazno, manzana y mango, en México de
2010 a 2020. Datos calculados a partir de la produccién nacional, importaciones y

exportaciones, y los registros de poblacion registrada por el INEGI. Fuente: FAOSTAT,
2020; SAGARPA, 2010-2020; INEGI, 2010-2020.
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Otro factor que podria tener un impacto significativo en la disminucién del consumo;
son los precios por kilogramo del fruto, que se traducirian en el precio en el que los
productores venden el producto. En los ultimos 10 afios, el durazno, ha tenido

precios significativamente mayores que el mango o la manzana (Figura 8).

El mango, durante el periodo 2010-2020, ha tenido precios hasta dos veces
menores que el durazno; mientras que la manzana ha tenido fluctuaciones durante
esta década, sin embargo, sus precios en la mayoria se mantienen por debajo que
el durazno. Esto nos indica que, al tener un precio mayor, el consumidor decide

productos mas accesibles en precio como el mango o la manzana.

14 - Durazno
Mango
v Manzana
12 b 11.79
11.03
10

Precio por kg
e}

6.72

61 556
4.53
4.95 4,97
4+ 4.36
333 319 g
2.66 2.81 ’
3.06

5 2.64 2.88

2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

Ano

Figura 8: Evolucion del precio por kg de durazno, manzana y mango, en México de 2010 a
2020. Datos calculados a partir del valor agregado y la produccién nacional de cada afio.
Fuente: SAGARPA, 2010-2020.
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Los datos anteriores muestran una problematica importante en el cultivo del durazno
gue se resume de la siguiente forma: hay un declive en la produccion, que puede
estar motivada por una competencia en el mercado con otros frutos de alta
aceptacion y menores precios al consumidor. No obstante, estos datos no muestran
si en esa tendencia de baja en el consumo, estan implicitos factores de calidad en
el producto, que también estén influyendo en la decision de compra de los

consumidores.

2.2 Caracteristicas generales del durazno

El durazno es un fruto de hueso, originario de China, dentro de este grupo se
encuentran las ciruelas, cerezas, albaricoques, entre otras especies (Lockwood &
Myers, 2005).

El durazno es una drupa redonda y ovalada de 4 - 10 cm de diametro (Cardenas &
Fischer, 2013). El fruto tiene una epidermis delgada, con coloraciones que va desde
verde amarillentas, a rojizo o purpura dependiendo de la variedad y del estado de
madurez. Su pulpa (mesocarpio), es carnosa y con tonalidades blancas, amarillas
0 rojizas, tiene un sabor dulce y puede tener notas ligeramente aciduladas, esta
pulpa puede estar adherida o no al hueso, dependiendo de la variedad (Araya et al.,
2006).

El durazno es considerado como un fruto climatérico, y puede madurar aun cuando
ya fue retirado de la planta, donde se manifestara un aumento en la respiracion,
llegando a un punto méximo al inicio de la maduracion, y posterior habra una
produccion elevada de etileno que controlara la velocidad de madurez del fruto
(Fernandez-Truijillo et al., 2007; Omboki et al., 2015). Diferentes autores indican
diferentes tasas respiratorias en distintas variedades, Brovelli et al., en 1999
reportaron tasa respiratoria entre 59 y 102 mg COz2/ kg*h, mientras que Santana et

al., en 2011, reportaron que para la variedad “Douradao”, la tasa de respiracién
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oscilaba entre 95 mg COz/kg*h al inicio de la maduracion, y posteriormente podria

alcanzar valores entre 120-130 mg CO2/mg*h.

El incremento en la tasa respiratoria, también sefiala una mayor hidrolisis del
almidon y por tanto un incremento de los solidos solubles totales, ademas de los
cambios en el color de la epidermis y la pulpa, se reduce la acidez total titulable y el
fruto presenta una firmeza menor (Altube et al., 2001), este Ultimo cambio podria
considerar un parametro clave para determinar estandares de calidad y consumo,
considerando de igual manera importantes, cambios en caracteristicas

organolépticas como el olor y el color (Garcia- Tain et al, 2011).

2.2.1 Composicion nutricional

La composicién nutricia del durazno por 100 g de muestra hUmeda se muestra en
la Tabla 3:

Tabla 3: Composicién nutricia del durazno. Fuente: USDA Nutrient.

Componente Cantidad
Energia 42 kcal
Agua 88.3¢9
Proteina 091g¢g
Lipidos totales 0.27 g
Carbohidratos 10.1¢g
Fibra dietética total 15¢
AzuUcares 8.39¢
Calcio (Ca) 4 mg
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Hierro (Fe) 0.34 mg
Magnesio (Mg) 8 mg
Fdésforo (P) 22 mg
Potasio (K) 122 mg
Sodio (Na) 13 mg
Zinc (Zn) 0.23 mg
Vitamina C 4.1 mg

El fruto del durazno, se reconoce como fuente de fenoles, en particular del acido
clorogénico el cual se reconoce por sus propiedades antioxidantes que
complementa de manera notable a la accién del acido ascérbico en particular
cuando el fruto es sometido a situaciones de estrés oxidativo (Kalinowska et al.,
2022).

De manera convencional los durazno se reconocen de acuerdo a su adherencia del
mesocarpio o pulpa a la semilla o hueso, reconociendo los duraznos de pulpa
pegada o despegada al hueso. Las variedades utilizadas en este estudio pertenecen

a frutos con pulpa adherida al hueso.

La clasificacion de semilla adherida al mesocarpio, se puede subdividir dependiendo
de la tonalidad del mesocarpio, clasificandose en: de mesocarpio blanco, amarillo o
rojizo, siendo la de color amarillo la que tiene un mayor valor comercial debido a

gue es la mas comun.

De acuerdo a los antecedentes anteriormente planteados, el presente trabajo de

tesis de Maestria se enfoc6 a identificar los principales factores involucrados en la
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generacion del entintado en frutos de durazno producidos en la zona de

Aguascalientes, México.

2.3 Calidad del durazno

La calidad del durazno en fresco, esta determinada en primer lugar por factores
como color, forma, tamafio, ausencia de defectos; en segundo lugar los factores de
textura y/o resistencia mecanica; en tercer lugar se encuentran los factores asociaos
al sabor como los °Brix, acidez, contenido de azucares y fenoles y finalmente los
factores de inocuidad quimica y microbiolégica (Minas et al., 2018). Sin embargo,
los conceptos de calidad pueden variar de acuerdo a los actores en los diferentes
puntos de la cadena de manejo del producto (productores, empacadores y

consumidores).

En el caso de los productores se toma muy en cuenta el rendimiento, las
dimensiones, y la resistencia a enfermedades como aspectos de importancia en la
calidad del fruto. En el area de empaquetamiento se consideran la firmeza y textura
las propiedades mas importantes, debido a que como el durazno es un fruto
perecedero y que puede deteriorarse, se busca que la firmeza y textura sean
adecuados para facilitar el transporte, almacenamiento y tener una vida de anaquel
poscosecha prolongada. Por dltimo, y la definicion que normalmente es la que se
toma en mayor consideracion, es la del consumidor; esta toma caracteristicas como
la apariencia, el tamafo, la textura y el sabor , nutricionales y beneficios a la salud,
ademas de propiedades sensoriales (Minas et al., 2018). La calidad deseada por el
consumidor se podria alcanzar en la cosecha, sin embargo, debido a que el durazno
es un fruto climatérico, su madurez idénea se alcanza después de la cosecha y se
requiere tomar en cuenta factores precosecha, , que puedan influir en la calidad del

fruto.

Para considerar un durazno apto para el consumo, debe cumplir con ciertos

estandares de calidad establecidos en normas oficiales nacionales e
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internacionales. La calidad y aceptacion, va a estar en funcion de la apariencia,
textura y caracteristicas organolépticas que tenga el fruto, las mas importantes para
definir la calidad son: forma, color, ausencia de defectos, tamafo, peso (Bastidas-
Parrado et al., 2015).

Ademas, también se toman en consideracion otros parametros de calidad que
involucran caracteristicas fisicoquimicas del fruto como: acidez, contenido de
azucar (°Brix) y algunos compuestos volatiles que determinan el aroma del fruto
(Bastidas-Parrado et al., 2015).

2.3.1 Normatividad mexicana

En México se usa como referencia para el cumplimiento de los estandares de
calidad de frutos de durazno, la norma NMX-FF-060-SCFI-2009: “Productos
alimenticios no industrializados para consumo humano- fruta fresca- durazno y

nectarina (Prunus persica L.) Batsch- Especificaciones y Métodos de prueba.”

Dentro de esta norma se establecen, las especificaciones de calidad del durazno,
en sus distintas variedades que pueden ser comercializadas en estado fresco en
todo el territorio nacional. Dentro de la norma no se incluyen los duraznos que son

destinados al sector industrial.

La norma especifica tres grados de calidad: Extra, Clase |, Clase Il. Dentro de las
especificaciones de calidad visual se indica que, los duraznos deben ser: enteros,
sanos y limpios, exentos de dafos fisicos, mecéanicos, plagas y enfermedades,
libres de pesticidas, no deben presentar olor y/o sabor extrafio, deben estar en un
estado de maduracion que resista el manejo y transporte, y que asegure que tenga
las caracteristicas deseadas, al momento de llegar al consumidor, de olor, color, y

sabor caracteristicas de acuerdo a la variedad.

Cada grado de calidad tiene sus propias especificaciones. Los frutos de calidad
Extra, son los frutos con la mejor calidad, con un tamafio igual o mayor a 55 cm de

diametro, y con uniformidad visual. Los duraznos Clase |, tienen una calidad buena,
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deben presentar el mismo tamafio que los Extra, para ambos grupos se aceptan
frutos con grado de dafio en su superficie de maximo 5%. Los duraznos Clase II,
presentan una calidad buenay el mismo tamafio que los otros dos grupos, para este
grupo se aceptan frutos con un grado de dafio maximo 7%.

Dentro de esta Norma, destacan dos definiciones sobre lo que debemos considerar
como un defecto en el producto: se define “defecto menor alto” como aquel defecto
que no afecta la aceptacion del fruto de forma considerable, y que puede ser
consumido en fresco ya que no se ven afectadas las condiciones organolépticas
del fruto; estos defectos pueden ser: raspaduras, manchas superficiales, dafios por
insectos, dafios por granizo y frutos que estén cicatrizados en el area de la sutura,
el fruto que presente este tipo de defecto, no puede tener un area de dafio mayor a

11% de la superficie total del fruto.

Otra definicion importante es la de “defecto menor bajo”, que se define como aquel
dafio que no afecta la aceptacién por el consumidor de manera considerable, puede
ser consumido en fresco y no se afectaron sus condiciones organolépticas; dentro
de estos defectos pueden ser: raspaduras, manchas superficiales, dafios por
insectos, dafios por granizo y frutos que estén cicatrizados en el area de la sutura;
el fruto que presente este tipo de defecto, no puede tener un area de dafio mayor al

4.2% de la superficie total del fruto.

En cuanto a especificaciones microbiolégicas, la horma marca que los duraznos
deben tener menos de 100 U.F.C de E.coli y ausencia de Salmonella en 25 g de

muestra.

2.3.2 Normatividad de Estados Unidos

En los Estados Unidos, se usa como referencia para el cumplimiento de los
estandares de calidad, la “United States Standars for Grades of Peaches” (USDA,
2004).
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Dentro de esta norma se establecen, las especificaciones de calidad del durazno,
analogamente a la norma mexicana, esta norma establece cuatro grados de calidad:
U.S Fancy, U.S Extra No.1, U.S. No, 1y U.S No. 2.

Para el caso de los duraznos dentro de la clasificacion U.S Fancy, son frutos que
estdn maduros, pero no tienen una textura ni demasiado blanda, ni demasiado
madura. Son frutos bien formados, libres de manchas bacterianas, cortes, grietas,
lesiones, hueso partido, agujeros por gusanos, lesiones, magulladuras, suciedad, u
otro material extrafio, enfermedades o insecto. Deben tener no menos de 1/3 de su

superficie con color rosado o rojizo.

Los frutos de la clase U.S Extra No.1, son duraznos que deben cumplir con los
estandares de los U.S No.1, pero que ademas el 50% de los duraznos por lote,
debera tener no menos ¥ parte de su superficie con color rosado o rojizo. Duraznos
pertenecientes a la clase U.S. No.1, son frutos que estdn maduros, pero no tienen
una textura ni demasiado blanda, ni demasiado madura. Son frutos bien formados,
libres de manchas bacterianas, cortes, grietas, lesiones, huesos partidos, agujeros
por gusanos, lesiones, magulladuras, suciedad, u otro material extrafio, enfermedad

0 insecto.

Por ultimo, la clase U.S. No.2, son duraznos gque estan maduros, pero no tienen una
textura ni demasiado blanda, ni demasiado madura. Deben estar libres de pudricion,
pueden presentar cierto grado de deformacién, no deben tener grietas, gusanos,
magulladuras, suciedad, manchas, dafos, hoyos u alguna enfermedad.

Dentro de la norma, se permiten ciertas variaciones o defectos relacionadas con la

clasificacion y el manejo adecuado de cada uno de ellos.

Para el caso de las clases: U.S. Fancy, U.S. Extra No.1 y U.S. No. 1; se permiten
cierto porcentaje de tolerancia de frutos dafiados dependiendo del punto donde
sufrio el dafio. Por defectos en el punto de envio, se permite que el 10% de los
duraznos en cualquier lote, no cumpla con los requisitos de calidad para cada grado

especifico; por defectos en ruta a destino, esta permitido que el 14% de los frutos
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en cualquier lote, no cumpla con los requisitos de calidad; por altimo, defectos por
color, se permite que el 10% de los frutos no cumpla con los requisitos de color

caracteristico.

La clase U.S. No. 2, se permiten los mismos porcentajes para frutos dafiados por
defectos en el punto de envio y defectos en ruta de destino. Para el caso de defectos

por color, no se marca porcentaje permitido para esta clase.

La norma define términos importantes para identificar la calidad del fruto. En primer
lugar, se define el término de “maduracion”, que se define como el durazno que ha
alcanzado la etapa de crecimiento que asegura una finalizacion adecuada del

proceso de maduracion.

En segundo lugar, se define “bien formado”, como aquel fruto que tiene la forma que
puede ser ligeramente irregular pero no hasta el punto en que su apariencia se vea
afectada. “Lesion por frotamiento de hojas o extremidades”, se define como una
cicatriz que no es “suave”, no tiene color claro o se encuentra en mas de Y. de
pulgada de diametro. “Muy deforme”, hace referencia a frutos que estan claramente

deformados y que su apariencia se ve seriamente afectada.

Finalmente, se define los términos “dano” y “dafo severo”; para el caso de “dafio”,
se define como cualquier lesion o defecto que afecte la apariencia y la calidad del
fruto; dentro de los dafios se encuentran: manchas bacterianas, manchas de costra,

escamas, lesion por granizo, frotaciones de hojas o ramas, hueso partido.

Para el caso de “dafio severo” hace referencia a cualquier lesion o defecto que
afecte seriamente la apariencia y calidad del fruto; dentro de estos dafos se
encuentran los mismos dafos ya mencionados anteriormente, pero en este caso en
la mayoria de la superficie del fruto, se agregan ademas dafios como fosa dividida,
duraznos suaves o demasiados maduros y frutos con gusanos o agujeros por

gusanos.

22



2.4 Factores que afectan la calidad de durazno.

Existen diferentes tipo de dafios y defectos que el durazno puede sufrir durante su
produccion y manejo poscosecha, que puede repercutir en la aceptacion por el
consumidor. Es importante conocer el origen de estos defectos para establecer
estrategias y soluciones para evitarlo. En este apartado, se describen algunos
factores pre cosecha y poscosecha que generan defectos en el fruto y que deben

ser considerados durante la  produccion hasta  su empaque.

2.4.1 Factores pre cosecha

Dentro de los factores pre cosecha que afectan la calidad del fruto se consideran

los siguientes:

e Genéticos: como la variedad utilizada en la produccion, el porta injerto
utilizado como sostén de la variedad de produccion.

e Ambientales: que incluyen el clima, régimen de lluvia, temperatura, luz,
humedad relativa, viento.

e Factores de cultivo: tipo de suelo, sistema de riego, nutricién, podas, raleo,
control de plagas, y enfermedades.

e Cosecha: momento y método de cosecha.

2.4.1.1 Genotipo o variedades y factores ambientales.

La variedad cultivada tiene una contribucion importante en el sabor, la composicién
nutrimental y el potencial de vida de anaquel. Asi mismo, el contenido de soélidos
solubles totales y la acidez pueden estar definidos también por la variedad y el

portainjerto (Liverani et al., 2002; Byrne, 2003).

La eleccién adecuada de la variedad, para ciertas condiciones ambientales del sitio
de cultivo, reducen la posibilidad de trastornos fisioldgicos, presencia de defectos
de forma ataque de enfermedades y presencia de plagas que pueden alterar la
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calidad visual y vida de anaquel de los frutos. Actualmente, en cada pais existen
programas de mejoramiento genético de este frutal, con la finalidad de crear
variedades que mejoren la produccion (mayores rendimientos y resistencia a
enfermedades) y mejor calidad visual o apariencia del producto. Por ello, los
programas de mejoramiento de cada pais tienen que desarrollar variedades que

mejor se adapten a cada una de las zonas de cultivo (Crisosto & Costa, 2008).

En México, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrarias y Pecuarias
(INIFAP), en su programa de mejoramiento genético de durazno , ha dividido las
zonas de produccién de durazno en el pais por su ubicacion sobre el nivel del mar,
las horas de frio que alcanzan durante el afio y época de produccion (tradicional y
fuera de temporada) (Tabla 4). En funcion de esta distribucibn de zonas
productoras, se han generado variedades que se aproximan a las condiciones
ambientales de esas zonas (Fernandez-Montes et al., 2011).

Tabla 4: Zonas de produccion de durazno en México en base a su altitud, horas de frio y
época de produccion.

Region Estados o Altitud | Horas frio| Epocade | Epoca de
Municipios msnm 2a8°C floraciéon cosecha
Sierra 1 Bachiniva- 2000- Mas de Mar-Abr Jun-Oct
Cuauhtémoc, 2500 900
Chih
Sierra 2 Sombrete, 2200- | 550 a 850 Mar Jun- Oct
Zac. Arteaga, 2600
Coah.
Sierra 3 Puebla, 2300- | 400a800 | Feb-Mar May-Oct
Tlaxcala, 2700
Michoacan y
Oaxaca
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Sierra 4 México, 2100- 250 a 350 Oct-Ene Abr-Jun

Morelos, 2200
Michoacan,
Jalisco,
Chiapas
Valle 1 Casas 1800- 750 a 900 Mar-Abr Jun-Oct

Grandes, Chih. 2200

Valle 2 Delicias y 1700- | 450a600 | Feb-Mar May-Sep
Camargo, Chih 2000

Valle 3 | Aguascalientes| 1900- | 350a460 | Feb-Mar Jun-Oct
y Jerez, Zac. 2100

Media Michoacan, 1600- | 150a250 | Oct-Ene Ene-Jun

México, 1800
Morelos,
Puebla
Media Michoacan, 1400- | 100 a 200 Oct-Ene Dic-May
Baja México, 1600
Morelos,
Puebla
Baja Sonora 200-600 | Menos de Ene Mar-May

100

Fuente: Fernandez-Montes et al., 2011.

La zona productora del Valle de Aguascalientes, esta ubicada a una altitud de 1900-
2100 msnm, con posibilidades de cultivo de variedades cuyos requerimientos de frio
son de 300 a 450 horas de frio y época de cosecha convencional de Mayo a Agosto
donde se plantan las variedades ‘MG8’ y ‘San Carlos’, plantadas sobre porta injerto

de la variedad Diamante.

Aunque las variedades actualmente disponibles puedan haber sido generadas por
un mejor desempeiio en cada una de las regiones, es posible que las condiciones
de cultivo y el cambio climético general estén modificando el comportamiento de

dichas variedades y por tanto modificando su calidad de los frutos.
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2.4.1.2 Factores de Cultivo
2.4.1.2.1 Nutricion mineral

La planta debe tener una nutricion mineral balanceada para que tenga un desarrollo
y crecimiento Optimo. Se debe tener una nutricién con los nutrimentos minerales
esenciales durante el ciclo de produccion y evitar una nutricién deficiente, en exceso
o desbalanceada (Crisosto & Costa, 2008). Hay minerales que tienen un papel

importante en la nutricion de la planta.

El nitrégeno es el mineral con mayor efecto en la calidad del durazno, Tagliavini et
al., (2000) sefalaron que el contenido de nitrégeno en la planta debe permanecer
en un rango entre 2.6 y 3% del peso fresco de las hojas para que el durazno alcance
una calidad idénea, sin que haya una reduccion en el tamafio del fruto o se reduzca

la produccién del mismo.

Una nutricién excesiva o deficiente de nitrégeno tiene repercusiones en la calidad
del fruto; el exceso de nitrdgeno puede provocar cambios en la coloracion de la piel,
inhiben el crecimiento, retrasan la madurez, limitan el cambio de color, reducen el
contenido de solidos solubles totales. Como consecuencia de este exceso, los frutos
no presentan un color acorde a la etapa maduracion en la que se encuentra. Los
productores de durazno, retrasan la cosecha con la expectativa de que el fruto
presente el color adecuado, y al momento de cosecharlos, los frutos ya presentan
un ablandamiento, reduciendo su vida de anaquel y aumentando su posibilidad a
presentar descomposicién (Crisosto & Costa, 2008) representando pérdidas en la

produccion.

Por otro lado, una deficiencia de nitrdgeno conduce a frutos con tamafo reducido,

con un sabor desagradable y menor rendimiento por hectarea.

Otro nutriente importante es el calcio, este esta involucrado en varios procesos
bioquimicos y morfolégicos de la planta, no obstante, también esta implicado en

multiples desordenes que pueden impactar en la comercializacion, produccion y
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calidad del durazno. Se ha indicado que en otros frutos la acumulacién de calcio
ocurre en las primeras etapas de desarrollo del fruto, mientras que, en el durazno,
debido a su capacidad de mantener tasas de transpiracion significativas, acumula
el calcio hasta que se presenta el momento de la cosecha (Tagliavini et al., 2000).
Esto puede indicar que los frutos pueden tener deficiencia de calcio en el momento

de la cosecha con consecuencias en la firmeza y calidad del fruto

Las aplicaciones de este elemento se realizan en forma de aspersiones foliares, sin
embargo, se debe tener precauciones para evitar exposiciones a otros elementos
gue puedan generar defectos en la calidad del fruto debido a que estas aspersiones
pueden contener metales pesados (Fe, Al, Cu) que pueden ocasionar un

oscurecimiento en la piel del fruto (Crisosto & Costa, 2008).

En cuanto al potasio, es el principal nutriente presente en los duraznos, de manera
similar al calcio, se acumula progresivamente a medida que el fruto se acerca a su
estado de madurez Optimo (Tagliavini et al., 2000). Cuando la planta tiene una
nutricion éptima de potasio, se presentan altas tasas de fotosintesis y se presenta
una mejor redistribucién de azlcares y acidos organicos que conducen a una mejora
en la calidad del fruto (Crisosto & Costa, 2008).

Por altimo, el hierro se absorbe en cantidades pequefias, aunque una deficiencia de
este nutriente puede conducir a una afectacion en los rendimientos del fruto y su
calidad (Alvarez-Fernandez et al., 2003). Un estudio realizado en Espafia, reporta
que el 47% de los frutos que presentaban una deficiencia de Fe, tenian un tamafio
de fruto deficiente (Alvarez-Fernandez et al., 2003). Asimismo, el color del fruto se
ve afectado por una deficiencia de este nutriente, se presentan bajos valores en la

coordenada del color “a” y mayores valores en las coordenadas “L” y “b” (Crisosto
& Costa, 2008).
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2.4.1.2.2 Irrigacion

Paralelamente a los factores mencionados, un suministro de agua apropiado a la
tierra o cultivo para su desarrollo y crecimiento es relevante. En arboles que crecen
sin riego durante una temporada, se ven afectados sus rendimientos, el tamafio de
los frutos es reducido, la textura del fruto es anormal, y el contenido de solidos

solubles totales aumenta (Ben-Mechlia et al., 2002; Crisosto & Costa, 2008).

La planta puede estar sometida a un estés hidrico debido a la reduccion en la
cantidad de agua suministrada, esto provoca defectos en el fruto como formacién

de frutos dobles o sutura profunda (Layne & Bassi, 2008).

Se han utilizado técnicas de riego, como la técnica de déficit de riego regulado (RID
por sus siglas en ingles), que impone un estrés hidrico en el fruto, con la finalidad
de reducir el crecimiento vegetativo y ahorrar agua en una determinada etapa
fenologica del cultivo, sin mostrar afectaciones en el rendimiento, aumentando, en
ciertas ocasiones, el tamafio del fruto y el contenido de sélidos solubles totales
(Goldhamer et al., 2002).

2.4.1.2.3 Manejo de la planta

Se le denomina dosel a la region que se encuentra en la parte superior del arbol,
también conocida como canopia o copa del arbol. Es importante realizar la practica
de raleo o “thinning”, que consiste en remover el exceso de frutos en el arbol, con
la finalidad de mejorar el tamafio y calidad de los frutos que permanecen en el dosel,
aungue puede haber una disminucion en el rendimiento, la calidad lograda de los

frutos remanentes es mejor (Crisosto & Costa, 2008).

Diferentes estudios han demostrado que un exceso de frutos en el arbol, reduce el
tamafo del mismo, se disminuyen el contenido de solidos solubles totales y el fruto

no alcanzar una maduracion adecuada. Al haber un mayor numero de frutos, los
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fotosintatos se distribuyen en todos ellos, disminuyendo su tamafio y su
composicion (Costa et al., 2006). A este respecto Anthony et al., (2020), evaluaron
el efecto de diferentes grados de raleo (Figura 9) en el rendimiento, peso del fruto,
diametro y color de los frutos. El rendimiento, carga de frutos, nimero de frutos por
arbol y produccion, disminuia a medida que el raleo era mayor; mientras que el peso

del fruto, su didmetro y, color aumentaron (Tabla 5 y Figura 10).

Unthinned 5cm 10 cm 15 cm 30 cm

0 1 2 3 4

Figura 9: Tratamiento de raleo aplicados a arboles de durazno. (0) Se removié el excedente
de frutos, y los frutos restantes tenian una separacién de 5 cm (1), 10 cm (2), 15cm (3) y
30 (4) entre Si. (Anthony et al., 2020).

Tabla 5: Efecto de la severidad del raleo sobre la fisiologia del durazno y los atributos de
calidad externa del fruto (Anthony et al.,2020).

No.
De Carga del Peso
Tratamiento LTS cultivo (no. | Rendimiento | Produccion | promedio | Diametro | Color
De raleo oor De (kg/arbol) (MT/ha) | del fruto (mm) (%)
frutos/cm2
arbol ) ©@
: 731+| 118+ 84.6 + 64 +
Sin raleo 51 | 027 61.5+6.9 31.2+35 93 57+0.4 10
346 157.4 + 59 +
5cm 43 57+0.72 | 53.6+36 | 27.2+1.8 104 69 +£0.3 10
220 + 1815+ 67
10 cm 45 3.6+£0.62 | 405+9.7 | 20.6+4.9 65 75+£0.3 08
169 + 228.6 £ 68 +
15 cm 21 26+0.27 | 385+4.0 | 19520 76 78+0.3 09
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111 + 249.9 + 71+
+ + + +
30 cm 5 1.6 +£0.18 27.8+1.6 14.1+£0.8 13.7 80+0.4 08
Significancia| *** bkl *k Hkk ok *kk
* ** +** ndican que no son significativos o que son significativos a valores de p <0.05,
0.01 0 0.0001.

The true Impact of thinning severity on peach fruit phenotype
at harvest (138 DAFB) when controlling for maturity =
<

Unthinned 5cm 10 cm 15 cm 30 cm

Figura 10: Impacto en las caracteristicas y calidad de frutos de duraznos sometidos a
diferentes intensidades de raleo (Anthony et al., 2020).

Sin embargo, no solo remover el exceso de frutos es importante; la posicién del fruto
dentro del dosel tendrd un impacto en la calidad del fruto. Los frutos expuestos a
ambientes de mucha luz (parte exterior del dosel) tienen mejor tamafio, mayor
contenido de solidos solubles y acidez, y una vida util mas larga; que los frutos
expuestos a ambientes de poca luz (parte interior del dosel). Por ello es necesario
realizar podas, para permitir mayor penetraciéon de la luz en las partes del interior
del dosel (Forlani et al., 2002).

Dentro de las préacticas de cultivo que afectan la calidad de los frutos es el anillado
o “grinding”, que es la interrupcion del flujo de fotosintatos a las partes bajas del
arbol mediante la eliminacion de una seccion circular de corteza; esto permite un
aumento en el tamafio del fruto, en el contenido de sdlidos solubles totales, y
contenido de compuestos fendlicos del fruto. Sin embargo, también puede conducir
a que los frutos tengan huesos partidos, que presentardn un ablandamiento mas
rapido y seran mas susceptibles a la descomposicién (Layne et al., 2001). No
obstante, esta practica es complicada para llevarse a cabo en operaciones

comerciales y por ello no se aplica.
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2.4.1.2.4 Factores patologicos que afectan la calidad

2.4.1.2.4.1 Pudricion café

Las enfermedades ocasionadas por hongos, se consideran de gran importancia ya
que ocasionan grandes pérdidas econdmicas. Dentro de las que mas afectan al
durazno estan la pudricion café (Monilinia) y el moho gris ocasionado por Botrytis

cinérea (Zhang et al., 2019).

La pudricidon café en los duraznos es causada por especies del género Monilinia, en
particular M. fruticola, se le considera la enfermedad fungica mas importante y mas
predominante en durazno (Yafiez-Mensizabal, 2012).

Este hongo se desarrolla en climas humedos, puede iniciar como una infeccién en
la flor y se puede desarrollar en la fruta durante la maduracién, el almacenamiento,
y transporte (Figura 11) (Larena et al., 2005). La evolucién de este patdégeno puede

ocasionar pérdidas elevadas, alcanzando hasta el 90% (Larena et al. 2005).

El método mas utilizado para prevenir la pudricion por Monilinia, es el control
quimico mediante fungicidas (Yafiez-Mensizabal, 2012), sin embargo, se busca
limitar el uso de los agentes quimicos debido a la demanda de los consumidores
por tener productos libres de residuos (Usall et al., 2015), ademas del desarrollo de
cepas del hongo resistentes a esos fungicidas (Liu et al., 2012; Chen et al., 2013;
Elmer & Gaunt, 1994; Holb & Schnabel, 2007).
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Figura 11: Presencia de pudricion café en duraznos de pulpa firme y hueso pegado
procedentes de Aguascalientes, México.

Entre las alternativas al control quimico, se han desarrollado métodos genéticos
para estudiar interacciones entre el fruto y el patégeno, recientemente el mecanismo
de resistencia/susceptibilidad entre el patégeno y el hospedador (durazno) (Baro-
Montel et al., 2019), abriendo la posibilidad de generar genotipos y cultivares con
mayor tolerancia o resistencia a Monilinia (Bar6-Montel et al.,, 2019). Se ha
identificado que la tolerancia a este hongo puede estar asociado con la cantidad de

compuestos fendlicos presentes en el fruto (Obi et al., 2020).

Se han hecho estudios para aplicar tratamientos fisicos como la inmersién en agua
caliente, luz ultravioleta (Liu et al., 2012), en los que sefialan una inmersién del fruto
en agua a 46 °C durante 2.5 minutos, produjo una notable reduccion en la incidencia

de Monilinia fruticola.

2.4.1.2.4.2 Moho gris

La aparicibn de Botrytis cinérea o pudricion gris puede darse durante el
almacenamiento si la fruta fue infectada durante la cosecha o por heridas durante
el manejo del fruto (Flores-Lazo, 2012). Este moho se presenta normalmente en
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frutas maduras o casi maduras, que son almacenadas a temperaturas entre 20 y
25 °C (Quifionez-Estacio, 2019).

Botrytis Cinerea

Botrytis cinerea

Figura 12: Atague de Botrytis cinérea o moho gris en durazno (University of California,
Davis).

De manera similar al control de Monilia, los fungicidas quimicos son los mas
utilizados para evitar el desarrollo de estos hongos, ya que presentan una alta
eficiencia (Zhang et al., 2019). Sin embargo, en los Ultimos afios, la preocupacion

por utilizar alternativas de origen natural ha ido en aumento.

Se ha considerado el uso de controles biol6gicos como agentes microbianos para
controlar el desarrollo de estos patégenos y para reducir el uso de fungicidas
quimicos como Bacillus spp. como agente biolégico potencial para aumentar la

resistencia de los frutos al desarrollo de los hongos Zhang et al., 2019).

El acido jasmonico, tiene un papel importante durante el desarrollo de planta, y que
induce una respuesta contra el estrés bidtico y abiético (Suktawee et al., 2019); esta
fitohormona induce resistencia a enfermedades, mediante la induccién de enzimas
de defensa, la sintesis de compuestos fendlicos incrementé de la capacidad

antioxidante, y acumulacion de peréxido de hidrogeno (Suktawee et al., 2019).
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2.4.2 Factores de cosecha que afectan la calidad del fruto

El durazno es considerado un fruto climatérico, que se caracteriza por presentar un
aumento en la tasa de respiracion y biosintesis de etileno después de la cosecha
que indican el inicio de la maduracion de consumo, este aumento esta asociado a
cambios en el color, textura, aroma y otras caracteristicas del fruto importantes en
la calidad sensorial de los frutos (Ruperti et al., 2002; Trainotti et al., 2003; Trainotti
et al., 2007). Este tipo de frutos permite cosecharlos en su estado de madurez

fisioldgica y alcanzaran su madurez de consumo en la poscosecha.

Por ellos es importante establecer el momento de la cosecha adecuado (madurez
fisiol6gica), para lograr un estado de madurez 6ptimo (madurez de consumo) en el
periodo poscosecha con la calidad sensorial del fruto y una mayor vida de anaquel
del producto (Crisosto & Costa, 2008).

El reconocer o establecer el estado de madurez fisiolégico en durazno es
complicado y se utilizan diferentes procedimientos como los cambios de color
superficiales, los cambios de firmeza, los cambios en los sélidos solubles totales, la

acidez o la relacion °Brix/acidez (Figura 13) (Minas et al., 2018).

Para el indicador de firmeza, utilizando un penetrémetro manual , se considera un
nivel minimo de firmeza de 27 N (Crisosto et al., 2001; citado en Minas et al., 2018).
En Estados Unidos se utilizan dos grados de firmeza para determinar el tiempo de
cosecha en el durazno, una firmeza de entre 45 y 54 N, son frutos que se destinan
a mercados de larga distancia y frutos con un nivel de firmeza de entre 30 y 36 N
gue se destinan a mercados mas cercanos o locales, con un tiempo de
almacenamiento de menos de una semana (Crisosto, 1994; Crisosto et al., 1996;
citado en Minas et al., 2018).

La medicién de la firmeza, junto con la determinacion de la acidez titulable y el

contenido de solidos solubles totales, son considerados métodos destructivos, que
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consumen tiempo y solo sefialan la condicion de madurez de la cosecha en su

conjunto.

La dificultad para establecer de manera precisa el momento de cosecha genera que
tanto en fruta de variedades tempranas o tardias se cosechen frutos inmaduros o
sobremaduros. Los frutos inmaduros tienen un contenido de fenoles mayor que los
frutos maduros (Liu et al., 2018), la presencia de estos compuestos contribuye al
oscurecimiento en la piel cuando simultaneamente ocurren dafios mecénicos

durante el manejo poscosecha del fruto.

Existen métodos que ayudan a medir la madurez fisiologica y la calidad interna del
fruto, que no se consideran destructivos. Algunas de las ventajas que estos
métodos ofrecen es el potencial de realizar mediciones repetidas precisas al mismo
fruto, monitorear la evolucion fisiolégica de los frutos individualmente cuando estan
en el &rbol y cuando no lo estan, ademés de que proporcionan datos en tiempo real
de los diversos pardmetros de calidad simultdneamente, proporcionando la
capacidad de poder separar a los frutos en la postcosecha, de acuerdo a las
diferentes clases de maduracion. No obstante estos procedimiento en las huertas

y empaques de fruta en México no son utilizados.

KAKAMAS &

Figura 13: Cambios de color durante el proceso de maduracién de dos variedades de
durazno. Fuente: University of California, Davis.
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2.4.3 Factores poscosecha que afectan la calidad del fruto

2.4.3.1 Presencia de pudriciones poscosecha - Pudricion por Rhizopus

Los duraznos son frutos muy susceptibles a ser atacada por patdgenos de almacén
0 poscosecha. Uno de los mas comunes es Rhizopus (Salem et al., 2016).

Figura 14: Contaminacién en duraznos por Rhizopus. Fuente: University of California,
Davis.

Este hongo, tiene un crecimiento rapido, se desarrolla en condiciones humedas y
temperaturas desde 5 a 25°C con capacidad de reproducirse facilmente durante el
almacenamiento a través de una propagacion rapida desde frutos infectados a no
infectados (Salem et al., 2016; Alfaro-Gutiérrez, 2011).

2.4.3.2 Efectos de la baja temperatura (dafio por frio)

El durazno es un fruto sensible a la temperatura, cuando se encuentra a
temperaturas entre 5-7 °C, puede sufrir dafios por frio. Entre los sintomas mas
comunes ocasionados por el dafio por frio o “chill injury” (CI) son: oscurecimiento
interno, harinosidad en la pulpa (Figura 15), maduracién anormal y aumento en la
susceptibilidad al deterioro fisiolégico (Wang et al., 2019), esta sensibilidad al frio
podria considerarse una limitacion para poder conservar el fruto.
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Jugoso.

Figura 15: Manifestaciones del dafio por frio en frutos de durazno.

Diferentes autores reportan investigaciones donde se proponen distintos métodos y
alternativas para poder reducir esta susceptibilidad del durazno al frio. Wang et al.,
(2019) propusieron el uso de glicina betaina (GB), derivado de la glicina y un
compuesto de amonio cuaternario, como regulador osmotico que proporciona
proteccion al tejido vegetal contra un estrés ambiental; Mansour en 1998, reporto
que el GB protege la estabilizacion de la membrana y aumenta la tolerancia de la
planta contra situaciones de estrés por frio o agua. El uso de GB en durazno
demostré reducir el dafio durante la refrigeracion, esto debido a mecanismos que
aumentaron la actividad de enzimas antioxidantes y por una acumulacion de prolina
(Wang et al., 2019).

Por otro lado, el contenido de azucares en el fruto ha demostrado tener un papel
importante en la proteccion contra el dafio por frio, estos no solo van a contribuir a
un mejor sabor, también contribuyen en el metabolismo energético y estructura
celular por ejemplo la sacarosa contribuye a la tolerancia al frio en el mismo (Wang
et al., 2019).

Otra alternativa para disminuir las afectaciones por las bajas temperaturas, es el
uso de hormonas. Gao et al., (2018), utilizaron la melatonina (MT) para poder reducir
el dafio por frio. Se ha demostrado que esta hormona tiene influencia en la
estructura y funcién de la membrana celular (Gao et al., 2018); también estos
autores, indicador que la MT provocé un retraso en la senescencia del fruto, por un

mecanismo antioxidante.
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Por ultimo, entre otras de las estrategias que se han desarrollado para prevenir el
dafio por frio, se encuentra el acondicionamiento a bajas temperaturas. En este
método el fruto es almacenado previamente a una temperatura ligeramente superior
al almacenamiento en frio (Wang et al., 2017). Se ha demostrado que esta técnica
es eficaz para reducir el dafio por frio, Jin et al., (2009), reporté que almacenar los
frutos a 10 °C durante dos dias previo al almacenamiento a 0 °C, disminuy¢ la

sensibilidad del dafio por frio en frutos de durazno.

2.4.3.3 Entintado de durazno o Inking

El entintado o “inking”, es un defecto visual que presentan los frutos de durazno que
se manifiesta como manchas de color mas oscuro que los pigmentos naturales de
la frutos y que pueden observarse como puntos o lineas en la piel (Figura 16). Este
tipo de defecto solo se presenta en la piel afectando su apariencia y por tanto
provocando pérdidas econdémicas a las industrias debido a que representa rechazo
del producto (Crisosto et al., 2009).

Figura 16: Manifestaciones del entintado de durazno.

Se ha reportado que el “inking” puede ocurrir debido a distintos factores, los
sintomas suelen aparecer 24 a 48 horas después de la cosecha. Comunmente
observado en la etapa del empaquetamiento y durante el transporte, pero se puede
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observar desde las operaciones de cosecha (Cheng & Crisosto, 1994) por lo cual

es de suma importancia evitar que este dafo se presente.

El “inking” se asocia a factores post cosecha, como el manejo el fruto, operaciones
como la abrasion o el lavado de los frutos a pH alcalino. No osbtante, se ha indicado
gue son varios factores pueden influir en la aparicion de estas manchas, desde

factores pre cosecha como la nutricion mineral de la planta.

Cheng and Crisosto (1997), informaron que las manchas ocasionadas por el
“‘inking”, pueden ser ocasionadas por dos tipos de reacciones, por reacciones
enzimaticas o por reacciones no enzimaticas, donde estan involucrados los
compuestos fendlicos, oxigeno y contaminantes como iones metalicos (Cheng and
Crisosto, 1994; Crisosto et al., 1994; Denny et al., 1986; Hopfinger, 1989; Phillips,
1988). Las oxidaciones enzimaticas de compuestos fendlicos, producidas por
enzimas como la polifenol oxidasa y las peroxidasas, promueven el oscurecimiento

y formacién de manchas pardas o cafés en la piel (Cheng & Crisosto, 1997)

Por otro lado, las reacciones no enzimaticas, como la formacion de complejos con
iones metélicos pueden provocar el entintado y, son los principales responsables de

la formacion del “inking” (Cheng & Crisosto, 1997).

Esta formacion de complejos entre compuestos fendlicos con iones metalicos,
puede ocurrir desde la pre cosecha debido a sobre fertilizacion de la planta de esos
iones o0 por contaminacion de productos agroquimicos aplicados durante el
desarrollo del cultivo. Los metales pesados son un grupo de elementos que se
definen como aquellos que tiene un peso atomico mayor de 40 y una densidad al
menos cinco veces mayor que el agua (Tchounwou et al., 2014). Algunos de estos
metales son Co, Fe, Mn, Mo, Ni, Zn, y Cu y pueden suministrarse en los fertilizantes
como micronutrientes para que la planta tenga un desarrollo 6ptimo, ademas que
pueden estar involucrados en reacciones redox, transporte de electrones y en
procesos metabdlicos que para la planta son esenciales. Sin embargo, existen

elementos que podrian significar un agente toxico para la planta (Pb, Cd, Cr, Hg).
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La contaminacion de los cultivos con estos metales se puede deber a actividades

urbanas, industriales y practicas agricolas inadecuadas (Michalak, 2006).

Como ya se menciong, estos iones metalicos los podemos encontrar en diferentes
productos utilizados en los programas de fertilizacion para el desarrollo de la planta.
No obstante, algunos fertilizantes utilizados pueden estar contaminados de estos
minerales y, pueden contribuir a una sobre fertilizacion y desencadenar el
entintamiento. La Tabla 6 compara los niveles criticos y los niveles administrados
de distintos minerales, a frutos de durazno de cosechas temprana, intermedia y
tardia (A,B,C).

Tabla 6: Comparacion de los niveles de diferentes nutrientes en hojas de durazno sugeridos
en la literatura con los niveles encontrados en la zona de Aguascalientes.

Johnson & Uriu 1989
) Nivel Nivel Nivel Nivel
o)
Epoca de Elemento min. optimo | Max. | suministrado % de
cosecha exceso
(%) (%) (%) (%)
A 3.74 125
(temprana)
N
B o 2.3 26-30| -
(intermedia) | (Nitrogeno) 4.03 134
C (tardia) 4.04 135
A 4.06 338
B K (Potasio) 1 1.2 - 4.20 350
C 4.47 373
A 2.57 257
B Ca (Calcio)| - Arriba |- 2.30 230
del i
C 2.01 201
A 0.45 45
M .
B - .| Amba ) 0.48 48
(Magnesio) de 0.25
C 0.49 49
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A 0.25 82
B P (Fosforo) - 0.1-0.3 - 0.28 92
C 0.26 88
A 49.30 62
B B (Boro) 18 20-80 100 56.20 70
C 60.55 76
A 24.84 124
B Zn (Zinc) i ggii’g ; 30.09 150
C 26.00 130
A 160.86 268
B Fe (Hierro) | <60 >60 - 185.50 309
C 183.33 306
A Mn 54.28 271
B (Manganes | <20 >20 - 54.93 275
C 0) 53.38 267
A 7.05 157
B Cu (Cobre) - >4 - 7.00 156
C 5.74 128

Todos los elementos analizados, mostraron un sobrefertilizacion de ellos (Johnson
& Uriu, 1989). De acuerdo a Cheng y Crisosto (1994) la presencia de Fe, Aly Cu,
en las pieles del fruto, puede provocar reacciones con los compuestos fenélicos (en
especial Fe y Cu) formando complejos que inducen el entintado de los frutos. Estos
analisis foliares podrian indicar una posible causa del entintado o “inking” de los

frutos cultivados por agricultores de durazno de la zona de Aguascalientes.

Michalak en 2006, reporta que cuando la planta estd expuesta a concentraciones

excesivas de estos oligoelementos, pude haber una toxicidad y conducir a la
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inhibicion del crecimiento de la planta, ademas de inhibir procesos como la

respiracion, fotosintesis y afectar el metabolismo del nitrégeno y nutricion mineral.

En frutos de durazno de color rojo debido a la presencia de antocianinas (Zhou et
al., 2019).El “inking” puede ocurrir debido a la reaccidén entre las antocianinas y
compuestos metalicos como el hierro o aluminio. Esta unién se debe a que los
compuestos fenodlicos poseen grupos hidroxilo y carboxilo, por o que cuentan con
la capacidad de unir iones como el Fe y el Cu (Michalak, 2006). Se ha reportado
gue la actividad entre los compuestos fendlicos bajo un estrés de metales pesados,
incrementa la actividad de ciertas enzimas, entre ellas las peroxidasas que pueden

conducir al oscurecimiento del fruto (Michalak, 2006).

Sin embargo, Crisosto et al., (2009) sefalaron que la presencia de iones metalicos
como el Fe, Cu y Al, en combinacion con compuestos fendlicos, solo es un factor
que induce el “inking”, que, el dafio mecanico, y la la actividad de enzimas como las
peroxidasas, pueden incrementar la presencia de este desorden. El “inking” esté
altamente asociado al dafio fisico ocurrido durante el manejo del producto y su
transporte. En el estudio de laboratorio realizado por Crisosto et al., en 1999, con
diferentes variedades rojas de durazno sometidos a soluciones de iones metalicos
(Na, Al, Fe, Cu, Sn y Zn), observaron que, a concentraciones de iones de Fe, Sny
Zn moderadas, sin dafio mecanico (abrasion), no se indujo el oscurecimiento en la

piel (Figura 16) en tanto que la presencia de Cu indujo el oscurecimiento,
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Figura 17: Oscurecimiento de frutos de duraznos rojos después de 15 minutos de
incubacién en soluciones de diferentes iones metalicos (pH 3.5). Las barras verticales
representan el error estandar. Fuente: Crisosto et al., en 1999.

Los frutos sometidos a dafio mecéanico, lavados y sin lavar y en presencia de Fe, Al
y Cu, desarrollaron una pigmentacion negra oscura siendo el Fe el que desarrollo
un oscurecimiento mas severo. Mientras que para los iones Sn, Na y Zn tuvieron

poco efecto sobre el oscurecimiento del fruto.

Se indicé que concentraciones de aproximadamente 10 ppm de Fe, fue suficiente
para formar el complejo metalo-antocianina y provocar el entintado (Crisosto et al.,
1999). En cuanto al Al, se observo que concentraciones de 1 ppm pueden inducir
un incremento en la formacioén del entintado. La intensidad del dafio dependera de
la variedad, habiendo variedades mas susceptibles que otras (Crisosto et al., 2009).

En otro experimento con aplicacion de soluciones de Fe de 10 a 200 ppm en frutos
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sometidos o no a lavado y dafio por abrasion, mostré que esas concentraciones no
provocaban oscurecimiento en frutos no dafiados pero el defecto se presenté en los

frutos dafiados mecanicamente (Crisosto et al., 1999) (Figura 17).

25 — Elegant Lady
20 — [0 uUnwashed nonabraded

15 — M Unwashed abraded
10 — O Washed nonabraded
5 — @® Washed abraded
o pu—
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Ferrous iron concentration (ppm)

Figura 18: Efecto de las aplicaciones de Fe en el oscurecimiento de los frutos de durazno
rojos sometidos o no al lavado y dafio por abrasion. Las barras verticales representan el
error estandar. Fuente: Crisosto et al., en 1999.

Michalak (2006), sefalé que las plantas bajo un estrés por minerales, induce la
acumulacion de compuestos fendlicos. Este incremento en la actividad antioxidante
de los compuestos fendlicos es resultado a la alta tendencia de estos para quelar
metales, esto debido a que los compuestos fendlicos poseen grupos hidroxilo y
carboxilo, que son capaces de unirse a metales, en particular a Fe y Cu. Este
incremento de compuestos fenélicos también es influido por la abrasion que induce
la sintesis de compuestos fenolicos como las antocianinas, y acido clorogénico,

facilitando el oscurecimiento (Crisosto et al., 2009).

44



Eghbaliferiz & Iranshahi en 2016, reportaron que cuando ocurre este incremento de
compuesto fendlicos, estos pueden presentar actividad pro oxidante basado en la
generacion de radicales fenoxil, y la formacion de complejos con iones metélicos.
Esta actividad pro oxidante puede inducir una oxidacion lipidica de la membrana y

provocar dafos en el material genético.

Cabe resaltar, que los iones metalicos no son el Unico factor que puede inducir a
que se genere esta actividad prooxidante en los compuestos fendlicos. Cuando hay
una alta concentracion de compuestos fendlicos, presencia de iones metalicos y un
pH alcalino, pueden ser catalizadores de la actividad pro oxidante y de la generacién
de especies reactivas de oxigeno. De igual manera, cabe resaltar que los
polifenoles de menor tamafio son mas susceptibles a presentar actividades pro
oxidantes, que los compuestos fendlicos de mayor tamafio (Eghbaliferiz & Iranshahi,
2016).

Figura 19: Manifestacién visual de inking o entintado en frutos de durazno de la region de
Aguascalientes México.

El color de los pigmentos del durazno, en este caso las antocianinas, depende del
pH en que se encuentre, al cambiar el pH, estos pigmentos cambian su estructura
molecular. Se ha reportado que cuando las antocianas estan expuestas a un pH
mayor a 7.0, puede ocurrir y provocar un cambio en la estructura del pigmento
ocasionando que la coloracién cambie de un color amarillo rojizo a un color oscuro.
Esta exposicién a este cambio de pH es comuln cuando se realizan las operaciones
de lavado, sin embargo, la intensidad del defecto no se presenta de la misma
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manera que cuando se produce por contaminacion por metales (Crisosto et al.,
2009).

En el estudio realizado por Crisosto et al., (1999) evaluaron la influencia del pH en
la decoloracién del durazno (Figura 11). Se sometieron los frutos a soluciones a
diferentes concentraciones de pH (3.0 a 9.0). Se lleg6 a la conclusion de que, en
los frutos sin abrasion, el pH no mostro influencia en el entintamiento del fruto. Para
el caso de los frutos con abrasion, a pH de 3.0 el color de los duraznos era rojizo, a
pH 4.0 — 5.0 no se mostré cambios significativos en la piel; cuando el pH cambié a

mayor de 6.0, los frutos empezaron a mostrar coloracién oscura.
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5 O Washed nonabraded
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Figura 20: Desarrollo de la decoloracién oscura en frutos de durazno en varias soluciones
de pH tampédn fosfato. Las barras verticales representan el error estandar. Fuente: Crisosto
et al., en 1999.

Cuando se tiene una combinacién de abrasion intensa de la piel del fruto, junto con
pH alcalino o soluciones metalicas, se tiene un dafio mucho mas intenso. Los
duraznos no sometidos a un proceso de abrasion o cepillado, muestran un dafo
menor a los que si se sometieron a esta operacion, esto es explicado debido a que,

al someter el fruto a esta operacion, se dafia la piel del fruto, provocando un colapso
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de las células de la piel y liberando los compuestos fendlicos, que cuando se
exponen al contacto ya sea con soluciones de pH elevado o soluciones con

compuestos metdlicos, resulta en la aparicién del entintado (Crisosto et al., 2009).

Existen diferentes medidas para poder evitar o reducir el entintamiento en los frutos,
entre ellos: reducir el dafio por abrasion procurando tratar el fruto con cuidado; evitar
la utilizacién de agua contaminada para el riego y procurar que no esté contaminada
con metales pesados; realizar pruebas a los fungicidas para la deteccién de metales
pesados como el Fe, Cu y Al; para la operacion de lavado, utilizar un agua que se
mantenga con un pH de entre 6.5y 7.0; evitar el cepillado de los frutos para evitar
el aumento del entintamiento; evitar el enfriamiento rapido y almacenar el fruto sin
aire forzado; retrasar el empaquetado aproximadamente 48 horas para detectar y

remover el producto que esté dafiado (Crisosto et al., 2000; Crisosto et al., 2009).

De acuerdo a los antecedentes citados anteriormente, no existe en la literatura
publicaciones respecto al analisis de compuestos fendlicos especificos asociados
con el problema del entintado en distintas variedades producidas en México. Por lo
cual, este trabajo plantea realizar estudios sobre la relaciéon entre los compuestos
fendlicos y metales pesados, junto con otros factores como el dafio mecénico y el
pH del agua de lavado, con la finalidad de evaluar si estos factores son los que
desencadenan este defecto en la piel del fruto.

3. Justificacion

En México, la produccién y consumo de durazno ha disminuido. Esta disminucién ,
puede estar explicada por varios factores como la competencia con otros frutos en
el mismo periodo de cosecha con los que también se enfrenta con menores precios
en el mercado, y también por la presencia de defectos como el “inking” que reduce

su calidad visual.
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Desde el punto de vista de manejo poscosecha, el fendmeno de entintado se ha
estudiado en durazno rojos donde se ha asociado a la presencia de iones metalicos
suministrados durante la fertilizacién del cultivo donde se ha indicado que un exceso
de nutricion en el suministro de iones metédlicos puede estar influyendo e
interactuando con fenoles. No obstante, este mecanismo en duraznos de color
amarillo, no se ha investigado de forma sistematica. Siendo necesario establecer su
incidencia en diferentes variedades, los efectos que tiene la presencia de iones
metélicos y las operaciones de manejo poscosecha que inciden en la manifestacion

de este defecto.

Este estudio pretende conocer los mecanismos que originan el problema y evaluar
a profundidad la cadena de procesamiento que realizan los productores de durazno,
con el objeto de aportar estrategias tecnolégicas para reducirlos y asi aumentar el
consumo del fruto y disminuir el impacto econémico que estos defectos representan

para los productores de durazno en México.

4. Hipotesis

El entintado de duraznos amarillos lo presentan aquellas variedades susceptibles a
este defecto en asociacion a una presencia de iones metalicos y a un manejo
mecanico severo de los frutos que en forma conjunta facilitan la formacién de

complejos fenol-metal y la accion de enzimas oxidativas generan el desorden.

5. Objetivos

General

Elucidar el mecanismo mediante el cual interaccionan los iones fierro, los
compuestos fendlicos y la actividad enzimatica en el desarrollo del entintado de la

piel de frutos de durazno de piel amarilla.
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Especificos

e Comparar la susceptibilidad al entintado de tres variedades de durazno de pulpa
adherida al hueso y piel amarilla producidos en la zona de Aguascalientes,

México.

e Identificar la influencia de la presencia de iones metélicos en el desarrollo del
entintado en las variedades estudiadas.

e Evaluar la participacion de los compuestos fendlicos y la formacién de complejos
fenol-metal en el desarrollo del entintado.

e Evaluar la participacion de las enzimas asociadas a la sintesis de fenoles y su
oxidacion (PAL, PPO, POD) en el desarrollo del entintado.

e Confirmar el mecanismo del entintado a través de su induccién en condiciones

de laboratorio.

e Establecer recomendaciones que eviten el “inking” o entintado en el cultivo de

durazno de la zona de Aguascalientes, México.
6. Metodologia

6.1 Material biolégico

Los frutos de durazno (Prunus persica L.) fueron recolectados en los campos de
cultivos de la empresa Agropecuaria Marlee ubicada en el Rancho San Carlos, del
municipio de San Francisco de los Romo, Aguascalientes, México. Se trabaj6é con
tres variedades: ‘MG8’ (cosechada en junio o temprana), ‘Colegio’ (cosechada en
julio o intermedia) y ‘229’ (cosechada en agosto o tardia). Los frutos se cosechan a
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2/, de madurez de consumo, e hidro enfriados a 3 °C; se seleccionaron aquellos
libres de defectos y pudriciones, fueron cepillados, lavados y secados bajo una
corriente de aire, encerados y colocados en cajas de carton. Por la naturaleza del
estudio se seleccionaron dos conjuntos de frutos; con entintando (inking) y sin

entintado.

Paralelamente se cosecharon frutos directamente del campo en el mismo estado
de madurez libres de entintado con la finalidad de evaluar en condiciones de
laboratorio los factores que pudieran estar involucrados en el desarrollo de este

defecto.

Los frutos fueron llevados al laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de
Frutas y Hortalizas de la Facultad de Quimica en la Universidad Auténoma de

Querétaro, donde fueron almacenadas a 1 °C por 24 h.

6.2 Estrategia experimental

El trabajo se desarrolld en tres etapas (Figura 21); en la primera, los frutos
seleccionados en la empacadora se usaron para los andlisis quimicos (contenido y
perfil de fenoles), actividad enziméatica y cuantificacion de metales; en la segunda,
los frutos cosechados directamente del campo se usaron para inducir el defecto
mediante la aplicacion de dafio mecéanico y aspersion de soluciones de metales (Fe
y Cu), en estos frutos se evalluo el color externo y se determinaron los analisis
guimicos, y enziméaticos. Finalmente, para la Gltima etapa, se realizaron reacciones
de fenoles especificos (acido clorogénico), con sulfato de hierro a diferentes
concentraciones mediante un método espectrofotométrico, para evaluar el cambio

en la intensidad del color del complejo formado.
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6.3 Métodos utilizados

Etapa 1

Obtencién de epidermis con entintado y sin entintado. A 10 kg de frutos, se les retird
cuidadosamente la epidermis manualmente usando un bisturi quirargico las cuales
se congelaron en nitrdgeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta los analisis
enzimaticos de peroxidasa (POD), polifenol oxidasa (PPO), fenilalanina amonio
liasa (PAL) y contenido de fenoles totales mediante un método espectrofotométrico
y perfil de compuestos fendlicos por HPLC. Submuestras congeladas se liofilizaron
para enviarlas a los Laboratorios Fertilab para ser analizadas en el contenido de
metales pesados (Fe y Cu) por digestion acida multielemental en microondas de
acuerdo con el método AOAC 2006.03.

6.3.1 Analisis enzimaticos
6.3.1.1 Actividad de polifenol oxidasa (PPO)

Para la determinacion de la actividad de la PPO se siguid la metodologia descrita
por Meraz-Caro (2001), basada en la metodologia de Hsu et al., (1968). La
determinacién espectrofotométrica se basa en la reaccion de PPO sobre el sustrato

fendlico (catecol) generando un compuesto colorido que absorbe luz a 420 nm.

Extraccion de la enzima: Se pesaron 5.0 g de piel congelada, 0.6 g de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) insoluble y 20 mL de buffer de fosfato de potasio 50
mM pH 6.0, la mezcla se homogeneizé en un homogeneizador de tejidos Ultraturax
(IKA T25); el homogeneizado se filtré con cuatro capas manta de cielo, se centrifugo
a 10 000 g por 15 min a 4°C. El sobrenadante se considerd como el extracto crudo
de la enzima y se mantuvo en bafio de hielo (4°C) hasta la determinacién de

actividad.
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Medicion de la actividad enzimatica: La mezcla de reaccion consistio en 100 uL de
extracto enzimatico a los cuales se le agregaron 50 uL de catecol 60 mM como
sustrato y se midi6 la absorbancia durante un periodo de 3 min a una longitud de
onda de 420 nm usando un espectrofotometro Perkin Elmer, Inc., USA modelo
Lambda 36. La actividad enzimatica se reporté como unidades de PPO g de tejido
fresco, siendo una unidad, el cambio de 0.001 unidades de absorbancia en un

minuto.

6.3.1.2 Actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL)

La actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) fue determinada siguiendo
la metodologia de Aquino-Bolafios (1998), basada en la metodologia propuesta por
Ke & Saltveit (1986).

Preparacion de reactivos: Buffer de Borato 50 mM (pH 8.5). Se pesaron 3.1 gramos
de acido bodrico y 0.4 gramos de hidréxido de sodio (NaOH), se disolvieron y se
aforaron a un litro de agua destilada. Se ajusté el pH a 8.5 con una solucion de
hidréxido de sodio 0.1 N. Este reactivo puede almacenarse a 4°C. Sustrato de L-
fenilalanina 100 mM. Se pesaron 1.65 gramos de L- fenilalanina, se disolvio y se

aforé a 100 mL con agua destilada.

Extracciéon de la enzima: Se pesaron 4 g de epidermis, y se mezclaron con 0.4 g de
PVPP, 16 mL de buffer borato de sodio 50 mM a pH 8.5y 14 uL B-mercaptoetanol
al 0.01 M. La solucion fue homogenizada en un Ultraturax (IKA T25) por 5 min. Se
filtr6 a través de cuatro capas de manta de cielo. Posteriormente el filtrado se
centrifugd a 12 000 rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se consider6 como el
extracto crudo de la enzima y se mantuvo en bafio de hielo (4°C) hasta la

determinacién de actividad.
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Ensayo de la actividad enzimatica: Se incubaron 2700 uL del extracto enzimatico a
40°C durante 5 minutos, se adicionaron 300 pL de fenilalanina 100 mM y se midio
la absorbancia a 290 nm. Posteriormente se realizé una incubacion durante una

hora a 40°C y se volvié a medir la absorbancia.

Se utilizé una curva estandar de acido cinamico, el valor obtenido de la actividad
enzimatica se expres6 como cantidad de enzima que produce 1 pmol de &cido

cindmico en una hora.

6.3.1.3 Actividad de peroxidasa (POD)

La actividad de la enzima peroxidasa (POD) fue determinada siguiendo la
metodologia de Duarte-Vazquez (2002), basada en la metodologia propuesta por
Tijssen (1985).

Extraccion de la enzima: Se pesaron 6 g de epidermis, se mezclaron con 0.2 g de
PVPP, 5 mL de buffer borato de sodio 50 mM pH 8.5y 18 mL de agua destilada. La
solucién fue homogenizada en un Ultraturax (IKA T25) por 5 min. Se filtr6 a través
de cuatro capas de manta de cielo. Posteriormente el filtrado se centrifug6 a 4 000
RPM por 10 min a 4°C. El sobrenadante se consideré como el extracto crudo de la

enzima y se mantuvo en bafio de hielo (4°C) hasta la determinacion de la actividad.

Preparacion de reactivos: ABTS 10 mM. Se pesaron 0.5487 gramos de ABTS, se
disolvieron y se aforaron a 100 mL de agua destilada. H202 50 mM. Se pipetearon
141.70 pL y se aforaron a 100 mL de agua destilada. Buffer de fosfato de potasio
20 mM pH 6.0. Se pesaron 0.68045 gramos de fosfato de potasio, se disolvieron y
se aforaron a 250 mL de agua destilada. Se ajustd el pH a 6.0 con solucién de
hidréxido de sodio 0.1 N.
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Ensayo de la actividad enzimatica: La actividad se determino
espectrofotométricamente usando 2,2-azinodi(3-etilbencentiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS) como donador de hidrogenos. La mezcla de reaccion (3 mL)
contenia ABTS 10 mM (300 ul) , 300 ul del extracto enzimatico, H202 50 mM (120
uL) y buffer de fosfatos 20 mM, pH 6.0 (1500 pl), el volumen se completé con agua
destilada (780 pl). EI cambio en la absorbancia debido a la oxidacion del ABTS fue

evaluado a 414 nm durante 3 minutos.

El ensayo de la actividad enzimatica se desarroll6 a 25°C utilizando un
espectrofotometro Perkin Elmer, Inc., USA. Los resultados se expresaron como
unidades de POD g de tejido fresco. Una unidad de actividad enzimatica se definié
como el cambio de 0.001 unidades de absorbancia en un minuto.

6.3.2 Analisis de metales en epidermis

El analisis mineral se llevd a cabo mediante un servicio externo “Fertilab:
Laboratorio de analisis de suelos y nutricién”, donde se realizé digestién acida
multielemental en microondas preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03. Se
colocaron muestras de epidermis de durazno con y sin entintado en frascos de 71
g, se taparon con manta de cielo y se reforzaron con ligas. Quince frascos de
epidermis de durazno con entintado y quince frascos de epidermis sin entintado
fueron liofilizados durante siete dias, utilizando un liofilizador LABCONCO, USA.
Posteriormente, las muestras liofilizadas se molieron hasta obtener un polvo fino,
se pesaron 10 gramos de epidermis molida con y sin entintado y se almacenaron
en bolsas de plastico selladas y con su correspondiente etiqueta para su posterior

envio. Los resultados se expresaron como ppm de Fe por 100 g de muestra.
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6.3.3 Andlisis de fenoles
6.3.3.1 Contenido de fenoles totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se realizd de acuerdo a el método
Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

Se pesaron 2 g de epidermis de durazno de cada variedad con y sin entintado;
después de los tratamientos de 0, 1, 3 y 5 min de cepillado sin aspersion de
Fe2(S0a4)3, y con aspersion de 0, 60 y 250 ppm de Fe2(S0a4)3, con 0 y 5 min de
cepillado. Cada una de las muestras se colocaron en diferentes tubos de centrifuga
de 50 mL con 25 mL de metanol al 80%.

Las muestras se homogenizaron durante 1 min en Ultraturax (IKA T25), a
temperatura ambiente y protegidos de la luz. Después, las muestras se
centrifugaron a 13500 rpm durante 15 min. Se recolectd el sobrenadante de cada
muestra, se filtr6 utilizando un embudo y manta de cielo, y se colocé en tubos
protegidos de la luz, y el precipitado fue desechado. Para el célculo de la
concentracion de compuestos fendlicos totales, los valores de las absorbancias que
fueron obtenidas para cada muestra, se interpolaron en una curva estandar de acido
galico (0.02-0.16 mg acido galico/mL)para obtener los mg de acido galico por mL de
solucion y los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por

100 g de muestra. Los célculos fueron realizados de acuerdo con la siguiente

formula:
mg eq de ac. galico mg de acido galico 1
il g =( g g )( )xZSmLxlOO
100 g muestra ml peso muestra (g)

Para la reaccion se tomaron 400 pL de la muestra y se adicion6 1 mL de agua
destilada, 200 pl de reactivo Folin-Ciocalteu y se dejaron en reposo durante 5 min.

Posteriormente se adicion6 2 mL de carbonato de sodio al 7%, 1.4 mL de agua
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destilada y se mezclaron con ayuda de un vortex. Las mezclas fueron mantenidas
a temperatura ambiente y protegidas de la luz durante una hora para permitir la
reaccion, finalizado el tiempo, se leyé la absorbancia a 750 nm en un
espectrofotometro marca Lambda 365, Perkin Elmer, Inc., USA.

6.3.3.2 Determinacion del perfil fenélico

El perfil fendlico se realiz6 mediante cromatografia de liquidos HPLC, utilizando un
equipo HPLC Waters, USA, con una bomba cuaternaria Alliance e2695, detector de
arreglo de diodos 2998, utilizando una columna Symmetry C-18 (5 um, 150 mm de
largo x 4.6 mm de diametro) y software Empower3 (Waters, USA).

Como fase movil se utilizd un gradiente de concentracion utilizando, agua
HPLC:acido férmico (A) y acetonitrilo al 100% (B) (Tabla A2).

Para la inyeccion de la muestra, de los extractos metandlicos realizados
previamente para el analisis fendlico total, se tomaron 3 mL con una jeringa, se
filtraron a los viales Waters utilizando un filtro Nylon de 13 mm de diametro y 0.45
pum de tamafio de poro. Las condiciones de andlisis en el equipo fueron las
siguientes: T° de la muestra 8°C, T° de columna 35°C, flujo 0.500 (mL/min), volumen

de inyeccién 30 pL, tiempo de corrida 60 min.

Para la cuantificacion, se utiliz6 una curva estandar de acido clorogénico a
diferentes diluciones partiendo de una solucién madre de 0.5 mg mL?. Para el
célculo de la concentracién de &cido clorogénico, los valores de las absorbancias
gue fueron obtenidas para cada muestra, se interpolaron en una curva estandar de
acido clorogénico para obtener los mg de acido clorogénico por mL de solucion y
los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido clorogénico por 100

gramos de muestra.
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Etapa 2

Efecto del cepillado en el desarrollo del entintado. Treinta y seis frutos de cada
variedad (‘MG8’, ‘Colegio’ y ‘229’) se dividieron en cuatro grupos de 9 duraznos c/u;
cada grupo fue sometido a 0,1,3 y 5 min de cepillado utilizando un prototipo de
cepillos similar a los utilizados en el empaque y construidos a partir de rodillos de
pintura anclado a un mecanismo de ruedas dentadas de discos de -diametro- y
cadenas que comunican la fuerza motriz proporcionado de manera manual al girar
la perilla, teniendo un total de tres frutos por tratamiento con sus triplicados. Se
midio el color antes y después de cada tratamiento de cepillado; posteriormente se
procedio a lavar los frutos en un bafio de agua destilada se secaron a temperatura
ambiente. A continuacion, se aplicé 0, 60 y 250 ppm de Fez2(S0Oa4)s, finalmente se
tomaron fotografias de cada fruto y se midi6 el color CIE Lab después de 0, 24 y 48

horas de almacenamiento a 1°C.

Los analisis de actividades enzimaticas de PPO, POD y PAL se realizaron conforme

se describieron en la Etapa 1.

Etapa 3

En la tercera etapa, se realizaron ensayos in vitro para observar la reaccién
producida con el perfil de compuestos fendlicos obtenidos por HPLC, en presencia

de disoluciones de Fe2(S0a4)s a diferentes concentraciones.

Preparacion de soluciones: Solucion de acido clorogénico con concentraciones de
0.10 a 0.50 mg ml1, se pesaron 2 - 10 mg de acido clorogénico, se agregaron 20 ml
de agua destilada y se mantuvieron en tubos a obscuridad. Para la solucion de
Fe2(S0a4)3 con concentraciones de 60 a 250 ppm, se pesaron 15 - 62.5 mg de

Fe2(S0a4)s en diferentes matraces aforados, se llevé el volumen a 100 mL.
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Posteriormente se tomd 1 mL de cada solucion de acido clorogénico, se colocé en
diferentes tubos de ensaye y se afiadié 1 mL de Fe2(SOa4)s de cada concentracion,

teniendo un total de seis tubos por cada concentracion de &acido clorogénico.

Se observd y se realiz6 seguimiento fotografico al cambio de coloracion del
complejo formado a medida que aumentaba la concentracion de Fez(SOa4)sy de
acido clorogénico, posteriormente se leyé la absorbancia a 750 nm en un

espectrofotometro marca Lambda 365, Perkin Elmer, Inc., USA.

6.4 Andlisis estadistico

El disefio experimental se realiz6 mediante un disefio unifactorial completamente al
azar, realizando un analisis de varianza y una comparacioén de medias por el método
de Tukey para evaluar los efectos de los diferentes tratamientos entre variedades,
y una prueba t de Student para evaluar cambios en las variables de respuesta
posterior al entintado, el nivel de significancia se fijé en p < 0.05. Los resultados
experimentales se expresaron como valores medios + desviacion estandar para tres
experimentos independientes por triplicado. Todos los analisis estadisticos se
llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico JMP (versién 6.0.0).
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7. Resultados

7.1 Primera etapa. Estudio comparativo de frutos de diferentes variedades con
entintado y sin entintado desde la cosecha.

7.1.1 Analisis y cuantificacion de metales pesados

En el andlisis de macronutrientes de la piel liofilizada de frutos, no se detectaron
diferencias significativas en el contenido de N, P, K, Ca, Mg, S y Na entre las
variedades ni entre frutos con y sin entintado (Figura Al); de igual forma, no se
observaron diferencias significativas en el contenido de seis micronutrientes (Cu,
Zn, B, Mo, Mny Ni). No obstante, el contenido de Fe mostro diferencias significativas
entre variedades y entre frutos con entintado y sin entintado (Tabla 7).

Tabla 7: Comparacién de medias del contenido de hierro (ppm 100 g-1) en pieles de frutos
de diferentes variedades de durazno con y sin entintado.

Fe (ppm) /100 g

MG8 Colegio 229
Sin entintado 73.28b 83.18p 107.7A
Con entintado 111.5%a 122Aa -

Letras minUsculas distintas en una misma columna indican diferencias entre frutos
entintados y no entintados (p<0.05). Letras mayusculas diferentes en la misma fila indican

diferencias significativas entre variedades (p<0.05, Tukey).

Las variedades ‘MG8'’ y ‘Colegio’, no entintadas, mostraron menor contenido de este
metal que la variedad ‘229’. Para estas mismas variedades, el contenido de este
metal fue mayor en los frutos entintados respecto de los frutos entintados. La
variedad ‘229’, no mostré incidencia de entintado, aunque el contenido de Fe en sus
pieles fue mayor que los contenidos de este metal en los frutos no entintados de las
otras dos variedades. Las pieles de los frutos ‘MG8’ y ‘Colegio’ con entintado,

mostraron contenidos significativamente mayores de este metal respecto de las

60



pieles de sus frutos no entintados. No obstante, la comparacion estadistica de los
contenidos de Fe de los frutos con entintado con los datos de la variedad ‘229’ no
mostré diferencias significativas entre variedades (datos no mostrados). Esta
comparacién sefiala que la mayor presencia de Fe no es condicién para el
desarrollo del entintado. Estos mayores contenidos representaron un incremento
del 51.8% en la variedad ‘MG8’ y un 61.5% mas en la variedad ‘Colegio’. Estos
datos parecen sugerir que la mayor presencia de Fe en los frutos entintados pudiera
explicar parcialmente el problema de entintado. Los contenidos de Fe en las pieles
de los frutos son notablemente mayores que los contenidos reportados de este
metal en el fruto completo (0.34 mg/100 g peso humedo equivalentes a 2.91 mg/100
g peso seco) (Tabla 6) lo anterior sefiala que este metal se concentra en la piel de
los frutos.

En la variedad ‘229’, no se reporta en contenido de Fe en frutos entintados, puesto
gue no se encontraron frutos con este defecto; no obstante, presentd un 106.2%
mayor contenido en comparacion con la variedad ‘MG8’ y 29.6% mas que la
variedad ‘Colegio’. La mayor presencia de Fe en los frutos con entintado, parece
explicar la presencia del entintado. No obstante, estos datos difieren de lo reportado
por Cheng & Crisosto (1994) quienes no encontraron diferencias significativas en el
contenido de Fe en pieles de cinco variedades estudiadas susceptibles al entintado;
aunque sus contenidos de este metal fueron menores (50 y 60 ppm), que los
encontrados en el presente trabajo.

De acuerdo a la literatura, los requerimiento nutrimentales de Fe en plantas de
durazno es de 60 ppm 100 g* (Bennett, 1993; Johnson & Uriu, 2005), los resultados
de los analisis sugieren que las aplicaciones de Fe en las tres variedades estuvieron
por arriba de los niveles 6ptimos sefialados. Para el caso de frutos no entintados
hubo un 22% mas de Fe en la variedad ‘MG8’, 38.5% en la variedad ‘Colegio’ y
79.5% en la variedad 229’. En cuanto a las variedades con frutos entintados, los
contenidos de Fe fueron 85.8% y 103.3% superiores al nivel 6ptimo sugerido en las

variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ respectivamente. Esto sefiala que hubo una exposicion
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mayor al Fe, que podria indicar una relacion directa entre la presencia de Fe y el

desarrollo del entintado en frutos de durazno.

Dado que el contenido de Fe de los frutos sin entintado mostrado por la variedad
‘229’ fue parecido al contenido mostrado por las pieles de los frutos entintados de
las otras variedades; se realiz6 una comparacion estadistica entre esos valores; el
analisis de varianza no mostré diferencias significativas. Este resultado parece
indicar que el mayor contenido de Fe en las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ no explica

la presencia de entintado en los frutos y para ello deben considerarse otros factores.

Cheng & Crisosto (1994) identificaron que los procesos de cepillado o abrasion de
los frutos y la presencia de iones de Fe, Cu o Al desencadenaron el oscurecimiento
de los frutos en todas las variedades estudiadas; indicando que la combinacion
contenido de iones — dafio mecanico genero el oscurecimiento. En esta etapa, las
muestras de pieles analizadas para el contenido de Fe procedian de frutos
recolectados en la operacion de cosecha que mostraban o no el fenomeno de

entintado.

Previos reportes indican que metales pesados como el hierro (Fe), aluminio (Al) y
el cobre (Cu), pueden convertirse en contaminantes en el fruto. Esta contaminacién
podria ser resultado de aplicaciones foliares de fertilizantes aplicados que los
contienen, esta contaminacion puede desencadenar reacciones con compuestos
contenidos en la piel como compuestos fendlicos (Cheng & Crisosto, 1994; Crisosto
et al., 2009). Estos autores indican que reacciones no enzimaticas como la
formacion de complejos con iones metalicos, podrian ser las responsables del
entintado en durazno, como es el caso de los duraznos de piel roja con alto
contenido de antocianinas. Dentro de los metales mencionados, se ha reportado
gue el Fe presenta la mayor induccion de esta coloracion oscura en los frutos
(Cheng & Crisosto, 1997).

62



7.1.2 Cambios en el contenido de fenoles totales de frutos con y sin entintado

La comparacion estadistica del contenido de fenoles totales en los frutos de las tres
variedades sin entintado, mostro valores significativamente mayores en la variedad
‘MG8’ respecto de las variedades ‘Colegio’ y ‘229’, las cuales mostraron valores
estadisticamente similares (Tabla 8). Los frutos de la variedad ‘MG8’ con entintado,
tuvieron un contenido significativamente mayor de fenoles totales respecto de los
frutos sin entintado; mientras que en la variedad ‘Colegio’ no se observaron
diferencias significativas entre frutos con y sin entintado. Para la variedad ‘229’, no
se reportan datos de frutos entintados debido a que no se encontraron frutos con

este desorden (Tabla 8).

Tabla 8: Comparacion de medias de los contenidos de fenoles totales (mg 100g™) de las
variedades MG8, Colegio y 229 sin y con entintado.

Variedad mg eq. de acido galico / 100 g FW
MG8 Colegio 229
Sin entintado 104.5 + 4.074° 86.8 + 4.078P 87.0 £ 4.078
Con entintado 150.5+£7.502 108.8+£3.942 -

Letras minuUsculas distintas en una misma columna indican diferencias entre frutos
entintados y no entintados (p<0.05). Letras mayusculas diferentes en la misma fila indican

diferencias significativas entre variedades (p<0.05, Tukey).

Valores similares se han reportado en la literatura, observandose entre 79.14 a 277
mg eq. de acido galico 100 g* FW (Lui et al. 2018, Saidani et al. 2017). Se observa
un efecto de la variedad en el contenido fendlico, mostrandose un mayor contenido
en la variedad ‘MG8’ en comparacion con las variedades ‘Colegio’ (16.95%) y 229’
(16.7%).

En la Tabla 8 se muestra la cuantificacion de fenoles totales para frutos de las

variedades ‘MG8'’ y ‘Colegio’, con presencia y ausencia del fendmeno, obtenidos en
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campo y empacadora. Se observa un efecto de la presencia del defecto en el
contenido fendlico, mostrandose un incremento para cada variedad individualmente
cuando se presenta el entintado en comparacion a cuando esta ausente. La
variedad ‘MG8’ presenta un incremento superior en el contenido fendlico al
presentarse el defecto (44%), comparado con la variedad ‘Colegio’ (25.2%). En
cuanto a la variedad ‘229’, no fue reportado el contenido fendlico en frutos con
presencia de entintado, dado que no se presentaron frutos con el defecto en el

muestreo realizado en el campo.

De acuerdo a lo anterior, el aumento en el contenido fendlico en los frutos con
entintado podria indicar una respuesta adaptativa de las plantas a las condiciones
ambientales adversas, de acuerdo a diferentes autores, el contenido fendlico
aumenta en frutos como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, sea un
estrés bidtico como la presencia de hongos (Liu et al., 2020), o un estrés abibtico
como irradiacién, dafio mecanico y exposicion a iones metalicos (Liu et al., 2018; Li
et al., 2018).

7.1.2.1 Identificacién y cuantificacién de fenoles por HPLC de frutos con y sin
entintado

El analisis de los extractos fendlicos de cada una de las variedades por HPLC
permitié identificar (por tiempo de retencion y espectro de absorcion de muestras y
estandares) dos &cidos fendlicos; el &cido neo-clorogénico y el 4cido clorogénico.
Los perfiles cromatograficos de los extractos fendlicos de los frutos de las
variedades sin entintar fueron muy similares (Figura 22). El acido fendlico mas
importante en las tres variedades fue el acido clorogénico (pico 1) y en menor

proporcion el &cido neo-clorogénico (pico 2).
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Figura 22: Perfil cromatografico de los extractos fendlicos de frutos de durazno de tres
variedades comerciales (MG8, Colegio y 229) sin entintar: (1) &cido clorogénico, (2) acido
neo-clorogénico.

La comparacion estadistica del contenido de &cido clorogénico en las muestras de
frutos sin entintar de las tres variedades, no mostré diferencias estadisticas
significativas entre ellas (Tabla 9). La presencia del entintado, en las variedades
‘MG8’ y ‘Colegio’ indujo un contenido significativamente mayor de este acido. Estos
incrementos representaron un 91.47% en la variedad ‘MG8’ y 116.1% en la variedad
‘Colegio’ respecto de las muestras sin entintar.

Tabla 9: Valor promedio del contenido de &cido clorogénico eq (mg 100g™) de las

variedades MG8, Colegio y 229, y en las variedades MG8 y Colegio con presencia y
ausencia de entintado.

Variedad mg acido clorogénico / 100 g FW
MG8 Colegio 229
Sin entintado 17.6+0.194° 16.8+5.20A° 20.2+0.89A
Con entintado 33.7+£0.192 36.31£0.222 -

Valores con diferente letra indican diferencias (p<0.05, Tukey).
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Figura 23: Perfil cromatografico de los extractos fendlicos obtenido mediante HPLC de
frutos de durazno de la variedad ‘MG8’ con y sin entintar: (1) acido clorogénico, (2) acido
neo-clorogénico.
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Figura 24: Perfil cromatografico de los extractos fendlicos obtenido mediante HPLC de
frutos de durazno de la variedad ‘Colegio’ con y sin entintar: (1) acido clorogénico, (2) acido
neo-clorogénico.
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De igual forma, los perfiles cromatograficos de los extractos fenodlicos de las
variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ con entintado, mostraron sefales mas altas de los

acidos neo-clorogénico y clorogénico (Figura 23y 24).

La presencia de acido clorogénico en durazno ha sido reportada por diferentes
autores, Ding et al., (2020) reportaron que los acidos fendlicos son los principales
fenoles de frutos de durazno y que estos &cidos tienen una alta capacidad
antioxidante debido a que actian para deslocalizar o estabilizar radicales fenoxilo
dentro de su estructura. También Gecer (2020) reporté un contenido de 7.6 a 19.9
mg 100 g* de acido clorogénico muestra en base himeda en siete variedades
cultivadas en Turquia. Estos datos pueden sugerir que, el incremento en el
contenido de acido clorogénico en frutos entintados podria estar involucrado en el

mecanismo del entintado.

7.1.3 Actividad enzimatica de sintesis y degradacion de fenoles
7.1.3.1 Actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL)

Se ha demostrado que la sintesis y acumulacion de compuestos fendlicos es uno
de los mecanismos de defensa de las plantas a situaciones de estrés externo. Una
de las enzimas que controla la sintesis de compuestos fendlicos es la fenilalanina
amonio liasa (PAL). Esta es la primera enzima en la ruta de sintesis de estos
compuestos, la cual involucra la desaminacién del aminoacido fenilalanina para
formar el acido trans- cinamico y amonio. El nivel de la expresion de PAL y su
actividad dependera tanto de la edad, etapa de desarrollo y al tipo de tejido; también
los factores ambientales como la radiacion, sequia, heridas o infeccién por
patdgenos etc. pueden inducir la expresion del gen de esta enzima o su actividad
(Camm & Towers, 1973; Barros & Dixon, 2019); por ello la evaluacioén de la actividad
de la PAL, da una idea de la capacidad que tiene una planta o variedad para

responder a los factores de estrés internos o externos.
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Dentro de los frutos no entintados de las tres variedades estudiadas, la actividad de
fenilalanina amonio liasa fue estadisticamente mayor en la variedad ‘MG8’ a la que
le siguieron las variedades 229’ y ‘Colegio’ las cuales no mostraron diferencias
significativas entre si (Figura 25). La incidencia del entintado en los frutos de las
variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’, estuvo asociado a una mayor actividad de esta
enzima. Estos datos confirman la mayor sintesis o produccion de compuestos
fenolicos que mostraron los frutos entintados descritos en la seccion anterior. Esto
sefala que el proceso de entintado indujo una mayor expresion y actividad de PAL
que increment6é la sintesis de compuestos fendlicos en general y de acido

clorogénico en particular.
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Figura 25: Actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en frutos de tres
variedades de durazno (‘MG8’, ‘Colegio’, '229’) sin y con entintado. Las barras verticales
representan la desviacion estandar. Letras minUsculas distintas en una misma variedad
indican diferencias significativas entre frutos entintados y no entintados (p<0.05). Letras
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mayusculas diferentes entre variedades indican diferencias (p<0.05, Tukey). Una unidad de
actividad de PAL es 1 umol de acido cinamico producido en una hora.

Las diferencias porcentuales de actividad de esta enzima, la variedad ‘MG8’
presentd 93.3% mayor actividad en comparacion con las variedades ‘Colegio’
57.4% respecto de la variedad ‘229’; en frutos entintados, la variedad ‘MG8’
presentd 42.2% mas actividad que sus frutos no entintados y la variedad ‘Colegio’
presentd un incremento de 63.9% respecto de sus frutos no entintados. Estudios
previos han demostrado que cuando las plantas se encuentran bajo estrés bidtico
(virus, bacterias, hongos) o abiético (luz UV, temperatura, heridas, estrés salino,
metales pesados) se induce la actividad de PAL y provocando la acumulacién de
compuestos fendlicos como ligninas, acidos fendlicos (acido clorogénico), vy
flavonoides, considerandose asi la PAL como un marcador de estrés ambiental
(Sirin & Aslim, 2019; Astaneh et al., 2018; Ortega-Hernandez et al., 2018).

Estos datos sugieren que la presencia de iones metalicos como el Fe (lll), inducen
la sintesis de compuestos fendlicos a través de la expresion de la PAL que a su vez

impuls6 la sintesis de acidos fendlicos.

7.1.3.2 Actividad de la polifenol oxidasa (PPO).

El oscurecimiento en frutos es un proceso donde el tejido del fruto cambia de su
coloraciéon normal a pigmentos color marron, lo cual afecta la calidad de los
alimentos. Aungue en la mayoria de los casos se considera un defecto de calidad y
es indeseable, existen algunos productos donde se desea que presenten este
cambio de coloracion. Este oscurecimiento puede surgir por un pardeamiento
enzimatico y no enzimatico segun el mecanismo, la reaccién enzimatica implica la
accion de la enzima polifenol oxidasa (PPO), y esta asociado a dafios mecanicos
durante el almacenamiento, transporte y procesamiento de los frutos (Moon et al.,
2020).
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Cuando los productos se someten a dafios mecanicos por heridas, se inducen
enzimas de la sintesis de compuestos fendlicos como la fenilalanina amonio liasa
(PAL), su oxidacion por la polifenol oxidasa (PPO). La enzima utiliza oxigeno como
cosustrato y cataliza dos importantes reacciones, en primer lugar ocurre una
hidroxilacion donde se agrega un grupo hidroxilo a un monofenol en la posicion orto
para producir un o- difenol, posteriormente este o- difenol se oxida produciéndose
una o- quinona que finalmente se polimeriza en pigmentos marrones (Santos et al.,
2021; Zhou et al., 2019; Zawawi et al., 2022).

Los valores de actividad de esta enzima en las diferentes variedades analizadas
sefalaron diferencias significativas entre los frutos sin entintado; la variedad ‘229’
mostro la mayor actividad, seguida por la actividad ‘Colegio’ y finalmente por la
variedad ‘MG8’ que mostré la menor actividad. La incidencia de entintado provoco
una mayor actividad de esta enzima en las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ (Figura 26).

Este incremento fue del 70.9% y 107% respectivamente.

De manera interesante se observé que la variedad 229’ presentd una actividad

mayor de PPO, no obstante, no presento entintado.
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Figura 26: Cambios en la actividad enzimatica de la polifenol oxidasa (PPO) en frutos de
durazno de tres variedades (‘MG8’, ‘Colegio’, ‘229°) sin y con entintado. Cada valor es la
media de tres repeticiones Diferentes letras mindsculas en una misma variedad indican
diferencias significativas entre frutos entintados y no entintados (p<0.05). Letras
mayusculas diferentes indican diferencias estadisticas entre variedades (p<0.05, Tukey).

La actividad de PPO podria explicar el entintado. No obstante, habria que considerar
por que en la variedad 229’ no se presenta este desorden aunque mostro la mayor
actividad en sus frutos no entintados. Este podria explicarse, por el hecho que una
condicién de no dafio, los compuestos fendlicos y las enzimas oxidativas estan en
diferentes compartimentos dentro de la célula y no interacttan entre si, y cuando
ocurre un dafio celular puede ocurrir esta alteracion estructural poniendo en

contacto la enzima con el sustrato.

Bajo la anterior premisa, se podria hipotetizar que el entintado ocasionado por la

presencia de iones de Fe(lll) podria inducir la liberacién de compuestos fendlicos
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(por un mecanismo no conocido) induciendo la expresion y actividad de la PPO
contribuyendo al desarrollo del entintado. Esto podria contribuir a explicar la
diferencia entre variedades. No obstante, también quedaria por explicar por qué son

diferentes esas manifestaciones.

7.1.3.3 Actividad de la peroxidasa (POD)

Cuando hablamos de oscurecimiento enzimético, normalmente se menciona a la
polifenol oxidasa (PPO) como la enzima que provoca este oscurecimiento, sin
embargo, la oxidacibn de compuestos fendlicos en las plantas o frutos esta
catalizada por dos enzimas principalmente, la PPO y la peroxidasa (POD) (Mei et
al., 2020). Esta ultima logra la oxidacion de diferentes compuestos en presencia de
perdxido de hidrogeno, y estd asociada a la sintesis de ligninas en la pared celular
(Singh et al.,, 2018). A pesar de que esta enzima se encuentra ampliamente
distribuida en la planta, su participacion en el pardeamiento enziméatico en los tejidos
es restringida por la concentracion reducida de peroxido de hidrogeno en las plantas
(Ahmad et al., 2018).

La actividad de la peroxidasa en frutos sin entintado fue estadisticamente diferente
en las tres variedades estudiadas; la variedad ‘Colegio’ mostro la actividad mas alta
seguida por la variedad ‘229’ y finalmente por la ‘MG8’ que mostré la actividad
menor. Al igual que la PPO, la incidencia de entintado indujo una mayor actividad
en las variedades ‘MG8'’ y ‘Colegio’ (Figura 27). Los incremento de actividad fueron
de 141.3% en la variedad ‘MG8’ y 66.4% en la variedad ‘Colegio’.

Analogamente a la actividad de PPO, en el caso de la POD, al estar el fruto en una
situacion de estrés por herida se induce una respuesta que lleva a la sintesis de
ligninas que facilitaria el proceso de cicatrizacion del tejido. Si se considera que el
entintado de los frutos en campo no necesariamente esta asociado a dafio
mecanicos y por tanto este no seria el factor que induce la actividad de POD

asociada a la sintesis de ligninas; por ello es posible que la presencia de iones
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Fe(lll) induzcan respuestas dentro de las célula que alteren el balance oxidativo
generando especies reactivas de oxigeno que inducen la actividad de otras POD

para reestablecer ese equilibrio (Singh et al., 2018).
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Figura 27: Cambios en la actividad enziméatica de la peroxidasa (POD) en frutos de durazno
de tres variedades (‘MG8’, ‘Colegio’, '229’) sin y con entintado. Distintas letras minusculas
en una misma variedad indican diferencias entre frutos entintados y no entintados (p<0.05).
Letras mayusculas diferentes en diferentes variedades indican diferencias estadisticas

(p<0.05, Tukey).

7.2 Segunda etapa. Estudios complementarios de induccidon del fenédmeno de
entintado. Factores que lo inducen.

En la seccidon anterior se aportd informacion del entintado de durazno, tomando
como condicion la presencia de este desorden en frutos colectados con ese defecto

en el momento de la cosecha y suponiendo que el desorden pudiera estar generado
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por la presencia de iones de Fe(lll) en la piel y su asociacion con el contenido de
fenoles totales, de acido clorogénico y de las actividades enzimaticas asociadas a

la sintesis y oxidacion de los compuestos fendlicos.

En esta seccidn se describe el efecto del dafio por cepillado de los frutos ademas

de la adicion de iones de Fe(lll) en forma de Fez2(S04)s.

7.2.1 Efecto del cepillado en el desarrollo del entintado y calidad visual

Después de la cosecha, el durazno pasa por diferentes operaciones de manejo para
empacarlo y distribuirlo a los diferentes puntos de venta. Estas operaciones de
manejo incluyen la cosecha manual, llenado de contenedores de campo
(aproximadamente con 300 a 500 kg de fruta), el transporte de contenedores en las
instalaciones de empaque, descarga y recepcion de contenedores en las
instalaciones de empaque, hidroenfriado de fruta con agua helada (3°C),
almacenamiento temporal en cémara fria (1-3°C), descarga automética de
contenedores para alimentacion a la linea de empaque, seleccion de la fruta para
separacién de fruta con defectos criticos, cepillado y lavado, para remover tricomas
por medio de cepillos, secado con aire para eliminar humedad superficial, encerado
por goteo de ceras especificas y cepillos que realizan la distribucion de la cera sobre
los frutos, segundo secado con aire, clasificacion por tamafio a través de rodillos
basculantes que incrementan su distancia de separacién a medida que avanzan en
linea de clasificacién, empaque manual en cajas de cartdn de acuerdo a los calibres
de cada fruta, conformacién de pallets y almacenamiento en camara fria (1-3°C)
hasta su embarque a los mercados de destino.

Durante estas operaciones, la fruta estd sujeta o expuesta a dafio mecanico,
especialmente durante el cepillado donde se presenta un dafio mas intenso. De
acuerdo con esta operacion, se propuso un modelo para reproducir el entintado en
condiciones de laboratorio simulando el proceso que llevan a cabo los productores

de la zona de Aguascalientes, y considerando este dafio mecanico y la presencia
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de iones de Fe(lll) como factores clave en el desarrollo del entintado en frutos
(Cheng & Crisosto, 1997; Cheng & Crisosto, 1994; Crisosto et al., 2009). En esta
seccion se estudia la induccion del entintado debido al tiempo de residencia en la
operacion de cepillado analizando los efectos que esta operacion indujo en el
contenido de fenoles totales, perfil fendlico y la actividad de las enzimas PAL, PPO
y POD.

Se cosecharon frutos no entintados de las variedades ‘MG8’, ‘Colegio’ y 229, se
trasladaron al laboratorio, se enfriaron en camara a 1°C para eliminar calor de
campo Yy finalmente se sometieron a un cepillado con rodillos durante 0,1,3 y 5
minutos; los frutos cepillados fueron almacenados nuevamente por 0, 24 y 48 horas
a 1°C. Después de los tiempos de almacenamiento se realizaron las inspecciones
visuales, la toma de muestras para los analisis indicados anteriormente (ver

procedimiento metodoldgico en la seccion 6)

Los frutos de las tres variedades sin cepillado no mostraron signos visuales de
oscurecimiento en su superficie (Figuras 28, 29 y 30). De manera interesante, la
variedad ‘229’ (Figura 30) no mostrd signos visuales de oscurecimiento en su
superficie independientemente del tiempo de cepillado; esto sefiala claramente que
esta variedad es resistente al desarrollo de entintado u oscurecimiento.

Por otro lado, las variedades ‘MG8’ (Figura 28) y ‘Colegio’ (Figura 29) mostraron
signos evidentes de oscurecimiento o entintado en la superficie del fruto a partir de
1 min de cepillado. Estos signos se incrementaron a medida que se prolongé el
tiempo de cepillado y el tiempo de almacenamiento de los frutos. Los frutos
cepillados por 5 minutos exhibieron un oscurecimiento mas intenso, lo cual indico
que la intensidad del oscurecimiento se incrementé durante el almacenamiento
aungue el fruto ya no era cepillado y se encontraba en reposa. Estas observaciones
coinciden con las observaciones que se hacen durante la comercializacién de los
frutos en el sentido que el proceso de oscurecimiento se incrementa durante el

tiempo de comercializacion.
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Esta diferencia entre variedades en el desarrollo del oscurecimiento/entintado,
indica que existe cierta susceptibilidad a presentar o desarrollar el fendmeno, siendo
las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ mas susceptibles a desarrollar el fenédmeno y que
la variedad ‘229’ es resistente a este desorden.

Oh 24 h 48 h i
1 min 6

Figura 28: Efecto del cepillado por diferentes tiempos en el desarrollo de entintado de
durazno cv. ‘MG8'.
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Figura 29: Efecto del cepillado por diferentes tiempos en el desarrollo de entintado de
durazno cv. ‘Colegio’.



SC
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Figura 30: Efecto del cepillado por diferentes tiempos en el desarrollo de entintado de
durazno CVv. 229

7.2.1.2 Cambios en el contenido de fenoles totales

Si el cepillado por diferentes tiempos indujo cambios en la calidad visual de los frutos

de aquellas variedades suscpetibles; parece logico sefialar que deben haber
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cambios en el contenido de fenoles totales durante el estrés mecanico que induce

el cepillado.

Una respuesta al estrés mecéanico en las plantas es el incremento en el contenido

fendlico (Guan et al., 2020; Reyes & Cisneros-Zevallos, 2003).

El contenido de fenoles totales incrementd conforme se incremento el tiempo de
cepillado en la variedad ‘Colegio’; mientras que en la variedad ‘MG8’, se observa un
decremento en la aplicacion de 1 min de cepillado, posteriormente se observé un
incremento gradual en el contenido fendlico con la aplicacién del cepillado (Figura
31). Para la variedad mas susceptible a medida que se intensificé el dafio mecanico
aplicado, el contenido fendlico total también incrementd. En el caso de la variedad
‘229, se mostré un incremento con el cepillado de 1 minuto de cepillado, después

de 3y 5 min de cepillado no tuvo impacto significativo en el contenido fendlico

Los datos anteriores sefialan que el cepillado induce la sintesis de compuestos
fendlicos y que estos podrian explicar los cambios en el color superficial de los

frutos.
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Figura 31Cambios del contenido de fenoles totales (mg 100 g™) en frutos de durazno de las
variedades MGS8, Colegio y 229, después de haber sido sometido a cepillado por diferentes
tiempos. Valores con diferente letra denotan diferencia significativa entre tratamientos
dentro de la misma variedad (p<0.05, Tukey).

En otros estudios se ha reportado que el estrés por herida incrementa el contenido
fendlico total, esto al activar cascadas de sefializacién que activan la expresion de
genes relacionados con el metabolismo secundario, que posteriormente activa
enzimas clave para la sintesis de estos compuestos como PAL, este incremento y
acumulacion de compuestos se ha reportado en zanahoria, papa, brocoli y tuna
(Guan et al., 2020; Ortega-Hernandez et al., 2019; Surjadinata et al., 2021; Torres-
Contreras & Jacobo-Velazquez, 2021).

Se ha reportado que el dafio mecanico, produce un dafio a nivel celular, induciendo

la ruptura en diferentes estructuras celulares, como pared celular y organelos como
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las vacuolas; este rompimiento trae la liberacion de enzimas y compuestos
contenidos en los organelos, facilitando asi la reaccion entre estas enzimas u otras
moléculas con el contenido vacuolar dando como resultado algun defecto visual (Li
et al., 2017; Fernando et al., 2018; Fernando et al., 2019; Zhou et al., 2007). No
obstante, también el dafio mecanico induce reacciones de respuesta que incluyen

la biosintesis de moléculas implicadas en la reparacion del dafio.

Los datos de este estudio sefialan que el dafo por cepillado de la piel, dafio de
células, provoco las reacciones de oscurecimiento de la epidermis (mayor actividad
de PPO); no obstante el incremento de la sintesis de compuestos fendlicos sefala
una respuesta que indujo la sintesis de fenoles (mayor actividad de PAL) y
respuesta al estrés oxidativo (mayor sintesis de acido clorogénico y mayor actividad
de POD).

Resumiendo estos resultados parecen indicar que el dafio mecanico aplicado,
provoc6 un rompimiento de las diferentes estructuras celulares, liberando estos
compuestos de la vacuola y facilitando su interaccion ya sea con enzimas oxidativas
como PPO y POD potenciando el oscurecimiento, también es posible que las
reacciones de iones metalicos como el hierro (contenidos en la piel) formen un
mayor contenido de complejo fenol-hierro contribuyendo sinergicamente al

oscurecimiento o entintado de los frutos.

7.4.2.2 Identificaciéon y cuantificacion de perfil fendlico por HPLC

El analisis por HPLC de los extractos fendlicos no sefialé cambios en el perfil de
compuestos identificandose los mismos acidos fendlicos indicados en la primera
seccion de resultados, el acido neo-clorogénico y el acido clorogénico. Esto sefialo,
gue el dafilo mecénico no modifico el perfil fendlico de los frutos de las tres

variedades.

La Figura 32 muestra el perfil fendlico de la variedad ‘Colegio’, el cual es un

cromatograma representativo de las tres variedades, también muestra que la altura
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de los picos se incrementd de manera proporcional al incremental la intensidad del

dafio mecanico o tiempo de cepillado.
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Figura 32: Perfil de los compuestos fendlicos de frutos de durazno de la variedad ‘Colegio’
sometidos a diferentes tiempos de cepillado (1) acido clorogénico, (2) acido neo-

clorogénico.

La comparacion de medias del contenido de acido clorogénico de cada variedad y

tratamiento de cepillado, mostré que la aplicacion del dafio mecanico incrementé de

manera significativa el contenido de &cido clorogénico en los frutos en comparacion

con los frutos no cepillados (Tabla 10).

Tabla 10: Comparacion de medias del contenido de acido clorogénico eq (mg 100g™) en
frutos de durazno de las variedades MG8, Colegio y 229 cepillados por diferentes tiempos.

Min de cepillado

mg acido clorogénico / 100 g FW

MG8 Colegio 229

0

9.36 + 1.39P 7.14 +0.88° 8.09 + 0.82°
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1 10.27 £ 0.72° 9.79 + 0.69° 8.84 + 0.67%
3 12.35+ 2,773 16.16 + 2.242 10.07 £ 0.763°
5 16.96 +1.632 19.30 + 3.392 11.39 +1.542

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n=3). Distintas letras mindsculas
en una misma columna indican diferencias entre frutos dentro de una misma variedad
(p<0.05).

De manera similar al contenido de fenoles totales, , el incremento en el contenido
de &cido clorogénico podria ser una respuesta adaptativa de la planta al estrés
mecanico, el aumento en &acido clorogénico ha sido previamente reportado en
plantas bajo situacion de estrés salino heridas y tempratura (Yan et al.,, 2016;

Torres-Contreras & Jacobo-Velazquez, 2021).

7.4.2.3 Cambios en la actividad enzimatica

7.4.2.3.1 Actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL)

La medicion de actividad de esta enzima mostrd que antes de la aplicacion del
cepillado, los frutos de las diferentes variedades tuvieron una actividad propia de
cada variedad (muestras sin cepillado) y que esta actividad se increment6 en las
tres variedades por efecto del cepillado, en la variedad ‘MG8’ incrementé 53.6%, la
variedad ‘Colegio’ 27.5%, y de manera interesante, la variedad 229’ que tenia la
actividad mas baja antes del cepillado, mostré un incremento de 223.8% después
del cepillado siento la variedad que tuo el mayor incremento de actividad (Figura
33).
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Figura 33: Cambios en la actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en frutos
de durazno de tres variedades (‘MG8’, ‘Colegio’, 229’) sin cepillar y cepillados por 5
minutos. Cada valor es la media de tres repeticiones. Diferentes letras minUsculas en
columnas de la misma variedad indican diferencias significativa (p<0.05) Una unidad de
actividad de PAL es 1 umol de &cido cinamico producido en una hora.

Aunque la variedad ‘229’ present6 el mayor incremento en la actividad de PAL, no
se presentd oscurecimiento en la piel del fruto. Mientras que las otras variedades
tuvieron incrementos porcentuales mas bajos, los valores de actividad fueron méas
altos. El incremento en la actividad de PAL bajo estrés mecanico ya ha sido
reportado como una respuesta adaptativa de las plantas a situaciones de estrés,
resultando en la acumulacion de estos compuestos que proporcionaran resistencia
contra dafos, en este caso heridas (Sirin & Aslim, 2018; Astaneh et al., 2018;
Ortega-Hernandez et al., 2018).Estos resultados sugieren que, el aumento en la
actividad de PAL se debio al cepillado de los frutos y llevo a la sintesis y acumulacién

de compuestos fendlicos.
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7.4.2.3.2 Actividad de polifenol oxidasa (PPO)

Al estar sometido el fruto a un dafio mecéanico, donde se produjo una ruptura de las
estructuras celulares liberando los compuestos fendlicos y pudiendo interaccionar
con enzimas oxidativas, se evalud la actividad de enzimas oxidativas como PPO y

POD, para observar si podrian explicar el oscurecimiento o entintado.

La actividad de PPO fue notablemente menor en las muestras no cepilladas en las
tres variedades. En contraste los frutos cepillados por 5 minutos mostraron un
notable incremento en la actividad de esta enzima (Figura 34). Estos datos también
sefialan que el dafio mecanico induce la oxidacion de los fenoles y por tanto esta
actividad podria explicar el oscurecimiento o entintado de los frutos en las variedad
‘MG8’ y ‘Colegio’. No obstante, es importante senalar que en la variedad 229’
aunque también se observO un incremento significativo en la actividad de esta
enzima, este dato no se correspondié con un fenémeno de oscurecimiento o
entintado pues los frutos de esta variedad no lo presentaron. Estos datos sugieren
que el fendbmeno de entintado podria estar asociado a otros factores no

necesariamente ligados a la actividad de esta enzima.
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Figura 34: Cambios en la actividad enzimatica de la polifenol oxidasa (PPO) de frutos de
durazno de tres variedades (‘MG8’, ‘Colegio’, ‘229’) sin cepillar y cepilladas por 5 minutos.
Cada valor es la media de tres repeticiones. Letras minusculas diferentes en la misma
variedad diferencias significativas (p<0.05).

A este respecto, si se comparan los datos de la actividad de esta enzima en las
muestras de frutos sin cepillar y cepillados por 5 minutos con los datos de esta
misma enzima para los frutos colectados en la cosecha sin entintar y con entintado
(Figura 25) se observa que las actividades de los frutos sin y con entintado fueron
mayores que las actividades de los frutos sin cepillar o cepillados por 5 minutos
(Figura 34). Se debe considerar que las muestras analizadas en ambos casos
fueron tomadas en forma independiente y que la diferencia de datos puediera

atribuirse a este factor.

De manera inicial, comparando la actividad de los frutos con dafio mecanico

inducido con los frutos que ya traian entintado directamente del muestreo (Figura
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25), podemos observar que la actividad en los frutos sin entintado, a pesar de que
no presentaban el defecto, presentan una actividad mucho mayor que al inducirles
el fendmeno mediante dafio mecénico; esta actividad tan elevada se debe a que los
frutos que no fueron cepillados no tenian ningun dafio previo puesto que fueron
recolectados directamente del campo, mientras que los frutos sin entintado ya
presentaban un dafio mecanico debido a que los frutos ya habian sido sometidos a
la cadena de procesamiento donde se les aplica un cepillado y posteriormente

fueron seleccionados para el muestreo.

Los incrementos porcentuales de actividad debido al cepillado para cada una de las
variedad fueron 99.5% en ‘MG8’, 147% en la variedad ‘Colegio’, y 153.3% en la
‘229'. Este incremento podria estar explicado por el dafio celular ocasionado por el
cepillado que indujo, la liberacion de los compuestos fendlicos acumulados y
permitiendo su reaccion con las enzimas oxidativas (Santos et al., 2021; Li et al.,
2019).

7.4.2.3.3 Actividad de peroxidasa (POD)

La actividad de peroxidasas en los frutos sin cepillar fue significativamente menor
que la mostrada por los frutos cepillados por 5 minutos en las tres variedades
analizadas (Figura 35). No obstante, la variedad ‘229’ mostré los menores valores,
mientras que las variedades ‘MG8 vy ‘Colegio’ presentaron actividades
significativamente mas altas que la ‘229’ pero similares entre ellas. Estos datos
sugieren que la variedad 229’ probablemente tiene menor produccion de perdxido
de hidrégeno y por tanto menor estrés oxidativo; al comparar estos datos con los
obtenidos en el muestreo de frutos entintados y no entintados (Figura 23) los valores

para esta variedad fueron similares.

El incremento porcentual de la actividad de POD, fue de 219.2% para la variedad
‘MG8’, 192.1% para la variedad ‘Colegio’ y 137.4% en la variedad ‘229’.
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Resultados similares se han reportado en zanahoria, melén y papa, donde al
encontrarse el tejido herido ya sea por corte, rebanado, pelado o cepillado, la
actividad de estas enzimas (PPO y POD) se incremento (Alegria et al., 2021; Wang
et al., 2021; Zhou et al., 2019).
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Figura 35: Cambios en la actividad enziméatica de peroxidasa (POD) en frutos de durazno
de tres variedades (‘MG8’, ‘Colegio’, '229’) sin cepillar y cepilladas por 5 minutos. Cada
valor es la media de tres repeticiones. Letras minUsculas diferentes en la misma variedad
indican diferencias significativas (p<0.05).

Tomando en conjunto los datos generados en estos experimentos de cepillado de
los frutos se puede concluir que el cepillado por diferentes tiempos indujo los
siguientes cambios i) desarrollo de oscurecimiento de los frutos durante el
almacenamiento en las variedad ‘MG8'’ y ‘Colegio’; ii) el cepillado indujo la sintesis

de fenoles totales en general y el acido clorogénico en particular en las tres
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variedades vy iii) incrementos en la actividad de PAL, PPO y POD en las tres

variedades.

No obstante, la comparacién de las actividades de PPO de frutos cepillados con
frutos con entintado desde campo sugiere que el entintado de frutos desde campo
es mas complejo y que el dafio mecanico solo podria contribuir parcialmente a este

desorden.

7.3 Tercera etapa. Efecto de la presencia del ion Fe(lll) y cepillado en el
desarrollo de entintado/oscurecimiento.

7.3.1 Efecto de la exposicion de iones metalicos

Reportes previos indican que el dafio mecéanico y la presencia de iones metalicos
son factores clave en el desarrollo del entintado en frutos (Cheng & Crisosto, 1997;
Cheng & Crisosto, 1994; Crisosto et al., 2009). En este apartado se muestran los
efectos de la aspersion de los frutos poscosecha con soluciones de hierro Fe2(SOa4)s
a diferentes concentraciones en el contenido de fenoles totales, perfil fendlico y

analisis enzimatico.

La aplicacion de las diferentes soluciones de Fe2(SOa4)s no indujeron oscurecimiento
en la piel de los frutos en las variedades ‘MG8’ y ‘229’ (Figura 36 y 38), mientras
que en la variedad ‘Colegio’ hubo un ligero oscurecimiento durante el
almacenamiento con las aplicaciones de ambas concentraciones de la sal (Figura
37). Estos datos indicaron que la reproducciéon del entintado en poscosecha
mediante la sola aspersion de soluciones de Fe(lll) no fue alcanzada y para ello se
requiere probablemente del dafio mecanico que libere los compuestos fendlicos los
cuales formarian los complejos fenol-metal ademas de las reacciones de

oscurecimiento enzimaticas conocidas.
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Figura 36: Entintado de durazno cv. ‘MG8’ inducido por dafio mecéanico (cepillado) a
diferentes tiempos.
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Figura 37: Entintado de durazno cv. ‘Colegio’ inducido por dafio mecanico (cepillado) a
diferentes tiempos.
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Figura 38: Entintado de durazno cv. 229’ inducido por dafio mecanico (cepillado) a
diferentes tiempos.

La ausencia de oscurecimiento en el tejido podria estar explicado dado que no se
presenté un dafio mecanico en la superficie, no se ocasiond un rompimiento de las
estructuras celulares, evitando asi la liberacibn de compuestos fendlicos e
impidiendo que estos compuestos puedan reaccionar en reacciones no enzimaticas
formando complejos con los iones Fe(lll) presentes en la superficie del fruto (Cheng
& Crisost0,1994)
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7.3.1.1 Cambios en el contenido de fenoles totales

Aungque no se observo un desarrollo claro de oscurecimiento de los frutos por las
aplicaciones de Fe2(S0a4)s, estas aplicaciones si tuvieron un efecto significativo en
la acumulacion de fenoles totales (Tabla 11). Las variedades ‘Colegio’ y ‘229’
mostraron incrementos significativos relacionados directamente al incremento de la
concentracion de la solucién; mientras que la variedad ‘MG8’, aunque también
mostro incrementos significativos de fenoles, no se observo una diferencia entre las

dos concentraciones aplicadas.

Los incrementos porcentuales del contenido de fenoles totales de los frutos tratados
con la solucion de 250 ppm respecto de los frutos no tratados fueron de 57.7 % para
la variedad ‘MG8’, de 110 % en la variedad ‘Colegio’ y de 87.7 % para la variedad
‘229’. Nuevamente se hace notar que independientemente de a presencia de iones
metalicos el incremento en el contenido fendlico, ninguna de las variedades
manifestd oscurecimiento de la piel como el presentado por los frutos entintados
desde campo. Estos datos (Tabla 11) sugieren que, la sola presencia de iones
metalicos en la piel no es la responsable del entintado del durazno. Pero estos
resultados indican que la presencia de estas sales induce la sintesis de estos
compuestos como un mecanismo de respuesta a estos iones o sales.

Tabla 11: Comparacion de medias del contenido de fenoles totales (mg 100g™) de frutos de

durazno de las variedades MG8, Colegio y 229 asperjados con diferentes soluciones de
Fex(SO04)a.

[ ] Fe2(SO0a4)s mg acido galico / 100 g FW
(ppm) MGS8 Colegio 229
0 99.0 + 4.0° 69.5 + 8.3° 71.8 +6.7°
60 137.8 +2.3° 130.5+19.62 131.8 £5.72
250 156.1 +2.32 1459 £ 25.52 134.8 £ 8.52

Valores con letras diferentes dentro de la misma variedad y columna denotan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05, Tukey).
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Las plantas presentan mecanismos complejos para responder a entornos o
situaciones de estrés los cuales incluyen la percepcidn de estimulos, activacion de
sefiales celulares y respuestas enzimaticas o no enziméticas. Cuando una planta
se encuentra bajo condiciones de estrés pormetales pesados, activa un mecanismo
que le permite defenderse de un estrés oxidativo generado por las altas
concentraciones de metales pesados, que desencadena un estrés ocidativo por la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como el radical superoxido (O
2), hidroxilo (OH-), peréxido de hidrégeno (H20z2) y oxigeno singlete 1(O2) los cuales
pueden causar dafios a diferentes organelos de la célula (Berni et al., 2019; Ghori
et al., 2019). Se ha reportado que la sintesis de metabolitos secundatios como
acidos fendlicos, flavonoides y ligninas en los tejidos se considera como una
respuesta adaptativa de las plantas a condiciones ambientales adversas,
incluyendo la exposicion a metales pesados (Crisosto et al., 2009; Sharma et al.,
2019; Naikoo et al., 2019; Dursun et al., 2019; Oviedo-Farfan et al., 2020). El
presente estudio, demuestra que la exposicion a iones de Fe, indujo la sintesis de
compuestos fendlicos que pueden estar involucrados en los mecanismos de

defensa a un posible estrés oxidativo.

7.3.1.2 Identificacion y cuantificacion del perfil fendlico

Nuevamente el analisis por HPLC de los extractos fendlicos de las muestras de
frutos no tratados y tratados con las soluciones de Fe2(SOa4)s permitié identificar los
mismos acidos fendlicos descritos en las secciones anteriores en las tres variedades
(‘MG8’, ‘Colegio’ y ‘229); es acido neo-clorogénico y el &cido clorogénico,
concluyendo que la aspersion de Fe2(SOa4)s no modificé el perfil fendlico del fruto
pero si indujo la sintesis de estos acidos fendélicos. Tomando como ejemplo el perfil
de la variedad ‘Colegio’ (Figura 39) se observo que la altura de los picos se

incrementd al incrementar la concentracion de la solucion de Fe2(SOa)s.
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Figura 39: Cambios en el perfil de fenoles de frutos de durazno de la variedad Colegio
asperjados con soluciones de Fe2(S04)3 de diferente (1) &cido clorogénico, (2) &cido neo-
clorogénico.

La comparacion de medias del contenido de acido clorogénico en las tres
variedades muestra que las aplicaciones de las soluciones de Fe2(SOa4)s de 60 o
250 ppm generd incrementos estadisticamente significativos del acido clorogénico
respecto de los frutos control o no asperjados con la solucién, aunque los valores
entre estas dos concentraciones fueron estadisticamente similares en cada una de

las variedades (Tabla 12).

Los incrementos porcentuales de este acido fueron de 125.4 % en la variedad
‘MG8’, de 172.6 % en la variedad ‘Colegio’ y de 137.6 % en la variedad 229’ lo cual
sefala que la variedad Colegio es fue la mas sensible a la presencia de este ion

metalico.

Tabla 12: Comparaciéon de medias del contenido de &acido clorogénico eq. (mg 100g™) de
frutos de durazno de las variedades MG8, Colegio y 229 asperjadas con soluciones de
Fe,(S04); a diferentes concentraciones.
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mg acido clorogénico / 100 g FW
[] Fe2(SO4)s (ppm) g ac geni g

MG8 Colegio 229
0 9.36+1.39° 714+088"  8.09+0.82°
60 16.2 + 3.40° 16.41+2.66°  15.05+2.46"
250 21.1+0.41° 19.47 +3.08"  19.22 +3.46"

Valores con letras diferentes dentro de la misma variedad y columna denotan diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05, Tukey).

El incremento en el contenido de acido clorogénico podria formar parte de la
respuesta adaptativa del fruto a situaciones de estrés, en este caso la presencia de
iones metalicos. Se ha reportado que la sintesis de compuestos precursores de las
ligninas, se intensifica cuando el fruto se encuentra en condiciones de estrés como
la exposicion a metales; el acido clorogénico es un acido fenélico generado por la
esterificacion del acido caféico y el acido ferdlico, es considerado un precursor en
la sintesis de ligninas, y esta relacionado con respuestas frente a ambientes
estresantes (Dursun et al.,, 2019; Naikoo et al.,, 2019; Chen et al.,, 2020)

7.3.1.3 Actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL)

Por el incremento observado de fenoles totales y de acidos fendlicos como el 4cido
clorogénico, se decidi6 evaluar los cambios en la actividad de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL) y correlacionarla con su sintesis. Para la sintesis de estos
compuestos, la fenilalanina amonios liasa (PAL) es la primera enzima limitante en
la via de los fenilpropanoides (Camm & Towers, 1973; Barros & Dixon, 2019;Berni
et al., 2019; Ghori et al., 2019).

En las tres variedades se increment6 la actividad de PAL de manera directa al
incrementar la concentracion de Fez2(SOa)s, (0, 60 y 250 ppm). No obstante, la
variedad ‘Colegio’ fue la que mostré los cambios mas notorios (Figura 40), mientras
que la variedad ‘229’ presentd la menor actividad en comparacion con las otras dos

variedades. En las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ se observa un efecto de la
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concentracion de Fe2(SO4)s, la actividad de PAL incrementd cuando la

concentracion de Fez(SOa4)s fue mayor,

Los incrementos porcentuales de actividad de PAL fueron de 59.6 % en la variedad
‘MGS8’, de 46.4 % en la variedad ‘Colegio’ y de 128.5 % en la variedad 229’. Estos
datos muestran que todas la variedades tienen capacidad para responder a los
efectos de las aplicaciones con las sal de Fe pero que la variedad ‘229’ mostré una

mayor capacidad que las otras variedades.
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Figura 40: Cambios en la actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en frutos
de durazno de tres variedades (‘MG8’, ‘Colegio’, ‘229’asperjados con soluciones Fe;(SOa)3

en diferentes concentraciones. Cada valor es la media de tres repeticiones Distintas Letras
minasculas diferentes en la misma variedad indican diferencias significativas (p<0.05).

Este incremento en la actividad de PAL es parte del sistema de respuesta de
defensa; se ha sefialado en diferentes plantas como fresa y trigo que la actividad de
PAL se incrementé al estar por la exposicion a metales pesados como el Fe, Zny
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Cu, dando como resultado la sintesis de compuestos fendlicos, (Gonzalez-Mendoza
et al., 2018; Koc et al., 2018; Rezaei et al., 2020). En este estudio, se demuestra
gue la exposicion de los frutos a soluciones de Fe(lll) incrementd la actividad de
PAL lo cual condujo a la sintesis de compuestos fendlicos.

7.3.2 Efecto de dafio mécanico y exposicion a iones metdalicos

De acuerdo con los resultados de los efectos individuales del cepillado y la
presencia de inones Fe(lll), fue importante analizar en que medida los dos factores

aplicados en forma simultanea inducian el oscurecimiento/entintado.

Muestras de frutos sin entintado, de las tres variedades fueron colectados durante
la cosecha, llevados al laboratorio, enfriados a 1 °C durante 24 h y divididos en 12
conjuntos para aplicarse cuatro tratamientos de cepillado (0, 1, 2, 3 y 5 min) y
aspecion con diferentes soluciones de Fe2(SO4)s a 0, 60 y 250 ppm. Después de
aplicados los tratamientos, los frutos se almacenaron por 0, 24 y 48 h; al termino de
cada almacenamiento se midi6 el color, su aspecto visual, el contenido de fenoles
totales, perfil de fenoles por HPLC y cuantificacion de actividad enzimatica de PAL,
PPOy POD

Oh 48 h
0 ppm 60 ppm 250 ppm 0 ppm 60 ppm 250 ppm 0 ppm 60 ppm 250 ppm
I P

o 960 @
000 000 ¢

3 min

sC
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Figura 41: Efectos en el aspecto visual de frutos de durazno cv. ‘MG8 sometidos a
diferentes tiempos de cepillado y (0, 1, 3 y min) y asperjados con solucién de Fe,(SO.)s a
diferentes concentraciones (0, 60 y 250 ppm).

0Oh 48 h
0 ppm 60 ppm 250 ppm 0 ppm 60 ppm 250 ppm 0 ppm 60 ppm 250 ppm

Figura 42: Efectos en el aspecto visual de frutos de durazno cv. ‘Colegio’ sometidos a
diferentes tiempos de cepillado y (0, 1, 3 y min) y asperjados con solucién de Fe,(SOas)s a
diferentes concentraciones (0, 60 y 250 ppm).

sC

1 min

3min
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0Oh 24 h 48 h
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Figura 43: Efectos en el aspecto visual de frutos de durazno cv. 229’ sometidos a diferentes
tiempos de cepillado y (0, 1, 3 y min) y asperjados con solucion de Fe»(SOa)s a diferentes
concentraciones (0, 60 y 250 ppm).

Independientemente del tiempo de cepillado aplicado (0, 1, 3 y 5 min), las
variedades 'MG8' y 'Colegio’ mostraron signos de entintado en la piel (Figuras 41y
42); mientras que la variesdad '229' no mostré ningun desarrollo de entintado
independientemente del tiempo aplicado y no manifestd ningiin cambio de color en
su piel (Figura 43). En las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’, la fruta cepillada durante 5
min exhibié un cambio de color visual mas intenso, siendo la variedad ‘Colegio’ la
que exhibié el cambio de color mas intenso en comparacién con las otras dos

variedades.

Los frutos sometidos Unicamente a la aspersion de Fe2(SOas)s a diferentes
concentraciones (0, 60 y 250 ppm), no mostraron signos de entintado, confirmando
que las aplicaciones poscosecha de iones Fe(lll) no inducen por si solas los cambios
de color.

No obstante, cuando los dos factores se combinan (dafio mecéanico y presencia de
iones metalicos) las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ manifestaron un cambio de color
visual, el cambio presentado fue mas severo que el que presentaron al estar los
factores individualmente. Estos resultados indican que, individualmente, el dafio
mecanico provoca el oscurecimiento de la piel, sin embargo, cuando se conjunta
con la aspersion de Fez(SOa4)s, el oscurecimiento se se incremento de forma
sinérgica. Estas observaciones muestran que el cepillado y la presencia de iones
Fe(lll) son dos factores que potencializan el oscurecimiento de los frutos de las

variedades suceptibles (‘MG8’ y ‘Colegio’).

Nuvamente, la variedad ‘229’ no presenté desarrollo oscurecimeinto en su piel,
independientemente de si los factores de cepillado y aspercién con iones Fe(lll) se
aplicaron individualmente o en conjunto. Con esta evidencia, se concluye que la
variedad ‘229’ es resistente al entintado mientras que la variedad ‘Colegio’ es la mas

susceptible a desarrollar el entintado bajo el efecto de los factores analizados. De
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acuerdo lo obtenido en el andlisis, el dafio mecanico es necesario para poder inducir
el fenomeno, y cuando el dafio mecéanico se combina con la presencia de iones

metalicos, el entintado se incrementa.

Los resultados descritos coinciden con lo reportado por Cheng & Crisosto (1994)
quienes al realizar un experimento similar con variedades de durazno de tonalidades
rojizas; observaron que el dafio mecanico y aspersién con soluciones de diferentes
iones metélicos (Na, Fe, Cu, Zn y Al), las aspersiones con soluciones de hierro
causaron el oscurecimiento mas severo en los frutos. Igualmente, indicaron que la
aplicacion de dafio mecanico sin la presencia de iones metdlicos inducia un
oscurecimiento en la piel del fruto, lo cual también coincide con los resultados

descritos previamente

También estos autores observaron que concentraciones de soluciones de hierro de
hasta 25 ppm ocasionan un oscurecimiento en la piel; nuestros resultados
mostraron que a la concentracion mas baja utilizada (60 ppm) se induce un
oscurecimiento en la piel, la severidad del oscurecimiento aument6 de manera
proporcional a la concentracion de Fe2(SOa4)s. No obstante, este oscurecimiento, se
produjo Unicamente cuando al fruto se le aplic6 un dafio mecénico, por ello los
autores indicaron de igual manera que es necesario un dafio mecanico para inducir
un oscurecimiento en la piel del fruto, lo cual coincide con los resultados obtenidos

en este estudio.

7.3.2.1 Contenido fendlico total

El analisis del contenido de fenoles totales en los frutos de las tres variedades sin
cepillar pero asperjados con las diferentes soluciones de Fe2(SOa4)s indicé un
incremento o sintesis de estos compuestos lo cual indicé que la sola aplicacién de
estas soluciones indujo una respuesta en el metabolismo de fenoles (Tabla 13)
aunque esta aplicacion no indujo los cambios de color en la piel. El cepillado por

cinco minutos y el asperjado de las soluciones no incrementé significativamente el
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contenido de los fenoles totales. Conjuntando estos resultados con las
observaciones visuales descritas en en esta seccion sugieren que el cepillado solo
propicié el cambio de color debido a la oxidacion de los fenoles generados por el
estrés de la aplicacion de los iones de Fe(lll).

Tabla 13: Comparacion de medias del contenido de fenoles totales (mg 100g™) en frutos de

durazno de las variedades MG8, Colegio y 229 cepillados por 0 y 5 min y asperjados con
diferentes soluciones de Fex(SO4)s.

Min de mg acido galico / 100 g FW
_ [ ] Fe2(S0a4)s3 :
cepillado MG8 Colegio 229
0 99.0 + 4.09 69.5 + 8.3¢ 71.8+6.7°
0 60 137.8 +2.3° 130.5 £19.° 131.8+5.72
250 156.1 £2.32 145.9 + 25.52 134.8 £+ 8.52
0 111.1 £ 7.2° 151.1 + 10.42b 111.1+7.2°
5 60 138.1 +12.1 155.5 + 9.02 126.4 + 8.7%
250 159.3 +11.12 161.2 + 28.62 130.5 + 24.12

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n=3). Distintas letras mindsculas
en una misma columna indican diferencias entre frutos dentro de una misma variedad
(p<0.05).

Los incrementos porcentuales del contenido de fenoles por la aplicacién de
Fe2(S0a4)s sin cepillado fue de 57.6 % para la variedad ‘MG8’, de 102% para la
variedad ‘Colegio’ y de 87.7 % para la variedad 229’. El cepillado y la aplicacion de
las soluciones incrementaron estos contenidos en un 43.4 %, en 6.7 %en la variedad
‘Colegio’ y 17.5 % en la variedad ‘229’. En la variedad ‘MG8’ el analisis de varianza
de los efectos del tiempo del cepillado y la concentracion de Fez(SOa4)s de manera
individual, presentaron diferencias significativas en el contenido fendlico total
(p<0.05) (Tabla A3), la interaccion entre los factores no mostré diferencias
significativas; para la variedad ‘Colegio’, los efectos del tiempo de cepillado, la
concentracion de Fe2(S0a4)s, asi como la interaccion de estos dos factores, presento
diferencias significativas en el contenido fendlico (p<0.05) (Tabla A4); por ultimo,

para la variedad ‘229’, de manera similar a la variedad ‘Colegio’, el analisis de
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varianza de los efectos del tiempo de cepillado, la concentracion de Fez(S0Oa4)s, asi
como la interaccion de factores presentaron diferencias significativas (p<0.05)
(Tabla A5).

Los datos anteriores sugierene que la presencia de iones Fe(lll) parece ser el factor
gue detona la sintesis de fenoles pero que no induce un cambio de color y que el
cepillado aplicado produce un dafio a nivel de la piel, induciendo la ruptura de
estructuras celulares y provocando la liberacion de enzimas y compuestos fendélicos
contenidos en la vacuola, facilitando las reacciones de oscurecimiento (Li et al.,
2017; Fernando et al., 2018; Fernando et al., 2019; Zhou et al., 2007). tambien es
muy muy probable que la presencia de iones de Fe(lll) induce la sintesis de
compuestos fendlicos que se acumulan en la vacuola (Berni et al., 2019; Ghori et
al., 2019); bajo la accion del cepillado, se produce la liberacion de estos compuestos
fendlicos, que son capaces de formar complejos con iones de hierro y oscurecer el
tejido facilitando una accion sinérgica con las enzimas de axidaciéon de los fenoles
induciendo un cambio de color mas acentuado. Estas observaciones, tambien
sugieren que la ubicacion de los iones Fe(lll) a nivel celular deberia ser a nivel
citoplasmico lo cual evitaria la formacién de complejos con los fenoles hasta que

estos no son los liberados por el estrés mecanico o cepillado.

7.3.2.2 ldentificacion y cuantificacion del perfil fendlico

De manera similar a los estudios ya descritos se investigaron los cambios en el perfil
fendlico del fruto sometidos a ambos tipos de tratamientos, registrandose
nuevamente el acido neo-clorogénico y &acido clorogénico indicando que la
aplicacion de dafio mecanico y la aspersion de Fez(SOa4)s no modifico el perfil
fendlico del fruto.

Se presenta como ejemplo los cromatogramas obtenidos para la variedad Colegio

(Figura 44), aunque el perfil de la variedad MG8 fue parecido y el de la variedad
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mostro cambios menos notorios. La altura de los picos se incremento al incrementar

la intensidad del cepillado y la concentracion de Fe2(SOa)s.
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Figura 44: Perfil de compuestos fendlicos en frutos de durazno de la variedad ‘Colegio’ con
A) sin cepillado y asperjados con soluciones Fe»(SO4)s, B) cepillados por 5 min y asperjados
con soluciones de Fe»(SOa4)s. (1) acido clorogénico, (2) acido neo-clorogénico

La comparacion de medias del contenido de acido clorogénico (Tabla 14), muestra
que la aplicacion de dafio mecéanico y aspersion de Fez2(S0a4)s presentd diferencias
significativas; la presencia de iones metalicos propicié un incremento6 porcentual del
contenido en acido clorogénico en los frutos de la variedad ‘MG8’ del 125.4 %,
172.6% en la variedad ‘Colegio’ y 137.6 % en la ‘229’. El analisis de varianza de los
efectos en la variedad ‘MG8’, presentd diferencias significativas en el contenido de
acido clorogénico en la concentracion de Fe2(SOa4)3 de manera individual y en la
interaccion entre el tiempo de cepillado y la concentracion de Fez2(SOa4)s (p<0.05)
(Tabla A6). Para la variedad ‘Colegio’ el andlisis de varianza de los efectos del
tiempo de cepillado, la concentracion de Fe2(SOa4)s, asi como la interaccion de estos
dos factores, presenté diferencias significativas en el contenido de acido clorogénico
(p<0.05) (Tabla A7); finalmente, para la variedad ‘229’, el analisis de varianza de los
efectos de la concentracion de Fe2(S0a4)s3 individualmente, asi como la interaccion
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entre el cepillado y la concentracion de Fe2(SOa4)s presentaron diferencias
significativas (p<0.05) (Tabla A8).
Tabla 14: Comparacion de medias del del contenido de acido clorogénico eq. (mg 100g™)

de frutos de durazno de las variedades MG8, Colegio y 229 sin cepillar y cepillados por 5
min y asperjados con soluciones de Fe;(SO4)s.

in de mg acido clorogénico g
Min d (] Fex(SO) acido clorogénico / 100 g FW
e2 4)3
cepillado MG8 Colegio 229
0 9.36 + 1.39¢ 7.14 +£0.88¢ 8.09 £ 0.82¢
0 60 16.2 + 3.403c 16.41 + 2.662° 15.05 + 2.462
250 21.1+0.412 19.47 + 3.082 19.22 + 3.462
0 16.9 + 1.632° 19.31 + 3.392 11.38 + 1.54b¢
5 60 11.8 + 4,53 12.66 + 3.77°¢ 11.99 + 1.14°b¢
250 23.4 £ 2.802 22.52 + 3.202 12.02 + 3.19b¢

Los datos se expresan como media * desviacion estandar (n=3). Distintas letras mindsculas
en una misma columna indican diferencias entre frutos dentro de una misma variedad
(p<0.05).

De manera similar al contenido fendlico total, el incremento en el contenido de acido
clorogénico podria estar dado como respuesta de la planta a situaciones de estrés,
en este caso al efecto del dafio mecanico y la presencia de iones Fe(lll). Este
aumento en acido clorogénico ha sido reportado previamente bajo situaciones de
estrés por heridas, asi como en condiciones de estrés por exposicion a metales,
como se ha descrito previamente, al ser el acido clorogénico un precursor de
ligninas y al poseer la capacidad de quelar iones metalicos, (Yan et al., 2016; Torres-
Contreras & Jacobo-Veladzquez, 2021; Dursun et al., 2019; Naikoo et al., 2019; Chen
et al., 2020). El efecto conjunto entre ambos factores parece estar dado a dos
niveles; la aplicacion de lones Fe(lll) se acumulan en el citoplasma e inducen la
sintesis de acido clorogenico, que no se oxida hasta con el efecto del dafio
mecanico que libera los fenoles acumulados en la vacuola propiciando su oxidacién
enzimatica y la formacion de complejos con los iones de Fe localizados inicialmente

en el citoplasma.
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7.4.3.3 Cambios en la actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL)

De acuerdo a los datos de incremento en el contenido fendlico total y en el contenido
de acido clorogénico, se evaluar la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa

(PAL) bajo la conjuncion de ambos factores.

Para cada una de Is variedades estudiadas, la actividad de esta enzima se
incrtementd significativamente por la aplicacién de las soluciones de Fez(SOa4)s sin
realizar el cepillado y tambien se incremento (aunque en menor proporcién) por

efecto del cepillado (Figura 29 y 36).

En la Figura 45 se presenta la actividad de PAL de las tres variedades comparando
el tratamiento control (0 min — 0 ppm) y el tratamiento mas severo (5 min — 250
ppm), de manera inicial se observa que la aplicacién de dafio mecanico y aspersion
de Fe2(S0Oa4)s presento diferencia significativas; en la variedad ‘MG8’ se incrementé
la actividad 95.8% comparando el tratamietno control y el tratamiento de 5 min de
cepillados y concentracién de Fez(SOa)s3; en la variedad ‘Colegio’ la actividad se

incrementd 59.7% y en la variedad ‘229’ se incremento un 284%.

En la variedad ‘MG8’ el analisis de varianza de los efectos del tiempo del cepillado
individualemente, presento diferencias significativas en la actividad de PAL (p<0.05)
(Tabla A9), la concentracion de Fez(SO4)s de manera individual y la interaccion
entre los factores no presentaron diferencias significativas. Para la variedad
‘Colegio’ el analisis de varianza de los efectos del tiempo de cepillado y la
concentracion de Fez2(SOa4)s individualmente presentaron diferencias significativas,
la interaccion de estos dos factores no presentd diferencias significativas en la
actividad de PAL (p<0.05) ( Tabla A10); por ultimo, para la variedad ‘229, de manera
similar a la variedad ‘Colegio’ el analisis de varianza de los efectos del tiempo de
cepillado y la concentracion de Fez(SOs4)s de manera individual presentaron
diferencias significativas, la interaccion de factores no presentd diferencias
significativas (p<0.05) (Tabla A11).

106



=3 0 ppm == 0 ppm
16 4 50 ppm i I G0 ppm
. 250 ppm B 250 ppm
1.4
1.2
o T
- 10
0 pg4
o]
0.6 4
0.4 4
0.2 4
0.0
0 5
18 - C Tiempo de cepillado (min)
3 0 ppm
16 I G0 ppm
-1 I 250 ppm
1.4 A
1.2 A
j=]
— 10
F e
O s
D
06 -
04 -
0.2 ﬁ
0.0
0 5

Tiempo de cepillado (min)

Figura 45: Cambios en la actividad enziméatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en frutos
de durazno de tres variedades A) ‘MG8’, B) ‘Colegio’ y C) ‘229’ sin cepillar y cepillados por
5 min y asperjados con soluciones de Fez(SO.);. Cada valor es la media de tres
repeticiones. Letras mindsculas diferentes en la misma variedad y condicion de cepillado
indican diferencias significativas (p<0.05).

Como se ha descrito previamente en los factores de manera individual, cuando las
plantas se encuentran bajo situaciones de estrés abidtico, la planta activa la sintesis
de metabolitos secundarios como compuestos fendlicos; al estar el fruto bajo dos
situaciones de estrés, dafilo mecanico y exposicion a iones metalicos, la fenilalanina
amonios liasa (PAL) se activa iniciando la sintesis de compuestos fendlicos (Camm
& Towers, 1973; Barros & Dixon, 2019;Berni et al., 2019; Ghori et al., 2019).
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7.5 Evidencias de formacién de complejos Fe(lll)-acido clorogénico

La capacidad de formacion de complejos in vitro Fe(lll) — acido clorogénico y su
posible oscurecimiento, aportaria informacion de si estas reacciones podrian ocurrir
directamente en los frutos contribuyendo asi al proceso de entintado; o también
podrian aportar ideas sobre el o los posibles mecanismos que pudieran
desencadenar este desorden. Se realizdé un experimento en tubos de ensayo para
llevar a cabo la reaccion; se colocaron diferentes concentraciones de &cido
clorogénico (0.1 - 0.5 mg ml') a las que se les agreg6 diferentes concentraciones
de Fez(S04)3 (60 y 250 ppm); la proporcién de la mezcla de ambas soluciones fue
1:1. Los tubos control consistieron en la solucién de acido clorogenico en agua. Los
tubos se agitaron y se observo visualmente el cambio de color .

-

e
—
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) Control
Ac. Clorogénico : agua

Control
Ac. Clorogénico: agua 0.1 mgml':250 ppm 0.2 mgml' : 250 ppm 0.3 mgml': 250 ppm 0.4mgml':250ppm 0.5 mgml': 250 ppm

Figura 46: Reaccion in vitro de acido clorogénico (0.1-0.5 mg ml-1) y Fe»(S0a)s (60 y 250
ppm).
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El perfil cromatografico obtenido por HPLC de dos mezclas de reaccion con acido
clorogénico a 0.5 mgmL?'y 60 y 250 ppm de Fe2(SO4)s mostraon un tiempo de
retencion similar al acido clorogénico (~25 min a 320 nm) descrito en secciones
anteriores con un nivel de absorbancia directamente proporcional a la concentracion
de la sal (Figura 47). Estos datos confirman las observaciones visuales descritas

anteriormente.
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Figura 47: Perfil cromatografico de diferentes mezclas de reaccién de acido clorogénico con
soluciones de Fex(SO0.)s.

Aungue estas observaciones sugieren gue estas reacciones podrian ser parte del
proceso de entintado; es importante hacer las siguientes consideraciones: Los
frutos tratados solamente con las soluciones de Fe(lll) no desarrollaron
oscurecimiento aunque si promovieron la sintesis de fenoles (de acido clorogénico
en particular) como se indico en la seccion 7.3.1, esto sugiere que la presencia del
ion Fe(lll) induce la sintesis del compuesto el cual generaria los complejos coloridos

posteriormente.
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Si se consideran los resultados de los efectos del dafio por cepillado y la aplicaciéon
de soluciones de Fe(lll) se podria sugerir que es el cepillado y el dafio celular
incorporado el factor que propici6 la formacion del complejo Fe(lll) — clorogénico y
el consecuente oscurecimiento del tejido. Este mecanismo seria parte del proceso
no enzimatico y seguramente también estaria operando el proceso de oxidacion
enzimatico por accion de la PPO. Esta observacion se basa en que los compuestos
fenolicos se acumulan en la vacuola, evitando asi el contacto con los iones
metalicos y con las enzimas de oxidacion; este contacto se veria facilitado por el

dafio mecanico.

La biosintesis de acido clorogénco debera ser inducida por una sefial que involucre
al Fe(lll). Se ha reportado que la presencia de iones Fe(ll) o Fe(lll) producen
especies reactivas de oxigeno como radicales hidroxilo (OH) o peroxido de
hidrégeno (H202) (Liu et al., 2020) a través de reacciones Fenton biologicas o
tambien que bajo una exposicion a concentraciones altas de metales pesados, se
desencadena un estrés oxidativo donde se producen especies reactivas de oxigeno
(ROS), como superoxido (O2), hidroxilo (OH), peroxido de hidrogeno (H202) y
oxigeno singlete -[O2] los cuales pueden dafiar a los diferentes organelos de la
célula (Berni et al., 2019; Ghori et al., 2019). Cuando hay presencia de iones de Fe,
se producen reaccion de Fenton; generando radicales hidroxilo (eOH) a partir de la
reaccion de iones Fe?* y/o Fe®* y perdxido de hidrégeno (H202), a partir de de esta
reaccion se generan otras donde se producen otros agentes oxidantes o radicales
libres, estos radicales son capaces de degradar sustancias organicas e inorganicas
y provocar dafos a las diferentes estructuras celulares o tambien propiciar una
cascada de sefalizacion (Hynes & O’Coinceanainn, 2004; Rubio-Clemente et al.,
2014; Rodriguez, 2015; Paramaro-Vargas, 2015; Zhang et al., 2020). Los radicales
libres se van a producir primeramente en los peroxisomas, cloroplastos, mitocondria
y la pared celular, seguido del reticulo endoplasmico y la membrana plasmatica
(Berni et al., 2019).
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También se ha reportado que los acidos fendlicos, como el acido cafeico y el acido
clorogénico tienen la capacidad de quelar iones de Fe3* debido a que tienen grupos
fendlicos cis en su estructura (Hynes & O’Coinceanainn, 2004). El complejo entre
acido clorogénico ha sido previamente reportado mediante técnicas de
espectroscopia ultravioleta-visible, observandose un pico de absorcion a 264 y 360
nm (Kono et al., 1998; Yang et al., 2021) el acido clorogénico actuara como un
reductor del hierro, al estar acomplejado con el compuesto fendlico, reduciendo de
esta forma la capacidad del hierro prae generar estos radicales libres (Kono et al.,
1998; Navabi et al., 2016; Yoshino & Murakami, 1998).

Por otro lado, tambien se sabe que en suelos calcareos o de pH alcalino (como los
de la zona de Aguascalientes), se presentan deficiencias de Fe en los cultivos por
lo que las plantas utilizan la accion de compuestos sideroforos (Mori, 2005) para
facilitar la absorcién de este microelemento que bajo esas condiciones no esta
disponible en el suelo. De acuerdo con este autor, el 4cido clorogénico al formar
complejos con el Fe(lll) en exteriro de la membrana los cuales podria internalizarse

utilizando transportadores de Fe(lll)-complejo de membrana.

A este respecto, esta demostrado que el acido clorogénico forma complejos con el
Fe(lll) (Kalinowska et al., 2022) y esta reportado como un sideré6foro por lo que es
posible que la sintesis de este acido fendlico obedezca a un mecanismo para
facilitar la absorcion de este i6n. De acuerdo con esto, la presencia de Fe(lll)
desencadena un proceso de asimilacion del mismo y no necesariamente una

respuesta al estrés de metales.

También es muy importante sefialar que tanto al &cido clorogenico y sus complejos
con Fe(lll) tambien se le sefalan importantes propiedades antioxidantes
(principalmente) y en menor medida actividades pro oxidantes (Kalinowska et al.,
2022).

Estas observaciones sugieren que aun existen vacios de informacion que permitan

tener un mecaniismo general de la generacién del entintado en estos frutos.
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8. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten establecer las siguientes
conclusiones respecto del entintado de frutos de durazno de piel amarilla producidos

en la zona de Aguascalientes, México.

Las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ mostraron una mayor susceptibilidad al entintado
desde campo, mientras que la vareidad ‘229" mostré una mayor tolerancia a este

desorden.

Aunqgue el mayor contenido del ion Fe(lll) en los frutos entintados pareciera explicar
el fenomeno de entintado; los altos contenido de este ion en la variedad 229’
(tolerante al entintado) sefialé que la sola presencia de este mineral no explico el

fenébmeno.

De manera interesante, se muestra que el durazno entintado en campo indjo la
sintesis de fenoles (mayor actividad de PAL) y mayor oxidaciéon de fenoles (mayor
actividad de PPO). No obstante, el fenbmeno de entintado en campo no esta

asociado a un dafio mecanico.

Los estudios de los efectos del dafio mecanico (cepillado) indujeron el
oscurecimeinto/entintado en las variedades ‘MG8'’ y ‘Colegio’ pero no en la variedad
229’

Los datos de este estudio sefialan que la presencia de iones Fe(lll) indujeron la
sintesis de acido clorogénico el cual genera el entintado después de un dafio

mecanico como el cepillado de los frutos.

De manera general se puede decir que la variedad del durazno, la presencia de
iones metalicos y el dafio mecanico (cepillado de los frutos), son factores que estan

involucrados en este desorden.

La induccién de fendmeno en condiciones de laboratiorio permiti6 determinar que
es necesario la aplicacion de un dafio mecanico para generar un oscurecimiento en

la piel de fruto.
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Se logré identificar un compuesto en las variedades de durazno, acido clorogénico,
ademas, se logro identificar un acomplejamiento entre este acido fendlico y iones
de hierro en HPLC con un tiempo de retencion igual, sugiriendo que en el analisis
de las muestras se podria estar identificando tanto el compuesto como el complejo

fenol-metal.

El estudio de actividad de la enzima de sintesis de compuestos fendlicos, permitio
identificar que la planta esta activando su mecanismo de defensa ante el dafio

mecanico aplicado y la exposicién a iones metalicos.

El estudio de actividad de las enzimas oxidativas de compuestos fendlicos, permitio
identificar que al someter el fruto al dafio mecanico se esta dando una oxidacion de
estos compuestos y generar oscurecimiento, no obstante, al no aplicarse un dafio,

no se generd oscurecimiento.

Los resultados de este estudio, permiten sugerir las siguientes recomendaciones
para controlar este desorden: a) mejorar la seleccion de las variedades, b) disminuir
el dafo por el cepillado de los frutos mediante modificaciones en el sistema de
empaque y ¢) mantener un control preciso de la aplicacion de agroquimicos con

bajo contenido de Fe3*.
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10. Anexos

Figura Al. Analisis de metales pesados de las tres variedades manejadas; ‘MG8’,
‘Colegio’ y 229’, y las variedades ‘MG8’ y ‘Colegio’ con presencia y ausencia de
entintado en la superficie del fruto.
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INFORME DE RESULTADOS DE ENS

FOLIO: PL-47168

Cliente: Uaq Cultivo: Durazno
Localizacion: , Queretaro, Queretaro Edad (DDS): 0
Coordenadas: ND, ND Organo de Muestreo:  Cascarade fruto
Predio/ ID: Na / Sin Entintado Etapa Fenoldgica: ND
Emision: 2021/08/27 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.21 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con &cido Salicilico/espectrofotometria
Fosforo (P) 0.10 %
Potasio (K) 1.39 %
Calcio (Ca) 0.04 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.05 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.04 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacién con Nitrato de Plata/Argentometria
Micronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 73.5 ppm
Zinc (Zn) 24.8 ppm
Manganeso (Mn) 27.9 ppm
Cobre (Cu) 240 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 320 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.20 ppm
Molibdeno (Mo) 0.08 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 22 NA NA NA
Unidad g g % ppm
PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos
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Ing. Aguslin Gartia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utlizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la iteratura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
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INFORME LTADOS DE ENSAY FOLIO: PL-51706
Cliente: Uaq Cultivo: Durazno
Localizacion: Aguascalientes, Aguascalientes, Aguascalientes Edad (DDS): -
Coordenadas: 22090778, 102.099617 Organo de Muestreo:  Fruto
Predio/ ID: Finca r2stica / Mg8 Se Etapa Fenoldgica: Postcosecha
Emision: 2022/06/16 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 0.97 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.12 %
Potasio (K) 1.20 %
Calcio (Ca) 0.03 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.04 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 72.8 ppm
Zinc (Zn) 18.4 ppm
Manganeso (Mn) 37:3 ppm
Cobre (Cu) 712 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 36.7 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.08 ppm
Molibdeno (Mo) 0.08 ppm

Caracteristicas Fisicas

Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 18 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos
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Predio/ ID: Na / Con Entintado Etapa Fenoldgica: ND
Emision: 2021/08/27 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 2.21 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.13 %
Potasio (K) 1.51 %
Calcio.(Ca) 0.04 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.05 %
Sodio (Na) 0.02 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 109 ppm
Zinc (Zn) 26.0 ppm
Manganeso (Mn) 285 ppm
Cobre (Cu) 1.27 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 40.6 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.16 ppm
Molibdeno (Mo) 0.09 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 21 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

A

Gerente del Area Analitica
Ing. Aguslin Gartia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la literatura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
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INFORME DE RESULTADOS DE ENSAY FOLIO: PL-51707
Cliente: Uaq Cultivo: Durazno
Localizacion: Aguascalientes, Aguascalientes, Aguascalientes Edad (DDS): -
Coordenadas: 22090778, 102.099617 Organo de Muestreo:  Fruto
Predio/ ID: Finca r?stica / Mg8 Ce Etapa Fenoldgica: Postcosecha
Emision: 2022/06/16 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.15 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.13 %
Potasio (K) 1.27 %
Calcio (Ca) 013 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.05 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 114 ppm
Zinc (Zn) 247 ppm
Manganeso (Mn) 38.9 ppm
Cobre (Cu) 3.36 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 459 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.03 ppm
Molibdeno (Mo) 0.09 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 19 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

A

Jefe del Laboratorio de Nutricion
Ing. Aguslin Garcia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la literatura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
Este documento se protegido y ante el Instituto M de Propiedad Industrial; queda prohibida su reproduccién total o parcial sin la autorizacién de FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL.
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Laboratorio de Analisis de Suelos y Nutricién 2022

No. de Certificacion: ER-0223/2020,
1SO 9001:2015

INFORME DE RESULTADOS DE EN FOLIO: PL-50082
Cliente: Paula Nicole LA®pez Raesfeld Cultivo: Durazno
Localizacion: Na, Queretaro, Queretaro Edad (DDS): NA
Coordenadas: ND, ND Organo de Muestreo:  Cascara de fruto
Predio/ ID: ND / Intermedia - Sin Entintado Etapa Fenoldgica: ND
Emision: 2022/03/17 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.03 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.14 %
Potasio (K) 1.49 %
Calcio (Ca) 0.05 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.04 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 78.0 ppm
Zinc (Zn) 3.57 ppm
Manganeso (Mn) 4.37 ppm
Cobre (Cu) 342 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 295 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.01 ppm
Molibdeno (Mo) 0.00 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 11 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

-
Jefe del Laboratorio de Nutricion
Ing. Aguslin Garcia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la literatura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
Este documento se protegido y ante el Instituto M de Propiedad Industrial; queda prohibida su reproduccién total o parcial sin la autorizacién de FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL.
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Laboratorio de Analisis de Suelos y Nutricién

2022
No. de Certificacion: ER-0223/2020,
1SO 9001:2015

INFORME DE RESULTADOS DE ENSAY FOLIO: PL-51708
Cliente: Uaq Cultivo: Durazno
Localizacion: Aguascalientes, Aguascalientes, Aguascalientes Edad (DDS): -
Coordenadas: 22090778, 102.099617 Organo de Muestreo:  Fruto
Predio/ ID: Finca r?stica / Colegio Se Etapa Fenoldgica: Postcosecha
Emision: 2022/06/16 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.05 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.14 %
Potasio (K) 1.35 %
Calcio/(ca) 012 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.03 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 88.1 ppm
Zinc (Zn) 19.7 ppm
Manganeso (Mn) 36.8 ppm
Cobre (Cu) 5.29 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 39.4 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.10 ppm
Molibdeno (Mo) 0.08 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 19 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

A

Jefe del Laboratorio de Nutricion
Ing. Aguslin Garcia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la literatura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
Este documento se protegido y ante el Instituto M de Propiedad Industrial; queda prohibida su reproduccién total o parcial sin la autorizacién de FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL.
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No. de Certificacion: ER-0223/2020,
1SO 9001:2015

INFORME DE RESULTADOS DE EN FOLIO: PL-50083
Cliente: Paula Nicole LA®pez Raesfeld Cultivo: Durazno
Localizaciéon:  , Queretaro, Queretaro Edad (DDS): NA
Coordenadas: ND, ND Organo de Muestreo:  Cascara de fruto
Predio/ ID: ND / Intermedia - Con Entintado Etapa Fenoldgica: ND
Emision: 2022/03/17 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.04 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.13 %
Potasio (K) 1.43 %
Calcio/(ca) 009 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.04 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 135 ppm
Zinc (Zn) 5.08 ppm
Manganeso (Mn) 5.53 ppm
Cobre (Cu) 5.50 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 428 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.01 ppm
Molibdeno (Mo) 1.21 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 11 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

A

Jefe del Laboratorio de Nutricion
Ing. Aguslin Garcia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la literatura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
Este documento se protegido y ante el Instituto M de Propiedad Industrial; queda prohibida su reproduccién total o parcial sin la autorizacién de FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL.
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Laboratorio de Analisis de Suelos y Nutricién

2022
No. de Certificacion: ER-0223/2020,
1SO 9001:2015

INFORME DE RESULTADOS DE ENSAY FOLIO: PL-51704
Cliente: Uaq Cultivo: Durazno
Localizacion: Aguascalientes, Aguascalientes, Aguascalientes Edad (DDS): -
Coordenadas: 22090778, 102.099617 Organo de Muestreo:  Fruto
Predio/ ID: Finca r?stica / Colegio Ce Etapa Fenoldgica: Postcosecha
Emision: 2022/06/16 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.05 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.14 %
Potasio (K) 1.33 %
Calcio/(ca) 0:20 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.04 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 127 ppm
Zinc (Zn) 34.3 ppm
Manganeso (Mn) 38.8 ppm
Cobre (Cu) 3.16 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 459 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.19 ppm
Molibdeno (Mo) 0.09 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 19 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

A

Jefe del Laboratorio de Nutricion
Ing. Aguslin Garcia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la literatura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
Este documento se protegido y ante el Instituto M de Propiedad Industrial; queda prohibida su reproduccién total o parcial sin la autorizacién de FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL.

Pag.1de1

133



~ FORPO-01
FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL. Emisién.: Oct-2019
Poniente 6 No. 200, Ciudad Industrial, Celaya, Gto. C.P. 38010

www.fertilab.com.mx

PAP-Accrecited

Laboratorio de Analisis de Suelos y Nutricién 2022

No. de Certificacion: ER-0223/2020,
1SO 9001:2015

FOLIO: PL-50084

INFORME DE RESULTADOS DE EN

Cliente: Paula Nicole LA®pez Raesfeld Cultivo: Durazno
Localizaciéon:  , Queretaro, Queretaro Edad (DDS): NA
Coordenadas: ND, ND Organo de Muestreo:  Cascara de fruto
Predio/ ID: ND / Tardia Etapa Fenolégica: ND
Emision: 2022/03/17 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.25 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.13 %
Potasio (K) 1.48 %
Calcio (Ca) 0.03 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.04 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria
Micronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 92.3 ppm
Zinc (Zn) 3.76 ppm
Manganeso (Mn) 5.05 ppm
Cobre (Cu) 453 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 38.8 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 122 ppm
Molibdeno (Mo) 6.74 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 11 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

A
Jefe del Laboratorio de Nutricion

Ing. Aguslin Garcia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la fiteratura y debe utlizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que

no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
Este documento se protegido y ante el Instituto M de Propiedad Industrial; queda prohibida su reproduccién total o parcial sin la autorizacién de FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL.
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Laboratorio de Analisis de Suelos y Nutricién

2022
No. de Certificacion: ER-0223/2020,
1SO 9001:2015

INFORME DE RESULTADOS DE ENSAY FOLIO: PL-51705
Cliente: Uaq Cultivo: Durazno
Localizacion: Aguascalientes, Aguascalientes, Aguascalientes Edad (DDS): -
Coordenadas: 22090778, 102.099617 Organo de Muestreo:  Fruto
Predio/ ID: Finca r7stica / 229 Etapa Fenoldgica: Postcosecha
Emision: 2022/06/16 Referencia: ND
Macronutrimentos
Elemento Resultado Unidad Metodologia
Nitrégeno (N) 1.25 % Dumas
Nitrégeno (N) NA % Kjeldahl
Nitratos (N-NO 3 NA ppm Nitracién con acido Salicilico/espectrofotometria
Fésforo (P) 0.13 %
Potasio (K) 142 %
Calcio (Ca) 011 % Digestion acida multielemental en microondas
Magnesio (Mg) 0.06 % preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Azufre (S) 0.04 %
Sodio (Na) 0.01 %
Cloro (Cl) NA % Titulacion con Nitrato de Plata/Argentometria

Micronutrimentos

Elemento Resultado Unidad Metodologia
Hierro (Fe) 123 ppm
Zinc (Zn) 21.8 ppm
Manganeso (Mn) 39.0 ppm
Cobre (Cu) 2.62 ppm Digestion acida multielemental en microondas
Boro (B) 47.2 ppm preparado de acuerdo al método AOAC 2006.03
Niquel (Ni) 0.07 ppm
Molibdeno (Mo) 0.13 ppm
Caracteristicas Fisicas
Determinacion Peso Fresco Peso Seco Humedad Arsénico (As)
Resultado 18 NA NA NA
Unidad g g % ppm

PND = Pendiente por verificacion NA = No analizado ND = Sin datos

-
Jefe del Laboratorio de Nutricion
Ing. Aguslin Garcia Olivares

Los rangos de suficiencia nutrimental utilizados en el presente reporte provienen de valores publicados en la literatura y debe utilizarse solo como referencia para evaluar el estado nutrimental del cultivo, ya que
no incluyen todas las variedades e hibridos que existen actualmente
Este documento se protegido y ante el Instituto M de Propiedad Industrial; queda prohibida su reproduccién total o parcial sin la autorizacién de FERTILIDAD DE SUELOS S. DE RL.
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Figura A2. Curva estandar de acido galico para la determinacion de fenoles totales.
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Figura A3. Curva estandar acido clorogénico para la cuantificacion del perfil fendlico.
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Figura A4. Curva estandar de acido cinamico para determinar la actividad de PAL.

Tabla Al. Proporciones utilizadas para la curva de calibracion de acido galico.

No. De tubo (mzoggegglii?nql ) ul sol. &c. galico Ii(; S:ti;%l;a
1 0.02 250 1750
5 0.04 500 1500
3 0.08 1000 1000
. 0.12 1500 500
c 0.14 1750 250
. 0.16 2000 0
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Tabla A2. Gradiente utilizado para el analisis de HPLC.

Tiempo %A %B
0 min 98 2
40 min 80 20
45 min 0 100
60 min 98 2

Tabla A3. ANOVA del contenido fendlico total de la variedad ‘MG8’ con entintado

inducido mediante la aplicacion de dafio mecanico y aspersion de Fe2(S0Oa)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de
cepillado y concentracion de Fez(SOa)s, en el contenido fendlico total en la variedad
‘MG8'.

Fuente PAR GL 2 cuadrados Valor f Prob > f

Min cep 1 1 363.810 6.2613 0.0158*
[Fe2(S0a4)3] 2 2 25407.431 218.6366 <.0001*

Min cep*[Fe2(SOa)s] 2 2 345.964 2.9771 0.0604

Tabla A4. ANOVA del contenido fendlico total de la variedad ‘Colegio’ con entintado

inducido mediante la aplicacién de dafio mecanico y aspersion de Fe2(SOa4)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de

cepillado y concentracion de Fez(SOa)s, en el contenido fendlico total en la variedad

‘Colegio’.
Fuente PAR GL 2 cuadrados Valor f Prob > f
Min cep 1 1 22223.21 63.2290 <.0001*
[Fe2(S04)3] 2 2 18345.434 26.0980 <.0001*
Min cep*[Fe2(S0Oa4)3] 2 2 11552.672 16.4347 <.0001*
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Tabla A5. ANOVA del contenido fendlico total de la variedad ‘229’ con entintado

inducido mediante la aplicacion de dafio mecanico y aspersion de Fe2(S0Oa)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de
cepillado y concentracion de Fez(SOa)s, en el contenido fendlico total en la variedad
‘229’

Fuente PAR GL 2 cuadrados Valor f Prob > f

Min cep 1 1 1303.030 9.1312 0.0040*
[Fe2(S0a4)s3] 2 2 18698.774 65.5177 <.0001*

Min cep*[Fe2(SOa)s] 2 2 5871.787 20.5739 <.0001*

Tabla A6. ANOVA del contenido de acido clorogénico eq. de la variedad ‘MG8’ con
entintado inducido mediante la aplicacion de dafio mecénico y aspersion de
Fe2(S0a4)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de
cepillado y concentracion de Fez(SOa)s, en el contenido de acido clorogénico en la
variedad ‘MGS8’.

Fuente PAR GL 2 cuadrados Valor f Prob > f

Min cep 1 1 15.13357 2.0279 0.1799
[Fe2(S0a4)3] 2 2 305.60510 20.4751 0.0001*

Min cep*[Fe2(SOa)3] 2 2 108.90490 7.2965 0.0084*

Tabla A7. ANOVA del contenido de acido clorogénico eq. de la variedad ‘Colegio’
con entintado inducido mediante la aplicacion de dafio mecanico y aspersion de
Fe2(S0a4)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de
cepillado y concentracion de Fe2(SOa4)s, en el contenido de acido clorogénico en la

variedad ‘Colegio’.
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Fuente PAR GL > cuadrados Valor f Prob > f

Min cep 1 1 65.60957 7.3629 0.0188*
[Fe2(SOa)s] 2 2 207.82936 11.6617 0.0015*
Min cep*[Fe2(SOs)s] 2 2 191.46538 10.7435 0.0021*

Tabla A8. ANOVA del contenido de acido clorogénico eq. de la variedad 229’ con
entintado inducido mediante la aplicacion de dafio mecanico y aspersion de
Fe2(S0a4)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de
cepillado y concentracion de Fez(SOa)s, en el contenido de acido clorogénico en la
variedad ‘229'.

Fuente PAR GL 2 cuadrados Valor f Prob > f

Min cep 1 1 24.20036 4.4495 0.0566
[Fe2(S0a4)s3] 2 2 106.66233 9.8055 0.0030*

Min cep*[Fe2(SOa)s] 2 2 83.82273 7.7058 0.0070*

Tabla A9. ANOVA la actividad de PAL de la variedad ‘MG8’ con entintado inducido

mediante la aplicacion de dafio mecénico y aspersion de Fe2(SOa4)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de

cepillado y concentracion de Fe2(S0Oa4)s, en la actividad de PAL en la variedad ‘MG8'.

Fuente PAR GL 2 cuadrados Valor f Prob > f

Min cep 1 1 0.40938358 12.2003 0.0044*
[Fe2(S0a4)3] 2 2 0.25968107 38694 0.0505

Min cep*[Fe2(SOa)3] 2 2 0.02401704 0.3579 0.7064

Tabla A10. ANOVA de la actividad de PAL. de la variedad ‘Colegio’ con entintado
inducido mediante la aplicacion de dafio mecanico y aspersion de Fe2(S0Oa)s.
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Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de

cepillado y concentracion de Fe2(SOa4)s3, en la actividad de PAL en la variedad

‘Colegio’.
Fuente PAR GL > cuadrados Valor f Prob > f
Min cep 1 1 0.15200467 7.6392 0.0172*
[Fe2(S04)3] 2 2 0.34896213 8.7688 0.0045*
Min cep*[Fe2(S0a4)3] 2 2 0.01228034 0.3086 0.7401

Tabla A11l. ANOVA de la actividad de PAL. de la variedad 229’ con entintado
inducido mediante la aplicacién de dafio mecanico y aspersion de Fe2(SOa4)s.

Probabilidad estadistica del efecto de los factores analizados de minutos de
cepillado y concentracion de Fe2(SOa4)s, en la actividad de PAL en la variedad ‘229'.

Fuente PAR GL 2 cuadrados Valor f Prob > f

Min cep 1 1 0.64146381 77.8973 <.0001*
[Fe2(S0a4)s] 2 2 0.12213325 7.4157 0.0080*

Min cep*[Fe2(SOa)3] 2 2 0.02344486 1.4235 0.2788
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