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RESUMEN

En el 2021, México fue el principal productor (211357 ton) y exportador de
zarzamora (95%) en el mundo, gracias al uso de sistemas protegidos de produccién
en macro tunel que permite tener altos rendimientos (23 ton/ha). La calidad
comercial del fruto esta regulada por la apariencia como ausencia de defectos y
pudriciones, ademas del tamafo, color caracteristico y una buena firmeza. La
presencia de hongos como Botrytis cinerea causante de la pudricién gris es un factor
critico de calidad y rechazo en los puntos de inspeccion de los mercados de destino
y a nivel de consumidor generando pérdidas econdémicas en la cadena de
comercializaciéon. Los procedimientos pre cosecha para el control de este patégeno
es la aplicacion de fungicidas. No obstante, esto ha generado resistencia del hongo
a los fungicidas, como consecuencia esto ha llevado a un incremento en la
concentracion y el nimero de aplicaciones durante el ciclo de cultivo, resultando en
problemas ecolégicos y de control en la produccion. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la eficacia de tres diferentes procedimientos tecnolégicos pos cosecha
para inhibir el desarrollo de Botrytis cinerea, que permitan ampliar la vida
poscosecha. Muestras de zarzamoras empacadas en clamshell de 6 oz fueron
sometidas a un disefio experimental de tres tratamientos aleatorizado con tres
réplicas de cada uno; T1, atmésferas modificadas activas (AM) (aire+15 % CO2),
T2, Aspersion de metil jasmonato 50 y 100 uymol/L y evaluacion de eficacia durante
12 dias a 10 °C y T3 campos eléctricos pulsados (PEF) de 7.5y 10 kV por 500 psy
evaluacion de eficacia durante 4 dias a 10 °C. Las variables respuesta evaluadas
fueron: incidencia del moho gris, color, firmeza, pérdida fisibloga de peso, contenido
de antocianinas y fenoles totales, perfiles de antocianinas y de compuestos
fenolicos, acidez titulable, solidos solubles totales y pH. La aplicacion de AM por 4
dias a 10 °C evit6 la incidencia de Botrytis cinerea en comparacion al 20-35 %
mostrado por los grupos control y es una alternativa viable para su control
potenciando su beneficio con aplicaciones a temperatura 6ptima de conservacion
del fruto (1 °C). La aplicacion de 50 y 100 uM de MeJA redujo de manera significativa
(hasta 4.6 %) la incidencia del hongo después de 4 dias de almacenamiento a 10
°C en comparacion al 80 % mostrado por los controles La aplicacion de campos
eléctricos pulsados de 7.5 a 10 kV en 100 pulsos por segundo y con una duracion
de 500 us permitieron una inhibicion de hasta el 80 % del desarrollo de Botrytis
cinerea no obstante, esta tecnologia incremento la reversion de color del fruto. Se
discuten los efectos de las aplicaciones tecnoldgicas en la calidad de los frutos y su
viabilidad de aplicacién comercial.

Palabras claves
zarzamora (Rubus sp.), Botrytis cinerea, inhibicion, calidad. tecnologias

alternativas.
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SUMMARY

In 2021, Mexico was the main producer (211,357 tons) and exporter of blackberries
(95%) in the world, thanks to the use of protected macro-tunnel production systems
that allow high yields (23 tons/ha). The fruit commercial quality is regulated by
appearance factors, such as the absence of defects and rot, as well as size,
characteristic color and good firmness. The presence of fungi such as Botrytis
cinerea or gray rot is a critical factor of quality and rejection on inspection points of
destination markets and at the consumer level, generating economic losses in the
marketing chain. The pre-harvest procedures for the control of this pathogen are the
application of fungicides. However, this has generated fungus resistance to
fungicides, inducing the producer to use higher concentrations of the compounds
and to increase the applications number during the crop cycle, causing ecological
problems and less production control. The objective of this work was to evaluate the
efficacy of three different post-harvest technological procedures to inhibit the
development of Botrytis cinerea in blackberry fruit, which allow extending their
postharvest life. Samples of blackberries packed in 6 0z clamshells were subjected
to an experimental design of three randomized treatments with three replicates of
each one; T1, active modified atmospheres MA (air+15% CO2), T2, 50 and 100
pmol/L methyl jasmonate spray and efficacy evaluation for 12 days at 10 °C and T3,
pulsed electric fields (PEF) of 7.5 and 10 kV per 500 us and efficacy evaluation for
4 days at 10 °C. The response variables evaluated were: Botrytis cinerea incidence,
color, firmness, physiological weight loss, anthocyanin and total phenolics content,
profiles of anthocyanins and phenolics compounds, titratable acidity, total soluble
solids, and pH. The application of MA for 4 days at 10 °C prevented the incidence of
Botrytis cinerea in comparison to 20-35% shown by control groups and this is a
viable alternative to control the fungus development, enhancing its benefit with
applications at optimal temperature for fruit conservation (1 °C). The application of
50 and 100 pM of MeJA significantly reduced (up to 4.6 %) the fungus incidence
after 4 days of storage at 10 °C in comparison to 80 % shown by the controls. The
application of pulsed electric fields of 7.5 at 10 kV in 100 pulses per second and 500
us, allowed to inhibit up to 80 % the development of Botrytis cinerea; however, this
technology increased the red color reversion of the fruit. The effects of these
technological applications on fruit quality and their commercial viability are
discussed.

Key words

Blackberry (Rubus sp.), Botrytis cinerea, inhibition, quality, alternative technologies.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos 10 afios México se ha colocado como el principal productor y
exportador de zarzamora a nivel mundial. A partir del 2016 el incremento por afio
ha sido pronunciado, esto se atribuye al aumento en la superficie destinada para
este cultivo y al uso de técnicas de cultivo protegido en macro tineles. La mayor
parte de la produccion del fruto de zarzamora se canaliza a los mercados de
exportacion siendo los Estados Unidos el principal mercado de destino; en este
mercado de exportacion se exigen altos estandares de calidad que el fruto debe

cumplir para que se permita su comercializacion (FAOSTAT, 2020).

La calidad comercial de la zarzamora esta regida principalmente por los factores de
apariencia que incluyen el color, ausencia de pudriciones, ausencia de defectos,
forma y tamafo de los frutos. A estos factores le siguen los factores de firmeza y
sabor de los frutos (USDA, 2016) y libres de microorganismos involucrados en
riesgos en la salud del consumidor. La presencia de pudriciones es un factor de
calidad critico que involucra el rechazo de las cargas exportadas en los mercados
de destino (Zhang et al., 2016). Por ello las actividades de producciéon y empaque
se enfocan de manera sustancial al control del desarrollo de estas enfermedades
durante todo el ciclo de produccion y el manejo poscosecha de los frutos. La
pudricion de zarzamora es causada principalmente por el hongo, Botrytis cinerea
gue inicia su proceso de infeccion desde la etapa de precosecha, particularmente
en la floracion, y se manifesta durante el almacenamiento y comercializacién del
fruto (Viret et al., 2004).

Por este motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diferentes
tratamientos tecnologicos para reducir la incidencia del hongo Botrytis cinerea. Las
tecnologias poscosecha seleccionadas fueron las atmosferas modificadas, la
aplicacion de campos eléctricos pulsados y la aplicacion de moléculas de
sefalizacion naturales que induzcan una mejor respuesta del fruto hacia el

deteriorador.
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Estas tecnologias tienen la ventaja que no hacen uso de fungicidas y podrian
representar alternativas de control efectivas y sustentables en la comercializacion

de zarzamora.



2. ANTECEDENTES

2.1 Evolucién de la produccion de zarzamora en Meéxico y su
importancia econémica

2.1.1 Evolucion de la produccion de zarzamora a nivel mundial
Las estadisticas para la produccién de alimentos de la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAOSTAT, 2020) muestran una
tendencia al alza en la produccién de zarzamora a nivel mundial en los ultimos 10
anos; registrdndose en el afio 2011 una produccién de 823,551 ton y 927,344 ton
en el 2020; un incremento de 103,793 ton que representaron un aumento del 11 %
respecto del afio 2011 (FAOSTAT, 2020) (Figura 1). El incremento de esta
produccion se puede deber a mayores superficies sembradas o0 mejoras

tecnologicas en el cultivo.
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Figura 1. Evolucion de la produccion de zarzamora a nivel mundial en el periodo
2011-2020. (FAOSTAT, 2020)



2.1.1.1 Evolucién de la superficie cosechada en el mundo

La Figura 2 muestra la evolucion de la superficie cosechada a nivel mundial en los
altimos 10 afios; en el afio 2011 se registré una superficie de 115,282 ha, y en el
2020 se registraron 129,871 ha, es decir un incremento del 11.23 % de la superficie
registrada para el 2011 (Figura 2) (FAOSTAT, 2020). Estos datos sefialan que el
incremento en la superficie cosechada explica completamente el incremento en la
produccion y que dentro de ese periodo se han realizado mejoras tecnologicas en
la produccién.
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125,000
2 119,377 e 120427
120,000 17,713 i
115,282
115,000
110,000
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Anos

Figura 2. Evolucion de la superficie cosechada de zarzamora a nivel mundial en
el periodo 2010-2019. (FAOSTAT, 2020).

2.1.1.2 Principales paises productores de zarzamora
La distribucion de la produccion de zarzamora a nivel mundial abarca muchos
paises, aunque diez de ellos aportan el 85 % de la produccion mundial (Cuadro 1).
Para el aflo 2011, los cinco principales paises que aportaron el mayor volumen de
produccion fueron Vietnam, México, Papua Nueva Guinea, Turquia e Italia. México
en el afio 2011 aport6 135,563 ton que representaron el 16.4 % de la produccién de
ese afo; mientras que, en el 2020, México se colocé como el principal productor a
nivel mundial con 215,923.73ton con lo que aporto el 20.1 % de la produccion
mundial (FAOSTAT, 2020). De acuerdo con esta fuente de informacién, México

incrementd su produccion en 51,882 ton en ese periodo que represento un



incremento del 27.6 % de la produccion registrada para el 2011 (Cuadro 1)
(FAOSTAT, 2020).

Cuadro 1. Principales paises productores de zarzamora en el afio 2011 y 2020.

(FAOSTAT, 2020)

Afio Orden Pais Produccion Afio Orden Pais Produccion
(ton) (ton)
1 Viet Nam 143,807 1 México 215,924
2 México 135563 2 Viet Nam 122,681
Papua Paupa
3 Nueva 105,000 3 Nueva 109,409
Guinea Guinea
4 Turquia 76.643 4 Polonia 84,780
- 5 Italia 70,967 2020 5 Turquia 79,863
_ China,
Polonia 50,578 Continental 56,503
China, iva
” Continental 50,497 7 Azerbalyan g4 gq5
8 Afganistan 27639 8 Afganistan 27.772
Estados Estados
9 Unqus de 26.514 9 umdo_s de 27,735
América America
10 Bangladesh 14,447 10 Bangladesh 26,501

2.1.2 Evolucién de la produccién y su importancia econémica en
México
Los datos del SIAP (2021) confirman los datos comentados anteriormente; en los
ultimos diez afios se registro un incremento en la produccion; en el afio 2012 se
reportdé una produccion de 139,803 ton, mientras que en el 2021 se registraron
211,357 ton, que representd un incremento del 33.85 % respecto del afio 2012
(Figura 3) (SIAP, 2021).

La evolucion de la produccién nacional (Figura 3), muestra que los incrementos mas
importantes de produccion se registraron en el periodo 2016 y 2019. Con el objeto
de entender si los incrementos de produccion son debido a incrementos en la

superficie cosechada, se realiza una comparacion de la superficie sembrada y



cosechada en el periodo de 2012- 2021 (Figura 4); se observa que en el periodo
2016 — 2019 la superficie cosechada mostré un incremento drastico como lo mostré

la produccién.
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Figura 3. Evolucion de la produccion de zarzamora en México en el periodo 2010-
202 (SIAP, 2021).
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Figura 4. Evolucion de la superficie sembrada y cosechada de zarzamora en
México en los afios 2012-2021 (SIAP, 2021)



Esto sefiala que la produccién se incrementd por mejoras en otros procesos de la
produccion que incrementaron los rendimientos por hectarea. Con los datos de
rendimientos por hectarea proporcionados por el SIAP (2021) se construyo la figura
5. Se observa que durante el periodo 2016-2021 también se registraron incrementos
notables en los rendimientos lo cual explica los incrementos en la produccion. Estos
incrementos en los rendimientos deben estar explicados por la implementacion de
nuevas tecnologias, como es el uso generalizado de macro tuneles que brindan al
cultivo un mejor control y mejoramiento del factor edafoclimatico, y un mejor control
de plagas y enfermedades (Heidenreich et al., 2012), asi como la liberacion de

nuevas variedades de los programas de mejoramiento de la industria de berries.
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Figura 5.Cambios en los rendimientos (ton/ha) de la produccion de zarzamora en
México de 2012-2021 (SIAP, 2021).

2.1.2.1 Valor de la produccion generado
Desde el punto de vista de la rentabilidad de las operaciones de la produccion, en
los dltimos 10 afos el valor generado tuvo un incremento de 9,198,459 millones de
pesos (SIAP, 2021) hasta el 2019 que representaron un incremento del 15.25 % en
el valor generado respecto de lo reportado en el 2010 (Figura 6). Este incremento
seflala la importancia economica que ha representado la produccion vy
comercializacion de esta fruta. Analizando los precios por tonelada producida en el

mismo periodo de produccion, también hubo un incremento hasta el 2019 de 1.58



veces en los precios pasando de $ 27,681.00 a $ 43,850.00 de pesos/ton (Figura
7). Estos datos muestran que este sector agricola mantiene una dinamica de
crecimiento econdémica alta que también explica el incremento en la produccion
(SIAP,2021). No obstante, es importante sefialar que los incrementos en la
produccion y rendimientos han sido mas notables que los incrementos registrados
en los precios por tonelada. Esto puede sefialar posibles competencias en el

mercado que limitan los incrementos de precios.
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Figura 6. Valor generado de la produccion anual de zarzamora en México en el
periodo 2012-2021 (SIAP, 2021)
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Figura 7. Precios por tonelada de zarzamora producida en México en el periodo
2012-2021. (SIAP,2021)

2.1.2.2 Principales estados productores de zarzamora
La produccion de zarzamora en México la domina el estado de Michoacan quien
aporta el 93.00 % de la produccion (Cuadro 2), especificamente en los municipios
de Los Reyes donde se obtiene el 60% de la produccion estatal. El estado de Jalisco
aporta el 5.32 %, Colima el 0.71 %, Baja California el 0.41%, Puebla el 0.24 %;
mientras que Guanajuato, el estado de México, Morelos, Querétaro y Ciudad de

México aportaron en conjunto el 0.28 % de la produccion del afio 2021 (Figura 8)

(SIAP,2021).

Estado Produccion (ton)
Michoacan 196,626.62
Jalisco 11,238.31
Colima 1,496.43
Baja California 873.24
Puebla 509.70
Guanajuato 289.65
México 232.76
Morelos 38.50
Querétaro 18.00

Ciudad de México 17.68

Figura 8. Distribucion de la produccion de zarzamora por estados en el afio 2021.
(SIAP,2021)

Los estados de Michoacan, Jalisco y Colima han mostrado el mayor incremento de
produccion en los ultimos 10 afios (Cuadro 2); Michoacan incremento su produccion

45.96 %, Jalisco 189.45 % y Colima 63.54 % (SIAP, 2021).



Cuadro 2. Principales estados productores de zarzamora. (SIAP, 2021)

Afilo Orden  Estado  Producciéon Afio Orden Estado Progg(r:‘():ién
1 Michoacan  134,708.16 1 Michoacan 196,626.62
2 Jalisco 3,882.60 2 Jalisco 11,238.31
3 Colima 915.00 3 Colima 1,496.43
4 Mexico 81.05 4 Baja California 873.24
ot 5 Queretaro 68.00 2ot 5 Puebla 509.70
6 Nayarit 43.08 6 Guanajuato 289 65
7 Veracruz 36.00 7 México 232.76
8 Puebla 24.00 8 Morelos 3850
9 Morelos 23.00 9 Querétaro 18.00
10 Nivies ¢ 19.90 10 Ck‘j‘ii‘ié’ ) 17.68

Los datos anteriores sefialan que México esta colocado como el principal productor
y exportador de zarzamora a nivel mundial que le esta aportando beneficios
econdémicos y laborales en la operacion. No obstante, para mantener esa posicion,
la calidad de la produccién debe cumplir con las expectativas del mercado de

consumo Yy satisfacer los estandares de calidad y vida de anaquel de la fruta.

Para ello, las empresas dedicadas a esta actividad deben de contar con tecnologias
y practicas de cultivo y manejo del fruto que eviten o controlen los factores
responsables del deterioro durante el proceso de comercializacion y consumo como
la presencia de defectos o de fruta podrida. Dado que la zarzamora es altamente
perecedera y el uso de agentes desinfectantes en solucion puede afectar la calidad
de la fruta; es importante contar con sistemas que controlen la presencia de

microorganismos deterioradores (hongos y bacterias) cuyo desarrollo en el proceso
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de comercializacion implicaria un rechazo en el mercado y pérdidas econémicas

para las empresas involucradas.

2.2 Generalidades del cultivo
2.2.1 Taxonomia
De acuerdo con Finn (2008), la zarzamora se clasifica taxonédmicamente de la

siguiente manera:

e Reino: Plantae

e Subreino: Tracheobionta

e Siperdivision: Spermatophyta
¢ Clase: Magnoliopsida

e Subclase: Rosidae

e Orden: Rosales

e Familia: Rosaceae

e Género: Rubus spp.

e Subgénero: Eubatus

2.2.2 Habitos de crecimiento
La planta de la zarzamora tiene distintos habitos de crecimiento como erecto,
semierecto, postrado, ausencia y presencia de espinas (Muratall-Lua et al., 2013).
El arbusto posee tallo arqueado que crece hasta 3 metros a un ritmo acelerado. Son
perennes debido a que sus cafas bianuales se superponen en edad con una
duracion de tres o mas estaciones (Hummer and Janick, 2006). La corteza de los
retofios en la mayoria de los casos se encuentra cubierta de espinas mas o menos
rigidas segun el cultivar por ejemplo la variedad “Tupy” posee espinas. Sin embargo,

existen variedades de corteza sin espinas (Zia-Ul-Haq et al., 2014).
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2.2.3 Hojas y flores

Las hojas son estipuladas y compuestas con 3 o 5 foliolos. Cada foliolo es eliptico,
de diversas dimensiones de acuerdo con la variedad, aserrado en los bordes y
dispuestos de forma palmeada. El envés de la hoja es grisaceo y aterciopelado, las
nervaduras suelen estar muy marcadas. Las flores son hermafroditas y auto fértiles,
por lo que el cultivo no requiere fauna auxiliar para la polinizacién. El caliz es
persistente, y tiene 5 sépalos. En la corola de cada flor, sobre un receptaculo
ensanchado, hay 5 pétalos blancos o rosados que en ocasiones presentan manchas
rojizas (Figura 2). Las flores estdn agrupadas en racimos simples laterales y
terminales o compuestos en ocasiones. Cada flor tiene numerosos estambres y
carpelos, los cuales contienen un ovulo fértil que dara origen a cada una de las
drupas que forman el fruto compuesto clasificado como una poli drupa (Clark and
Finn, 2014; Hummer and Janick, 2006).

.

Figura 9. Flor de zarzamora. Fuente: Labratorio de Fisiologia y Bioquimica de
Frutas y Hortalizas de la Universidad Autbnoma de Querétaro (UAQ).

2.2.4 Frutos
Los frutos constituyen un fruto complejo, con formado por varios frutos o drupeolas
Cada uno de estas al principio son firmes y verdes, gradualmente se volveran rojas
y luego se intensificara su color hasta adquirir una tonalidad purpurea, negra brillosa

y uniforme al momento de haber alcanzado su madurez (Figura 3) (Saltos, 2001).
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Figura 10. Etapas de maduracion del fruto de zarzamora. Fuente: Laboratorio de
Fisiologia y Bioquimica de Frutas y Hortalizas de la Universidad Autbnoma de
Querétaro (UAQ).

2.3 Calidad del fruto de zarzamora.
Como productos frescos, las frutas y hortalizas deben cumplir una serie de
requisitos que aseguren su consumo, mejoren la nutricién y no pongan en riesgo la
salud del consumidor. En este contexto, la zarzamora debe de cumplir con los
siguientes parametros ubicados por su importancia en la cadena de
comercializacion: 1) buena apariencia; la cual engloba el color, tamafio, forma y
ausencia de defectos; 2) una firmeza adecuada, 3) un sabor caracteristico de esta
fruta y 4) un contenido nutricional adecuado (Mitcham et al., 1998). Aunque también
se indica en otras fuentes que estos productos deben ser inocuos o libres de

patégenos al consumo humano.

Por ello las oficinas gubernamentales de todos los paises emiten normas para
regular los criterios que definan los diferentes niveles de calidad en que se pueden
clasificar estos frutos. Estados Unidos a través de la USDA en el 2016, actualiz6 la
norma de calidad vigente desde 1928, la cual establece dos grados de calidad (US1
y US2). La norma de calidad US1, establece que los frutos deben ser firmes, bien
coloreados, bien desarrollados, no sobre-maduros, libres de calices, hongos y
pudriciones, asi como libres de dafios causados por tierra y otra materia; deben
estar libres de materia extrafia, marchitez, humedad, insectos, dafios mecanicos y
otros medios. En la clase US2 se permiten tolerancias con porcentajes mayores;
por ejemplo, que no contengan mas del 10% por volumen de bayas, en cualquier

lote muestreado, con dafios severos y no mas del 2% de frutillas afectadas por
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hongos y pudriciones (USDA, 2016). Las pudriciones son unas las causas mas
importantes de pérdidas de frutos de zarzamora en la etapa poscosecha, y conlleva

a grandes pérdidas economicas.

Las tolerancias del grado US1 son: no mas del 1% del lote puede estar afectado por
hongos y no mas del 5% debe presentar otros dafios severos. A falta de una
normativa que establezca los criterios de aceptacién y rechazo para este producto,
las empresas productoras de zarzamora en México, establecen los lineamientos de
produccion en concordancia con las normas establecidas por USDA y con ello
garantizar las exportaciones de la zarzamora (USDA, 2016). Resulta dificil tener un
control de estos pardmetros de calidad, debido a que las tolerancias de defectos por
frutos o lotes muestreados son minimas, sin embargo, los sistemas de produccion,
deben de contar con las tecnologias adecuadas para que la produccion mantenga
y cumpla los parametros mas altos de calidad que establecen las empresas

extranjeras o en su defecto las oficinas gubernamentales.

En México, esta en proceso de publicar una norma que regulara la calidad de la
zarzamora para el mercado nacional. EI Comité Técnico Nacional de Normalizacién
de Industrias Diversas de la Secretaria de Economia, desarrollé el proyecto de
Norma Mexicana PROY-NMX-FF-129-SCFI-2016 la cual establece tres grados de
calidad: La clase extra establece que las zarzamoras deben tener un buen
desarrollo y una coloracién caracteristica de la variedad, el fruto debe estar
perfectamente sano, no debe de presentar defectos graves, en esta clase se
permiten tolerancias no mas del 5 %, en niumero o en peso de zarzamoras con

defectos superficiales muy ligeros, siempre y cuando no afecte la calidad del fruto.

En las clases | y Il se permiten tolerancias con porcentajes mayores que la clase
extra; por ejemplo, que no contengan mas del 10 % del peso de la zarzamora una
regresion de color, que las cicatrices sean pequefias, una deformidad ligera, esto
siempre y cuando la fruta no pierda sus caracteristicas esenciales; las frutas beben
estar libres de mohos y plaguicidas autorizados. De acuerdo al proyecto de NMX-

2016 la zarzamora en la etapa de cosecha debe de alcanzar una firmeza de 180
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gramos-fuerza, 7.5 a 8.5 °Brix y una acidez minima del 2 % expresada como acido
malico (PROY-NMX-FF-129-SCFl, 2019).

Se puede observar que la Norma mexicana (PROY-NMX-FF-129-SCFI-2016) tiene
una mayor tolerancia que la Norma de la USDA, no obstante, esa norma esta
destinada para el mercado nacional y no seria una referencia para el producto de
exportacion. Dado que la produccion de zarzamora en México se destina
principalmente a la exportacion, las normas que determinan su calidad son las que
se acuerdan a través de los convenios especificos entre empresas exportadoras e
importadoras que en general son mas exigentes que la Norma Oficial de la USDA.
No obstante, esa norma es una referencia de lo minimo de calidad para todas las

compras de ese pais.

De acuerdo con la informacion descrita, se percibe que la presencia de organismos
que visualmente deterioren los embarques de zarzamora es un factor critico que
expone a los exportadores a posibles rechazos de producto en el mercado de
destino donde ya no tiene ninguna posibilidad de canalizar ese producto a otros

usuarios con la consecuente pérdida econémica y de producto.

2.4 Organismos de deterioro de la zarzamora y su control

Aunque ya se ha establecido que hay diferentes factores que afectan la calidad
poscosecha de la zarzamora; la presencia de pudriciones en el fruto son un tema
central dentro del manejo de este producto y de manera particular en los puntos de
arribo a los mercados de destino, puede significar un elemento de rechazo de la

produccion con la consecuente pérdida econdmica.

2.4.1 Importancia de la enfermedad de moho gris en frutillas.
Las pudriciones son las principales causas de pérdida en la etapa pre y poscosecha
de la produccion de frutas frescas (Zhang et al., 2016), esta enfermedad se
considera de alto riesgo por su rapido mecanismo de deterioro y propagacion en el
fruto, ocasionando asi pérdidas econdmicas irreparables (Dean et al., 2012). En

opinion de la comunidad de pat6logos de plantas, el ataque por Botrytis cinerea en

15


javascript:;
javascript:;

diferentes cultivos ocupa el segundo lugar en importancia (Dean et al., 2012). Se ha
sefalado grados de incidencia del 33 al 100 % por ataque de hongos y levaduras
en muestras de zarzamora y frambuesa en supermercados de Estados Unidos
indicAndose que los hongos més comunes por orden de importancia fueron Botrytis
cinerea, Rhizopus (en fresa), Alternaria, Penicillium, Cladosporium y Fusarium
(Tournas y Katsoudas, 2005). En México no se tenian reportes de las principales
especies que causaban el deterioro en zarzamora. En un reporte reciente (Terrones-
Salgado et al., 2019) se inform6 que, en 211 muestras de zarzamora obtenidas en
17 localidades productoras de zarzamora en Colima, Estado de México, Jalisco,
Michoacan y Morelos todas confirmaron la presencia de Botrytis cinerea. Esto indico
la amplia dispersion de este patégeno en todas las zonas de cultivo y por ello se
convierte en un punto central de investigacién para aportar datos que ayuden al
control de esta enfermedad y asi reducir su impacto en la comercializacion de esta

fruta en México.

2.4.2 Pudricion por Botrytis
La presencia y severidad del dafio por el ataque de Botrytis cinerea es variable
segun la época del afio y la zona de produccion, aumentando durante la temporada
invernal, debido a una alta humedad relativa la cual conlleva a una répida

esporulacion del hongo (Kozhar-Peever, 2018).

La infestacion puede ocurrir desde la etapa de floracion hasta la maduracién del
fruto, aunque los dafios de méas impacto son los que ocurren en el fruto durante la
cosecha y poscosecha. En esas operaciones, la deteccion visual no es suficiente
puesto que frutos aparentemente sanos manifiestan los sintomas de la enfermedad
durante la comercializacion del producto (Williamson et al.,, 2007 ). Por ello es
importante conocer el ciclo de vida del patégeno para disefiar estrategias que

reduzcan o inhiban la sobrevivencia del patogeno.
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2.4.3 Ciclo de vida de Botrytis cinerea y sintomas de la enfermedad
Las etapas asexuales como sexuales en el ciclo de Botrytis cinerea, conllevan a una
sobrevivencia en condiciones favorables o desfavorables (Fillinger y Elad, 2016)
(Figura 11).

2.4.3.1 Etapa asexual

Botrytis produce numerosos conidios, conocidos también como macroconidios,
nacen en las puntas de los conidioforos ramificados. El tamafio de los conidios esta
relacionado con la especie del hongo (Beever y Weeds 2004). El proceso de
reproduccion de estos sucede en un lapso de 8 horas, la liberacion de estas ultimas
tiene lugar principalmente durante el dia y esta influenciada por cambios en la
humedad relativa, estas pueden ser transportadas a largas distancias por las
corrientes de aire y en las gotas de agua; el conidio invade y penetra los tejidos y
las células infectadas colapsan y se desintegran causando la pudricion del tejido de
la fruta (Agrios, 1995).

Botrytis inverna en forma de esclerocios o micelio, los cuales son resistentes a
condiciones adversas (Holtz et al., 2004), en condiciones favorables con periodos
de humedad interrumpidos en primavera, los esclerocios germinaran para producir
micelios y conidios; ocurre a 15 — 18 ° C y llegan a sobrevivir de 5-9 meses (Hsiang
y Chastagner 1992). El micelio de Botrytis cinerea es ramificado, septado, hialino a
pardo. Los conidi6foros, que surgen directamente de los micelios o de los
esclerocios, son altos, delgados, irregularmente ramificados en la porcién terminal,
con células apicales agrandadas o redondeadas, con racimos de conidios
simultdneamente en denticulos cortos. Los conidios son lisos, hialinos o grises, con

una longitud media de 10 y 5 ym de ancho (Fillinger y Elad, 2016).

Botrytis también puede producir estructuras de reposo temporal conocidas como
clamidosporas que tienen paredes engrosadas, hialinas. Estas estructuras pueden
variar considerablemente en tamafio y forma; pueden sobrevivir a periodos de

sequia de hasta 3 meses (Urbasch, 1983).
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2.4.3.2 Etapa sexual
La etapa sexual, también conocida como Botryotinia spp, es poco comun en la
naturaleza. La fertilizacion de las estructuras esclerdticas receptivas por parte de la
esperma induce la produccion de apotecios; en las estructuras sexuales, se generan
ascas y ascosporas. Las ascas contienen ascosporas que se encuentran en la
superficie superior del apotecio (Urbasch, 1983). Ambos tipos de apareamiento son
de naturaleza generalizada y la mayoria de los aislamientos son heterotélicos, es
decir, solo pueden producir ascosporas cuando se cruzan con el tipo de

apareamiento opuesto (Faretra et al., 1988).

Los conidios infectan a los érgancs de la planta
en ciimas himedos o cuando hay suficiente humedad

de pléntulas | Tizon de Moho grie
bk Moho gris do la lechuga Pudricon ol bubo (200 078

Figura 11. Ciclo bilégico de Botrytis. (Agrios,1997)

Los frutos infectados con el hongo de Botrytis cinerea manifiestan una diversidad
de sintomas, principalmente en las estructuras reproductivas de la planta y pueden
ocasionar la pérdida total de la produccion, el hongo actla afectando diferentes

organos, incluyendo hojas, flores, brotes y frutos (Kozhar y Peever, 2018).

El sintoma que se presenta con mayor frecuencia es la pudriciéon blanda en el fruto,
acompafnada de colapso estructural, en la etapa final de sintomatologia, el fruto

presenta una aparicion de masa grisacea de conidios. Los sintomas que se
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manifiestan en los pétalos de las flores, son similares a los que ocurren en el fruto

y varian dependiendo de las condiciones ambientales (Williamson et al., 2007).

Kozhar y Peever (2018) sefialan que en los frutos de frambuesa el hongo ataca las
hojas maduras senescentes, provocando lesiones en forma de cufia con una
coloraciéon marrén y los margenes de la hoja se tornan amarillos, la infeccion se
extiende a los tallos vegetativos con lesiones de color marron pardo, ocurre una
rapida propagacion en la corteza primaria del tallo. Estos sintomas provocan un
retraso en el desarrollo de las yemas en los ndédulos infectados, si la planta
sobrevive esa infeccion, la produccion de fruta de la siguiente temporada se ve
notablemente disminuida. Debido a la diversidad de sintomas que presenta los
diferentes 6rganos de la planta de zarzamora, resulta complicado establecer una
estrategia especifica para su control, por ello es fundamental conocer los
mecanismos de infeccion del hongo, debido a esto, es necesario establecer
medidas y estrategias que eviten la prevalencia del microorganismo y generen la
menor perdida y dafio al fruto, asi como el menor impacto al medio ambiente
(Kozhar y Peever, 2018).

2.4.4 Mecanismo de infeccion
El hongo de Botrytis cinerea se vuelve patdégeno cuando las condiciones de
crecimiento para sus huéspedes son limitantes y el microclima es adecuado para el
desarrollo del hongo (Fermaud y Le Menn,1992). La germinacién de los conidios en
la superficie de las plantas se ve favorecida en gran medida por la presencia de

nutrientes como azucares simples y polen (Chou y Preece, 2008).

Los estudios morfoldgicos, han demostrado que, aunque los conidios de Botrytis
comunmente germinan en los tejidos de las flores, particularmente en los pétalos y
sépalos de su hospedante, la invasion de los tejidos internos no siempre continla
(Holtz et al., 2004). Estas infecciones se conocen como inactivas o latentes. En tales
casos, la propagaciéon del hongo dentro del tejido del huésped se detiene cuando

los tejidos del huésped se vuelven senescentes o los niveles de azUcar cambian
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como en la maduracion o en el almacenamiento (Meyer et al., 2000; Sanzani et al.,
2012).

Se ha probado que Botrytis puede estar presente como enddfito, es decir, crecer
dentro de los tejidos de la planta huésped sin generar sintomas de enfermedad y
también provocar poca o0 ninguna respuesta del huésped (Barnes y Shaw 2003;
Sowley et al., 2010). Estas infecciones pueden volverse agresivas en una etapa
posterior, sobre todo en el momento de la floracion, o durante el almacenamiento,
o bien, transferirse de forma no sintomatica por propagacion clonal o de semillas del

hospedador (Barnes y Shaw 2003).

Estudios realizados por Viret et al., (2004) sefialan que la infeccion inicia en las
flores debido a que observaron que la infeccidn se produce en la base de los
estambres, en el area del receptaculo. Asi mismo Jersh et al., (1998) reportaron que
la infeccién en fresa en la colonizacion del receptaculo por Botrytis cinerea se
produce a través de estambres y que la infeccién puede conducir al desarrollo de la

pudricion por el moho gris.

En la zarzamora los pétalos son una fuente eficaz de inoculacion del hongo, debido
a un bajo déficit de presion de vapor durante el dia (alto nivel de humedad) y
temperaturas nocturnas de hasta 20 ° C (Xu et al., 2000). Calvo-Garrido et al., (2014)
reportaron que la etapa de floracion es la mas importante para el desarrollo de
podredumbre del racimo de uvas. Las aplicaciones de fungicidas en la etapa de
floracion de la uva disminuyen significativamente el desarrollo de Botrytis.

Contradictoriamente Kozhar y Peever (2018) reportaron en un estudio con frutos de
frambuesa del noroeste de Washington que las flores no son las rutas de infeccion
exclusiva, ni la principal para el desarrollo del moho gris, debido a que no
encontraron una correlacién significativa entre la incidencia de colonizacion de
flores por Botrytis cinereay la incidencia de colonizacion de la fruta que se
desarrollo a partir de esas flores. Asi mismo observaron una mayor incidencia de

infeccion de frutos que de flores, la cual asocia a una exposicién corta para flores
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individuales y mucho mayor para los frutos, lo que permite que ocurra
una colonizacion de Botrytis cinerea, por ello en su estudio concluye que el fruto
tiene un riesgo potencial de colonizacion mayor que las flores debido a la ventana
potencial méas larga de infeccion.

Los autores proponen que la colonizacion de estambres y sépalos puede facilitar la
infeccion externa de la fruta en la Ultima etapa de produccién, especialmente para
las frambuesas cosechadas mecanicamente en esta region, ya que el 80% de las
frambuesas que se cultivan en el noroeste de Washington se realiza de manera
mecanica, atribuyéndole a malas practicas durante la cosecha ya que los
recolectores dafan la fruta que se queda en las plantas durante la cosecha, creando
una ruta externa para que Botrytis cinerea se propague desde las partes florales

infectadas hasta la frambuesa dafiada (Kozhar y Peever, 2018).

Los dafios fisicos son un factor de deterioro importante, a consecuencia de que los
frutos que presentan dafios fisicos son mas susceptibles al ataque de Botrytis
cinerea (Terrones-Salgado et al., 2019). Un mecanismo de infeccion que tiene una
relevancia alta son las heridas, estas facilitan la entrada del hongo y una vez dentro
utilizan mecanismos como la formacién de apresorios, produccion de fitotoxinas y
secrecion de enzimas que hidrolizan la pared celular (Zhang et al., 2016). Estudios
de Ciliberti et al., (2015) contribuyen a la afirmacion que las heridas en los frutos
aumenta la incidencia de moho gris, su estudio se basoé en frutos de uva, donde la
incidencia del hongo de Botrytis fue de 1.5 a 5 veces mayor, comparada con uvas

totalmente sanas y en condiciones 6ptimas de almacenamiento.

Las condiciones ambientales como la humedad y temperatura juegan un papel en
el desarrollo del moho gris, cuando las temporadas son secas, la temperatura del
aire puede convertirse en el factor limitante para que B. cinerea infecte y desarrolle
en los frutos de frambuesa (Kozhar y Peever, 2018). Los factores ambientales y
practicas en el cultivo influyen en el desarrollo de la enfermedad y es por ello que,

se busca una estrategia eficiente para su control.
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El efecto de la luz es un parametro importante para B. cinerea, dado que es una
cepa sensible a la luz la cual detecta activamente las condiciones de luz para ajustar
su desarrollo y patogenicidad (Zhang et al., 2016). La luz es una sefial de desarrollo
esencial para Botrytis cinerea debido que desencadena exclusivamente la
formacion de conidios, mientras que la oscuridad constante inicia Unicamente la

formacion de esclerocios (Fillinger y Elad, 2016).

2.4.5 Procedimientos de control
Botrytis cinerea es un hongo dificil de controlar y erradicar debido a la gran variedad
de mecanismos de infeccion, sustratos, estructuras de sobrevivencia (micelios y/o
conidios) y su prolongada prevalencia como esclerocios en los desechos del cultivo.
Es fundamental la comprension detallada de la interaccion hospedante-patdégeno,
asi como el microambiente 6ptimo para el desarrollo del hongo para que las

medidas de control sean exitosas (Williamson et al., 2007).

Hoy en dia la resistencia de los hongos a los fungicidas es un tema cada vez mas
preocupante (Leroch et al., 2011). Hahn (2014) report6 que Botrytis tiene una
adaptacion a los tratamientos con fungicidas mediante mutaciones que provocan

una resistencia al control quimico.

Ellis et al., (2008) informaron que la restriccion de las aplicaciones de fungicidas
para el control de las pudriciones en el periodo de floracién de la frambuesa,
presentdé mayor incidencia de la enfermedad en comparacién con un programa de
aspersion en el que se aplicaron fungicidas durante toda la temporada o solo antes

de la cosecha.

En sus evaluaciones de patogenicidad de aislados de Botrytis cinerea, Terrones-
Salgado et al.,, (2019) sefalaron que aquellos aislados que mostraron mayor
agresividad en el desarrollo de la enfermedad correspondian a muestras
procedentes de zonas de cultivo donde la aplicacion de fungicidas era mas intensa
por lo que sugieren que la agresividad mayor puede deberse a una seleccion de

cepas por los mismos fungicidas. Esto explicaria por qué en las practicas de control
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de la enfermedad se tiende a realizar mayores aplicaciones del compuesto y
mayores concentraciones del compuesto activo. Existe una gran necesidad de
mejorar las estrategias de manejo de la pudricion por Botrytis basados en la
interaccion patdgeno-huésped y con ello, disminuir la aplicacion de fungicidas.

2.4.5.1 Control quimico
Como consecuencia del uso desmedido de fungicidas, se han disefiado programas
de aspersion mixta, donde en cada aspersion se utiliza un grupo de fungicidas
diferente, esto para reducir el riesgo de que el microrganismo genere resistencia a
estos productos, asi como mantener su uso por debajo del nivel maximo permitido
para cada ingrediente activo. El uso extendido y excesivo de fungicidas con
ingrediente activo de carbamato de metilbencimidazol (MBC) inicié hace tres
décadas, lo cual ha aumentado la resistencia en Botrytis cinerea (Williamson et al.,
2007). Los compuestos que han generado una alta resistencia en este hongo son
los Benzimidazoles y Fenilpirroles (Leroux et al., 2002), se debe tener una
disminucién de su uso, asi mismo, la rotacion de fungicidas entre diferentes clases

de compuestos y su limitacion a uno por temporada para disminuir la resistencia.

El uso excesivo de fertilizantes nitrogenados estimula el rapido crecimiento
vegetativo y aumenta también el riesgo de moho gris y otras enfermedades
(Williamson et al., 2007). Por el uso inadecuado de productos quimicos, le lleva a la
implementacion de estrategias potenciales con bacterias endofitas, demostrando

ser agentes eficaces para el control de enfermedades.

2.4.5.2 Control biolégico del agente patdgeno
Diferentes microorganismos endofiticos brindan una oportunidad para reducir o
eliminar el control con agroquimicos y tienen una eficiencia de controlar
biologicamente patdégenos durante las etapas pre y poscosecha de los frutos
(Morales-Cedefio et al., 2020).

Estudios realizados por Chowdhury y Bae (2018) identificaron cepas de bacterias

endofitas para combatir enfermedades en la etapa de produccion de frutas, la
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bacteria Burkholderia stabilis presenta actividad inhibidora del patdgeno Botrytis

cinerea.

Otra de las técnicas potenciales es el uso de extractos de plantas, actualmente se
sabe que estos inhiben el crecimiento y desarrollo de hongos debido a la presencia
de compuestos antimicrobianos (Pane et al., 2011). El extracto de lavanda, hinojo,
tomillo, poleo, salvia y especialmente neem inducen el mecanismo de resistencia

del moho gris en frutos heridos y aparentemente sanos (Gholamnezhad, 2019).

Las bacterias benéficas han mostrado previamente potencial como agentes de
control biolégico en el manejo del moho gris (Yildiz et al., 2007). Se tienen estudios
de investigaciones sobre el biocontrol del moho gris en cultivos floricolas, se
identificd una cepa de Pseudomonas fluorescens la cual reduce la incidencia de
moho gris. El efecto de P. fluorescens se prob6 en flores de petunia, la incidencia

de la enfermedad se redujo en un 77% (Gould et al., 1996).

2.4.5.3 Control de patdgenos a través de practicas de manejo del
cultivo

Los factores que también influyen en el desarrollo del moho gris son las buenas
practicas en el manejo del cultivo, las cuales contribuyen a reducir el riesgo de
infeccion de Botrytis. Mantener una ventilacibn apropiada en el cultivo para
proporcionar un movimiento de aire adecuado y una buena recepcion de luz, ayuda
a reducir las gotas de agua producidas por la lluvia y el exceso de riego, con esto
se evita el exceso de humedad, reduciendo la generacién de conidios, germinacion

y penetracion del hongo al hospedador (Gubler et al., 1987).

Algunos de los problemas de pudriciones en frutillas causadas por las lluvias
durante el periodo de floracién se han combatido mediante tuneles de plastico que
actuan como una barrera de control de humedad para la planta, con esta técnica se
han observado reducciones de enfermedades en un 90% de los frutos de fresa en
comparacion al cultivo convencional, sin embargo, es importante fomentar una
ventilacion adecuada para evitar el exceso de humedad (Xiao et al., 2001). Estudios

realizados por West et al., (2000) reportaron que las modificaciones espectrales de
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la luz del dia mediante filtros UV cercanos incorporados en cubiertas plasticas ha
sido util para reducir la conidiacion y la infeccién del moho gris en un 26 % en frutos
de fresa, una nueva tecnologia que puede ser un componente valioso para la

gestién integrada del moho gris en los cultivos protegidos.

Otra técnica para el control del moho gris es por medio de tuéneles de plastico
propuestas por Dik y Wubben, (2004) donde calientan ligeramente el tinel antes del
amanecer para elevar la temperatura de la planta por encima de la temperatura
ambiente, reduciendo la formacion de rocio en las hojas y evitar una humedad

excesiva en la planta, que propicie el desarrollo del moho gris.

En un manejo integrado del cultivo de fresa propuesto por Berrie et al., (2002)
sugiere las siguientes practicas que ayudan a reducir la infeccidn por Botrytis en las

plantas:

e Reducir los residuos de plaguicidas mediante un tratamiento quimico minimo,

alternando grupos quimicos para reducir la resistencia.

e Aplicacion de agentes de control biolégico apropiados para el régimen de

temperatura y humedad.

e Eliminacion escrupulosa de material de cultivo muerto para eliminar el inéculo

entre plantas.

e Poda efectiva y buen control de malezas para crear un dosel abierto y
ventilado.

e Manejo de plagas de insectos que hieren la planta y actian como vectores.

2.4.6 Control poscosecha
Tener un manejo adecuado de los frutos en la etapa poscosecha, ayuda a mantener
la calidad obtenida en la etapa de produccién, la principal forma para disminuir los

riesgos de deterioro es mantener una correcta cadena de frio. Si la temperatura
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durante el envio esta estrictamente controlada, el dafio causado por el moho gris se

puede reducir sustancialmente (Williamson et al., 2007).

2.4.6.1 Control bioldgico durante el manejo poscosecha
El deterioro de frutas por patdégenos, especialmente hongos, es el principal
responsable de pérdidas significativas durante el almacenamiento del fruto para
después ser llevado a las cadenas de comercializacion. El control con las bacterias
Aureobasidium pullulans, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis y Lactobacillus plantarumpresenta en frutos de fresa tienen una disminucién

de descomposicion del 10 al 100 %, contra Botrytis cinerea (Chen et al.,2020, 2019).

2.4.6.2 Envases recubiertos con sorbato de potasio.
Una alternativa para de control del hongo de Botrytis en el almacenamiento, es el
recubrimiento de empaques con sorbato de potasio, esta técnica fue propuesta por
Jungueira-Goncalves et al., (2016), con esta técnica se reduce el crecimiento del
hongo en zarzamoras, lo cual es una alternativa que puede ayudar para combatir

esta enfermedad.

2.4.6.3 Atmosferas modificadas activas
Las atmosferas controladas son una técnica complementaria al almacenamiento en
frio, donde se utilizan presiones parciales bajas de O:y altas de CO: alrededor del
fruto, con el objetivo de reducir su metabolismo y la proliferacion de
microorganismos patdégenos (Brackmann et al., 2012). Las presiones parciales
bajas de O2 y altas de COz2 son cruciales para reducir la frecuencia respiratoria. Las
bajas concentraciones de O:2 inhibe la citocromo-C oxidasa en la cadena de
transporte de electrones (Gupta et al., 2009) y el CO2 elevado reduce la enzima
isocitrato deshidrogenasa en el ciclo del acido tricarboxilico (Liu et al., 2004), lo que
lleva a una reduccién drastica del metabolismo durante el almacenamiento. Es por
ello que el almacenamiento refrigerado asociado con la atmosfera modificada activa

puede extender la vida poscosecha de las zarzamoras (Brackmann et al., 2016).
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Estudios realizados por Concha et al,, (2015), observaron una mayor vida de
anaquel en frutos de arandano, a una concentracion del 15 % de CO:2 en el
almacenamiento con atmdsferas modificadas activas, los ardndanos tienen menor
pérdida de peso y una mayor firmeza ; alta concentracion de CO2 puede reducir
potencialmente no solo la tasa de respiracion sino también la sensibilidad y
produccion de etileno, la oxidacion, la descomposicion de la fruta y la disminucién

de la presencia de hongos (Fonseca et al., 2002).

Concentracion del 10% de CO:2 en tratamientos de atmoésferas modificadas activas
en frutos de fresa, reduce la incidencia de Botrytis en los frutos (Franco-Gaytan et
al., 2017). Cuando se aplican concentraciones del 15 % de CO:2 en el
almacenamiento se ve favorecido el contenido de vitamina C en los frutos de fresas
(Garcia et al., 2017).

También se tienen estudios del almacenamiento de frutos de fresa a altas
concentraciones de Oz y CO2 (80 kPa O2 + 20 kPa CO2 y 90 kPa O2 + 10 kPa CO2)
estas inhiben eficazmente el crecimiento microbiano y mejoran la firmeza de la fresa
en comparacion con el almacenamiento de la fruta en el aire y en 5 kPa O2 + 20 kPa
CO2 Pérez y Sanz, 2001). Almacenar el fruto de fresa a concentracion de 90 kPa
O2 + 10 kPa CO2 mantiene la calidad de la fruta durante 20 dias (Van de Velde et
al., 2019 a,b).

Estudios realizados por Van de Velde y et al., (2020), mostraron el efecto de
atmésferas modificadas activas en el almacenamiento de frutos de zarzamora con
altas concentraciones de Oz y CO2 (90 kPa Oz + 10 kPa CO32) controla mejor el
crecimiento de microorganismos, sin embargo, la atmésfera a esa concentracion
tiene efectos negativos en la estabilidad de compuestos fendlicos, disminuyendo su
concentracion y afectando el color del fruto a los 18 dias de almacenamiento.
Brackmann et al., (2016), recomiendan que la mejor condicién atmosférica para el
almacenamiento de zarzamoras de la variedad “Tupy” es de 5 kPa Oz con 15 kPa

COg, donde los parametros de calidad no son afectados.

27


http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0925521419310981#bib0090
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0925521419310981#bib0115
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0925521419310981#bib0115
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0925521419310981#bib0120

De acuerdo con los antecedentes citados, hasta el momento no hay literatura que
mencione la efectividad de tratamientos poscosecha de atmdsferas modificadas
activas en zarzamoras donde evallen la inactivacion de Botrytis cinerea en frutos
de zarzamora, sin afectar las caracteristicas de calidad del fruto, por ello el presente
trabajo evaluara esta tecnologia para determinar la reduccion o inactivacion del

principal deteriorador (Botrytis cinerea) de la zarzamora.

2.4.6.4 Campos de pulsos eléctricos
Los campos eléctricos pulsados conforman una tecnologia no térmica, se ha
utilizado ampliamente para la inactivacion de microorganismos patdégenos y
aumentar la vida de los alimentos liquidos y productos frescos sin afectar en gran
medida sus propiedades nutricionales y sensoriales (Aguil6-Aguayo et al., 2010). El
procesamiento de campo eléctrico pulsado implica la aplicacion de intensos campos

eléctricos de 10 - 80 kV/cm por un corto periodo de tiempo (Chen et al., 2009).

Los tratamientos con campos eléctricos pulsados se utilizan para inactivar
microorganismos patdgenos transmitidos por los alimentos, como E. coli O157: H7,
Salmonela spp. y L. monocytogenes, asi como bacterias de deterioro, mohos y
levaduras (Jin et al., 2009; Gurtler et al., 2010; Reina et al., 1998). Estos
tratamientos han demostrado el potencial de mantener la calidad fisico-quimica de
los productos alimenticios liquidos, sin afectar sustancialmente las propiedades
sensoriales y la composicién de compuestos relacionados con la salud (Guo et al.,
2014). La mayoria de estos estudios se han centrado en alimentos liquidos, como
jugos y bebidas. Existe un interés creciente en el pretratamiento con campos
eléctricos pulsados para productos agricolas frescos (Angersbach et al., 2000;
Lebovka et al ., 2004).

Estudios realizados por Jin et al., (2017) demuestran que los frutos de arandano
tratados con el pretratamiento de campos eléctricos pulsados en combinacion con
una solucion desinfectante, permite potencialmente una descontaminacion eficaz
de los ardndanos, asi como de otras frutas pequenfias, la capacidad que tiene este

tratamiento, es utilizado como un proceso de desinfeccion poscosecha, este estudio
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demostré una reduccion logaritmica de E.coli, Listeria y micoorganismos nativos.
Ademas, este tratamiento presenta factores favorables como preservar el aspecto
visual de los arandanos, como el color, aumento de antocianinas y los compuestos
fenolicos entre 10 y 25% respectivamente, y mejorar sus propiedades nutricionales.
Es por ello que se sugiere la innovacion de los campos eléctricos pulsados para

varias frutas frescas.

De acuerdo con los antecedentes anteriormente citados, hasta el momento no hay
informacion disponible para la inactivacion de Botrytis cinerea en frutas de

zarzamora enteras en los cuales se utilize esta tecnologia

2.4.6.5 Usos del Metil jasmonato como elemento sefializador para la
respuesta a patdgenos

El metil jasmonato (MeJA) es una fitohormona de la familia del &cido jasmonico (JA)
el cual juega un papel importante en el mecanismo de defensa de la planta, asi
como durante el crecimiento y el desarrollo de esta. El MeJA induce estrés oxidativo
y acumulacién de metabolitos secundarios en las células vegetales, asi mismo se
ha descrito como molécula de sefializacién en las respuestas al estrés de las
plantas, tanto de tipo bidtico y abidtico, incluyendo heridas, patdgenos/insectos y
dafos por sequia o frio (Wang et al., 2021). Se tienen estudios donde reportan que
le MeJA mejora la resistencia a enfermedades en varias frutas durante el

almacenamiento poscosecha (Wang et al., 2015).

Los estudios realizados por estos autores (Wang et al, en el 2015) informaron que
la aplicacion de 100 umol/L de MeJA en precosecha en frutos de uva mostré una
reduccion de la incidencia de Botrytis cinerea y esto podria deberse a una mayor
expresion del gen VVNPR relacionado con la defensa, acumulacion de fitoalexinas
de estilbeno y mayor generacion de especies reacyivas de oxigeno como el

peroxido de hidrogeno (H20y2).

Saavedra et al., (2017) reportan gque la aplicacion de metil jasmonato en precosecha

induce la resistencia de la fresa contra Botrytis cinerea esto se puede atribuir a su
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capacidad para retrasar la maduracion y senescencia del fruto, asi como activar

genes de defensa y aumentar las actividades de las enzimas de defensa.

Estudios realizados por Wang et al., en el 2020 en frutos de ardndano , reportan
que la aplicaciéon de MeJA induce el aumento de 6xido nitrico (NO) y peroxido de
hidrégeno (H202) provocando una resistencia contra infecciones provocadas por
Botrytis cinerea, a su vez promueve las actividades de las enzimas relacionadas
con la defensa al estrés oxidativo como la superdxido dismutasa, catalasa,

ascorbato peroxidasa, quitinasa y p 1,3-glucanasa.

Los estudios de aplicacion de MeJA en zarzamora durante su manejo poscosecha,
son nulos; por lo que este trabajo plantea los primeros trabajos de su uso como un

elemento para el control de este patdgeno

2.4.6.6 Pulsos de luz
Los pulsos de luz son una tecnologia innovadora que implica pulsos de corta
duracion (1 ys - 0,1 s) de alta potencia con un amplio espectro de emision que va
desde UV hasta infrarrojo cercano de 200 - 1100 nm (Oms-Oliu, et al., 2010). Esta
tecnologia se utiliza en la etapa poscosecha para desinfectar las superficies de
frutas y verduras actuando sobre las células de los microorganismos rompiendo y
alterando sus secuencias de ADN, inhibiendo asi la capacidad reproductiva del

patdgeno (Garvey et al., 2014).

Los pulsos de luz se han considerado como una nueva tendencia en la industria de
las frutas para evitar o reducir el uso de fungicidas quimicos (Rodov et al., 2012).
Bernal et al., (2019), demostraron los efectos de los pulsos de luz en la reduccion
de la capacidad del hongo de Botrytis cinerea para la formacion de colonias en frutos
de fresa, los frutos expuestos a 10 s presentaron una disminucion de los recuentos
de colonias en 2.0 ciclos logaritmicos y después de 40 s de tratamiento, el nimero
de colonias se redujo en 3.5 ciclos logaritmicos. Los frutos que se exponen a pulsos
de luz de 10 s 0 20 s presentan un retraso de 2 dias en el inicio de la infeccion por
Botrytis cinerea.
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Esta tecnologia ha tenido grandes atribuciones para la industria de productos
frescos; principalmente para las fresas, debido a que son frutos que no les puede
dar un tratamiento de lavado para la desinfeccién, ya que la presencia de humedad
estimularia el crecimiento de moho y disminuiria su vida util (Civello et al., 1997).
Estudios realizados por Cao et al., en 2019, en frutos de fresa evaluaron tres
diferentes tratamientos de pulsos de luz: 3 J/cm? por 10s, 5 J/cm? por 165 sy 3
Jlcm? por 20 s, los tres tratamientos muestran una incidencia menor de Salmonella,
retrasan el desarrollo visual de mohos; los factores de calidad de la fresa, asi como
el contenido de antocianinas, contenido fendlico total, no son afectados por los

tratamientos de pulsos de luz.

Hasta el momento no se tiene una estrategia de control para la pudricion del fruto
de zarzamora ocasionada por el hongo Botrytis cinerea, la diversidad de
mecanismos de infeccibn hacen que las estrategias de control sean menos
eficientes, el control quimico es una de las técnicas mas utilizadas y ha provocado
una resistencia del hongo a los fungicidas y por ende el microrganismo tiene una
mayor agresividad en el ataque del cultivo, esto conlleva a buscar alternativas de
control que reduzcan el ataque por Botrytis cinerea y minimizar la resistencia. Es
importante considerar la interaccién que tiene el patégeno con el hospedador, para
tener la técnica eficiente de acuerdo al érgano de infeccion.

También es importante considerar que el consumo de estas frutas es en estado
fresco y que durante su empaque no se aplican procesos de desinfecciéon
encaminados a reducir el riesgo de contaminacién por patdégenos de interés humano
(Li y Wu, 2013) y por tanto tampoco lo hay para el control de bacterias

deterioradoras del propio fruto.

De acuerdo con los anteriores antecedentes es claro que la incidencia de Botrytis
cinerea es un factor critico que sigue ocasionando perdidas poscosecha de
zarzamora, aunque se realizan aplicaciones de fungicidas en campo estos
tratamientos generan resistencia y no han resuelto el problema. Por ello el objetivo

del presente trabajo de tesis fue evaluar la eficacia de diferentes procedimientos
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de control alternativos como la aplicacion de atmosferas modificadas activas (15 %
CO2 + aire); la aspersion de diferentes concentraciones de metil jasmonato y la
aplicacion de campos eléctricos pulsados aplicados en poscosecha para reducir la
incidencia del hongo Botrytis cinerea y mantener la calidad del fruto.

3. JUSTIFICACION

México es el principal productor y exportador de zarzamora a nivel mundial. La
pudricion del fruto de zarzamora es una de las principales causas que deteriora la
calidad del fruto, generando su rechazo en los mercados internacionales de
comercializacion. Se ha reportado que la pudricion es causada por Botrytis cinerea,
este deteriorador tiene una variabilidad de mecanismos de infeccion, por ende, el

control no es completamente efectivo.

Los estudios de procedimientos tecnolégicos que presenten una inhibicion de
Botrytis cinerea son escasos; por ello el presente trabajo de tesis se enfocara en
evaluar e identificar procedimientos tecnologicos que permitan el control de Botrytis
cinerea en frutos de zarzamora. Con este estudio se pretende generar informacion
que permita a la industria de zarzamora establecer estrategias que permitan

disminuir o inhibir el problema de pudricion en frutos de zarzamora.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar alternativas tecnoldgicas para inhibir el crecimiento de Botrytis cinerea en

frutos de zarzamora en estado fresco.

4.2 Objetivos especificos
1. Evaluar la eficacia del almacenamiento en atmdésferas modificadas en el
desarrollo de Botrytis cinerea y su efecto en la calidad y vida de anaquel de

los frutos de zarzamora en estado fresco.

2. Evaluar la eficacia de la aplicacion de metil jasmonato en frutos de zarzamora
y su efecto en el desarrollo de Botrytis cinerea y vida de anaquel durante el

almacenamiento.

3. Evaluar la eficacia de los campos eléctricos pulsados en el desarrollo de
Botrytis cinerea y su efecto en la calidad del fruto de zarzamora durante el

almacenamiento.
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5. METODOLOGIA

5.1 Origen de las muestras

Para los tratamientos poscosecha, muestras de zarzamora de la variedad “Sultana”
fueron proporcionadas por una empresa exportadora ubicada en Zamora
Michoacéan. Los frutos fueron recolectados en madurez comercial, mostrando una
coloracién negro brillante (dngulo Hue: 320°, °Brix: 13.8, acidez titulable:1.0 %),
colocados en clamshells de 6 onzas y empacados en cajas de cartdn; las cajas
completas fueron presnfriados a 1 °C, se transportaron protegiendo las cajas con
paquetes de hielo al Laboratorio de Fisiologia y Bioguimica Poscosecha de Frutas
y Hortalizas de la Universidad autbnoma de Querétaro (UAQ). En el laboratorio los
frutos fueron, almacenados a 1 °C durante 24 h antes de la aplicacion de los

tratamientos.

5.2. Tratamiento de Atmdésferas modificadas (AM)

5.2.1 Estrategia experimental

Los frutos se dividieron en tres grupos (36 clamshell): control negativo (fruta de
campo sin desinfectar ni inocular), control positivo (frutas desinfectadas e
inoculadas), tratamiento de AM activa introduciendo una mezcla de 15 % de CO2 +

aire (Figura 12).

34



:--C-o;tTo-IT-.i 1 Control + : Tratamiento de AM
T R }
0d 4d 8d 12d 0 4 8 12d 0od 4d 8d 12d
‘.:.:?. ....:ﬁ' ‘.'..?. .“..'; ‘ ';‘ .:::?. ) ._:.‘?.. ;‘ .:::i?' ) ;..:.:... .-::;?. » '*‘.:::?. ¢ ';.'-? L“_:::?. )
.‘..:?‘ ".'::r 4 _::'z;.. ,‘..._;?_.‘ S .q..::?‘?. ‘..-:‘ : ,“...e;. ...."_ ‘.'.‘;f,f.‘ .-:::‘_ ‘ .:;, 0_{5}-
I | I
: 3 repeticiones :
o o o o o e e e - ol

Andlisis de presencia de Botrytis cinerea y pardmetros de
calidad

Figura 12. Estrategia experimental para la aplicacion de atmosferas modificadas
activas. Control negativo (frutas de campo sin desinfectar ni inocular), Control
positivo (frutos desinfectados e inoculados), tratamiento de AM (15% CO2). Todos
los tratamientos fueron almacenados por 0, 4, 8y 12 dias a 10 °C.

5.2.2 Tratamiento de atmdsferas modificadas activas

Los clamshell de 6 oz fueron colocados individualmente en bolsas de polietileno de
20 x 30 cm (Foodsaver, Oster), se empacaron al vacio en una empacadora de
sobremesa (RMT VP-580 AA), se les inyectd una mezcla certificada de gas de 15
% de CO:2 balance aire y se almacenaron por 0, 4, 8y 12 dias a 10 °C (Brackmann

et al., 2016 ).

Para confirmar que el tratamiento no afecta los parametros de calidad, se midieron
las variables reversion de color, porcentaje de marchitez, color firmeza, acidez
titulable, pH y solidos solubles totales a los dias 0, 4, 8 y 12 de almacenamiento de

los tratamientos.
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5.3 Aplicacion de Metil jasmonato (MeJA)

La aspersion de soluciones de MeJA se llevé a cabo bajo la metodologia sugerida
por Saavedra, et al; (2017), con ligeras modificaciones. Se elaboraron dos
soluciones de MeJA de 50 umol/L y 100 pymol/L utilizando 0,05% (v/v) de Tween-20
como agente surfactante en ambas soluciones. Para el grupo control se utilizé agua
destilada con 0,05% (v/v) de Tween-20. La aplicacién de las diferentes soluciones

de MeJA y control se llevo a cabo por aspersion en los frutos.

5.3.1 Estrategia experimental

Los frutos de zarzamora (36 clamshell) se dividieron en tres tratamientos. El
tratamiento 1 fue el grupo control (frutos asperjados con agua destilada sin
desinfectar y sin inoculacién), tratamiento 2 (frutos asperjados con MeJA 50 pmol,
desinfectados e inoculados) y tratamiento 3 (frutos asperjados con MeJA, 100 pmol,

desinfectados e inoculados) (Figura 13).
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Figura 13. Estrategia experimental para la aplicacion de MeJA . Control (frutas sin
la aplicacion de MeJA), Tratamiento 1 o control (frutos asperjados con agua
destilada, desinfectados e inoculados). Tratamiento 2 (frutos asperjados con MeJA
50 umol, desinfectados e inoculados), Tratamiento 3 (frutos de flores asperjadas
con MeJA 100 pumol, desinfectados e inoculados). Almacenados por 0, 4 y 8 dias a
10°C.

Para confirmar que el tratamiento no afecta los parametros de calidad, se midieron
las variables reversion de color, porcentaje de marchitez, color firmeza, acidez
titulable, pH y solidos solubles totales a los dias 0, 4 y 8 de almacenamiento de los

tratamientos.
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5.4 Inoculacién de Botrytis cinerea en frutos de zarzamora

Las zarzamoras se lavaron con agua destilada, se desinfectaron con solucién de
hipoclorito de sodio al 2% durante 3 min; seguidos de dos lavados con agua

destilada estéril y se eliminé el exceso de agua (Terrones-Salgado et al., 2019).

La inoculacion se realiz6 colocando un alicuota de 20 yL de una suspension de
esporas de 1 x 10° esporas/mL de Botrytis cinerea pre germinadas sobre cada fruta
(Saito et al., 2016; Zhou et al., 2014; Thole et al., 2020).

5.5 Evaluacion de la incidencia de Botrytis cinerea (IBc)

La evaluacion de la incidencia de Botrytis cinerea se realiz6 de manera visual,
contando en cada clamshell el nimero de frutos con presencia o desarrollo de
micelio gris. Los resultados se expresaron como porcentaje de frutos con presencia
de Botrytis cinerea siguiendo los criterios sugeridos en la bibliografia (Terrones —
Salgado et al, 2019; Hernandez-Martinez, 2019).

numero de frutos con micelo gris
IBc = x 100
total de frutos en la muestra

5.6 Incidencia de reversién de color (IRC)

La incidencia de reversion de color se evalu6 de forma visual, considerando un fruto
revertido aquel que tuviera mas de cinco drupeolas revertidas (completamente
rojas) del mismo fruto. Los resultados se expresaron como porcentaje de frutos con

reversion de color, a partir de la siguiente féormula (Lawrence et al., 2018).

numero de frutos con reversion de color
IRC = x 100
total de frutos en la muestra
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5.7 Porcentaje de marchitez (IMCh)
El porcentaje de marchitez se evalu6 de manera visual, considerando como fruto
marchito aquel que presentd 5 drupeolas marchitas dentro del mismo fruto. Las
mediciones se realizaron de manera visual y se reporté como porcentaje de frutos

marchitos.

numero de frutos marchitos
IMCh = x 100
total de frutos en la muestra

5.8 Color

Los valores de color CIEL*a*b* se midieron en tres diferentes puntos de la zona
ecuatorial de cada fruto usando un espectrofotdmetro CM-600D, con los valores de
a* y b* se estimaron los valores para el angulo de matiz y cromaticidad que da la
intensidad del color (Konica Minolta, Japon) utilizando un iluminante D65 y un

angulo de observacion de 10° (Van de Velde et al., 2020).

5.9 Firmeza

La firmeza se determind utilizando la metodologia propuesta y estandarizada por el
grupo de trabajo del Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de Frutas
y Hortalizas. En este método se utilizé un analizador de textura (Brookfield CT3 25K)
con una sonda metalica de 36 mm de diametro, la cual comprimié el 20% del
diametro maximo de la zarzamora sobre su eje ecuatorial a una velocidad de 2.0
mm/seg, una carga de activacion de 0.06 N y tiempo de espera de 1 segundo. Los
resultados fueron expresados como la fuerza necesaria (N) para comprimir el 20%

del didmetro méaximo del fruto.

5.10 Acidez titulable

La acidez titulable se determin6é empleando la metodologia descrita en la AOAC

(1990) con ciertas modificaciones. Se prepara un extracto acuso, se homogenizé
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3.5 g de drupeolas y 35 mL de agua destilada utilizando un Ultra Turrax (T-25, IKA,
Alemania) a 10,000 rpm y, se centrifugd (20.980 xg min-?1) durante 15 minutos a 4
°C; el sobrenadante se filtr6 con manta cielo. Del extracto acuoso se tomé una
alicuota de 1 mL y se diluyé en 9 mL de agua destilada y se titul6 con NaOH 0.1 N

hasta alcanzar un pH de 8.2 £ 0.2.

La acidez titulable se expresé como porcentaje de acido malico en 100 g de muestra

utilizando la siguiente formula:

Volumen NaOH * N(NaOH) = Vol.aforado * meq acido malico * 100
peso de la muestra

% de acidez =

5.11 pHy Solidos solubles totales (°Brix)

En el extracto acuoso, se midio el pH usando un potenciometro (HI 2213 pH/ORP
meter, HANNA instruments) y se determiné el contenido de sélidos solubles totales
(°Brix) utilizando un refractémetro digital (A. Kriiss Optronic GmbH). El resultado se

expresd como porcentaje de solidos solubles totales (SST).

5.12 Extraccién de compuestos fendlicos y antocianinas.

Se prepar6 un extracto metandlico.

Se mezclaron 2,0 g de drupelas y 25 mL de una solucién de disolvente solucion de
disolvente [metanol, aguay acido férmico (80:19,9:0,1)]; la muestra se homogeneizo
a 10,000 rpm utilizando un Ultra Turrax (T-25, IKA, Alemania) y se centrifug6 (20.980

x g min- 1) durante 15 minutos a 4 -C; el sobrenadante se filtré con manta cielo.

5.13 Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se cuantific6 empleando la
metodologia descrita por Singleton y Rossi (1965). El extracto metandlico se diluyo

con el solvente de extraccion (metanol) en una relacion 1:8; se colocaron 7 uL del
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extracto diluido en cada pozo de la microplaca y se llevé a un volumen de 50 uL con
agua destilada; se adiciono6 25 L de reactivo de Folin Ciocalteu (1N), y la reaccién
se mantuvo en reposo por 5 minutos en la oscuridad. Posteriormente se afiadieron
125 L de solucion de carbonato de sodio Na2COs al 20% p/v (este se prepard con
agua grado HPLC) y se dejo reposar por 30 minutos protegiéndolos de la luz.
Después se midié la absorbancia a 765 nm en un lector de microplacas (MarkTM
Microplate Reader, BIO-RAD). Los calculos se realizaron mediante el uso de una
curva de calibracion de acido gélico (10 - 35 mg de concentracion). Los resultados

se expresaron como mg equivalentes de acido galico/100 g peso fresco.

5.14 Perfil de compuestos fendlicos por HPLC

El perfil de compuestos fendlicos de las muestras procedentes de los diferentes
tratamientos, se realizo utilizando un sistema cromatografico HPLC utilizando un
equipo de Waters (Waters,USA), compuesto por una bomba cuaternaria Alliance
2695 y un detector PDA 2998. El control del sistema HPLC, la adquisicién de datos
y el procesamiento se realizaron mediante el software Empower3 (Waters, EE.UU.).
Las separaciones cromatograficas se realizaron a través de una columna symmetry
C-18 (5 um, 150 mm x 4.6 mm), operada a 35 °C. El volumen de inyeccién del
extracto fue de 30 puL de muestra que eluyeron con la fase moévil a una velocidad de
flujo de 1 mL/min. La eluciéon de compuestos se realiz6 empleando un gradiente de
concentracion de dos fases: 0.2% de acido formico en agua (A) y acetonitrilo 100%
grado HPLC (B), empleando un gradiente de polaridad (Cuadro 3). Los compuestos
fendlicos se detectaron a longitudes de onda de 280 y 320 nm, y se realizaron

lecturas por duplicado (Diaconeasa et al., 2014).
La identificacion presuntiva de compuestos fendlicos se realizé comparando el

tiempo de retencién de los picos con el tiempo de retencion de estandares puros y

corridos bajo las mismas condiciones cromatogréaficas y también por la comparacién
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de los espectros de absorcion UV de los estandares puros con aquellos espectros
de cada uno de los picos obtenidos de las muestras analizadas.

La cuantificacion se realiz6 a través de curvas de calibracion de acido galico (Anexo
1. Figura 35).

Cuadro 3. Gradiente de concentracion de la fase movil para la separacion e
identificacion de acidos fendlicos y flavonoides por HPLC. (A) agua destilada
acidulada con &cido férmico 0.2% y (B) acetonitrilo 100%

Tiempo (min) %A %B

0 90 10
8 85 15
15 80 20
20 75 25
30 70 30
35 60 40
40 50 50
45 20 80
50 10 90
55 85 15
60 90 10
65 90 10

5.15 Contenido de antocianinas

5.15.1 Contenido de antocianinas por HPLC

El perfil de antocianinas se determind con un sistema HPLC (Water Alliance 2695
with Water 2998 diode array detector). La separacion de los compuestos se realizo
con una columna symmetry C-18 (9100 x 4.6 mm), la cual se mantuvo a 35 °C. Para
la elucion de las antocianinas se utilizé agua/acido formico (99.9/0.01) (fase A) y
acetonitrilo al 100% (fase B) con un flujo de 0.5 mL min™*. El gradiente de polaridad
que se utilizé fue: 0 min, 5% B; 0-20 min, 20% B; 20-25 min, 40% B; 25-30 min, 5%
B. Treinta pL de la muestra se inyectaron por duplicado. La deteccion de las

antocianinas se realiz6é a 520 nm.
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5.15.2 Antocianinas monomeéricas

Las antocianinas monoméricas se determinaron utilizando el método de pH
diferencial descrito por Giusti y Wrolstad (2001). Se utiliz6 un ensayo
espectrofotométrico para cuantificar el contenido de antocianina monomérica. Se
diluyeron quinientos microlitros de extracto de antocianina en 2,0 mL de tampén de
cloruro de potasio (0,025 M, pH 1,0) o de tampdn de acetato de sodio acetato de
sodio (0,4 M, pH 4,5). Para cada solucién, se registré un espectro de absorcion
(Lambda 365, Perkin Elmer, Inc., USA), de 400 nm a 700 nm.

La concentracion de antocianinas se calcul6 con la siguiente ecuacion:
Antocianinas (mg ™) = (A * PM * FD = 100) /(e x 1)

Dénde: A es la absorbancia maxima obtenida a 700 nm: (Amax-A700 nm) pH 1-
(Amax-A700 nm) pH 4.5; PM el peso molecular para cianidina (449.2 g mol!) FD
fue el factor de dilucion, € fue el coeficiente de extincion molar (26900 g mol-icm?)

y 1 es la longitud de la trayectoria de la celda (1 cm).

5.16 Tratamiento de campos eléctricos pulsados (CEP)

5.16.1 Estrategia experimental

En el equipo utilizado no fue posible someter clamshells completos. Por ello todo el
conjunto de frutos se dividioé en seis subgrupos; un control (frutos sin tratamiento) y

cinco subgrupos con diferentes condiciones de operacién del equipo (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Condiciones de operacion del equipo de campos eléctricos pulsados para
cada uno de los cinco tratamientos (T1-T5).

Control T1 T2 T3 T4 T5
Voltaje (V) 0 10,000 7,500 5,000 10,000 10,000
Anchura (us) 0 5 5 5 5 20
Frecuencia Hz 0 100 100 100 100 100
N° de pulsos 0 100 100 100 100 100
Distancia de 0 2.5 2.5 2.5 10 10
electrodos (cm)
N° de frutos 0 5 5 5 25 25
Tiempo de 0 500 500 500 500 2,500
aplicacion de
pulsos (us)

5.16.2 Aplicacion de campos eléctricos pulsados

Para aplicar el tratamiento de campos eléctricos pulsados se utiliz6 un equipo

EPULSUS-LPM1A-10. EI generador proporcion6d pulsos eléctricos en forma

rectangular con una fuerza de pulso que variaron de 5,000 a 10,000 Vcm-, un rango

de sintonizacién de ancho de pulso de 5 - 200 ys y un numero de pulsos de 100.

Los frutos se colocaron en la cAmara paralela de dos electrodos (Wu et al., 2020),

se les aplico el tratamiento de CEP, posteriormente los frutos fueron retirados del

equipo eliminando el exceso de agua. Se colocaron nuevamente en los clamshells

y se almacenaron dos dias a 21 °C.
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5.17 Disefio experimental

Se realiz6 un disefio completamente al azar con 3 réplicas con mediciones repetidas
en el tiempo para cada tratamiento. Para el experimento para evaluar el efecto del
MeJA se coloco un control y dos tratamientos, cada uno con tres repeticiones para
cada dia de evolucion de variables a medir , dando un total de 36 unidades
experimentales. En el experimento de AM se tuvieron dos controles ( positivo y
negativo) y un tratamiento, con tres repeticiones para cada dia de medicines de
variables evaluadas , dando un total de 36 unidades experimentales. Para el
experimento para avaluar el efecto de CEP, se coloc6 un control y 5 tratamientos
con tres repeticiones para cada dia de medicines de variables, dando un total de 36
unidades experimentales. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante
un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, en el cual tenia el factor tratamiento
y el factor dias de almacenamiento, asi como la respectiva interaccion. Cuando se
encontraron diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos, se realizé una
prueba post hoc Tukey HSD. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el
programa estadistico JMP.10.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio seran presentados y discutidos de
acuerdo a las tres estrategias analizadas y planteadas en la metodologia para el

control de la Botrytis cinerea en zarzamora cv ‘Sultana’

6.1 Experimento de atmosferas modificadas activas

6.1.1. Cambios en la composicion de la atmosfera modificada interna
durante el almacenamiento.

En la metodologia general se expresd que la aplicacion de las atmdsferas
modificadas activas se llevé a cabo colocando individualmente los clampshells de
cada tratamiento en una bolsa de plastico (Foodsaver, Oster); haciendo vacio e
inmediatamente inyectando la mezcla de 15 % de CO:2 + aire y finalmente
almacenando a 10 °C. De manera légica, la fruta en un ambiente cerrado consumié
carbohidratos y oxigeno y gener6 CO2 como producto de la respiracion. Por ello el
CO2 producido por la fruta incrementé de manera significativa el contenido de este

gas en cada uno de los empaques (Figura 14).
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Figura 14. Cambios en el contenido de CO2 en la atmdsfera interna de las bolsas
de plastico (Foodsaver, Oster) con AM activa (15 % CO2 + aire) conteniendo
clamshells de zarzamora ‘Sultana’ almacenados a 10 °C.

Después de 4 dias de almacenamiento a 10 °C, la concentraciéon de CO:z en los
empaques fue de 29.5 =+ 1.4 % el cual fue significativamente diferente a la
concentracion inicial (15 %) y a las concentraciones registradas en los dias 8 (43.4
+1.4)y 12 (47.8 £ 1.4). La acumulacion de este gas siguié un comportamiento
exponencial. Por ello los contenidos de CO:2 en los dias 8 y 12 no fueron
estadisticamente diferentes y la concentracién tendié a estacionarse dentro de
valores entre 45 a 55 %. Es muy probable que durante el almacenamiento y
después de 4 dias se dio un cambio de respiracion aerobia a respiracion anaerobia

con sus posibles efectos en la calidad de la fruta.

En base a estas observaciones, los resultados de la presente investigacion se
centraron en los efectos observados a los 4 dias de almacenamiento para evitar los

efectos de las altas concentraciones de CO2 observadas a los 8 y 12 dias.
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Este trabajo planted hacer la experimentacion a 10 °C para lograr observaciones
mas rapidas de los efectos de las AM activas en el desarrollo de B cinérea y en los

factores de calidad.

Lo anterior esta soportado por las observaciones de Soethe et al., (2019) quienes
sefalaron una tasa de respiracion de zarzamora ‘Tupy’ almacenada en AM pasiva
2.5 veces mayor a 10 °C respecto de la registrada a 0 °C. De igual forma Mitcham
et al (1998), también sefialan que la tasa de respiracion de zarzamora a 10 °C es
2.9 veces mayor que la registrada a 0 °C y que la temperatura Optima de

conservacion de esta fruta es de 0 °C.

De acuerdo con lo anterior, se consideré que el analisis de datos sobre los efectos
del tratamiento de AM en el control de B. cinerea y calidad de fruta deberian ser
aguellos registrados a los 4 dias de almacenamiento a 10 °C y tomando en cuenta
que la tasa metabdlicaa 0 °C es 2.5-2.9 veces menor (Mitcham et al., 1998 y Soethe
et al., 2019); se podria predecir un potencial de almacenamiento a 0 °C de 10-12

dias el cual es similar al potencial de almacenamiento comercial

6.1.2 Efecto de las atmdsferas modificadas en la incidencia de
Botrytis cinerea

La evaluacion del efecto de la atmosfera modificada en la incidencia de B. cinerea
en los frutos de zarzamora, se realiz6 mediante una inspeccion visual de los frutos
inoculados con el hongo y almacenados en atmosfera modificada (15 % de CO2 +
aire), y se compard con un control positivo (fruta desinfectada y almacenada en
condiciones atmosféricas normales: oxigeno 20,98% y CO2 0,04%); y un control
negativo (fruta de campo). Al inicio del almacenamiento, ningun tratamiento mostro
la presencia de B. cinerea; en el dia 4, los controles positivo y negativo mostraron
la presencia de micelio gris en el 33% y 26% de los frutos, respectivamente;
mientras que en los frutos del tratamiento de atmosferas modificadas no se observo
incidencia de B. cinérea (Figura 15). De acuerdo a lo sefialado en la seccion

anterior, este resultado sugiere que si esta atmosfera se utiliza bajo una temperatura
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de 0 °C, el control de este patdgeno debe mantenerse durante 10 -12 dias de
almacenamiento; aunque esto debe confirmarse posteriormente.
Después de 8 dias de almacenamiento, se observé una alta incidencia de B.
cinérea, (més del 90% de los frutos de los controles positivo y negativo) respecto a
los frutos del tratamiento de atmoésferas modificadas donde se observé una menor
incidencia del hongo (13 %). Este comportamiento se mantuvo hasta el dia 12, en
el cual, los controles mostraron elevada presencia de B. cinerea (91 y 100 %) a
diferencia de los frutos almacenados en atmosferas modificadas (19 %). No
obstante, estos resultados deben de ser considerados con cierto cuidado y no
necesariamente como efecto de la presencia de la AM ya que en este tratamiento
se tuvieron altas concentraciones de CO:2 y pudieron existir otros factores
metabdlicos (posibles fermentaciones) que pudieron afectar los resultados.
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Figura 15. a) Cambios visuales de la incidencia de Botrytis cinerea en frutos de
zarzamora, almacenados por 4-12 dias a 10 °C. Control negativo (fruta de campo)
A. Control positivo (fruta desinfectada, almacenada en aire) B. Tratamiento en AM
(desinfeccion, inoculacion y 15 % de CO,) C. b) Cambios en la incidencia de Botrytis

cinerea, durante el almacenamiento a 10 °C, con la aplicacion de 15 % de CO,.+

aire Las barras verticales representan el error estandar de las medias. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<
0.05).

Estos resultados indican que el tratamiento de atmdésferas modificadas es efectivo
para inhibir la presencia de B. cinérea en zarzamoras almacenadas durante 4 dias
a 10°C y tiene capacidad de reducir aproximadamente 6 veces la presencia del

hongo en muestras almacenadas durante 8 y 12 dias a 10°C.
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Estos resultados demuestran que la aplicacion del tratamiento de atmadsferas
modificadas es una alternativa viable para controlar la presencia del hongo durante
la cadena de comercializacion. En este estudio, los frutos se almacenaron a 10 °C
para acelerar el proceso de deterioro, si los frutos se hubiesen almacenado de 0-1
°C (temperatura 6ptima de almacenamiento de la zarzamora) la incidencia del
hongo se hubiese retrasado mas. Bajo las condiciones de AM con 15 % de CO2 +

aire el potencial de almacenamiento seguramente rebasa los 15 dias.

En otros estudios con zarzamora cv ‘Black Stain’ almacenada bajo corrientes de
aire con alto oxigeno (90% Oz +10 % de CO?) durante 18 dias a 5 °C Van de Velde
et al., (2020), observaron una disminucion en la tasa de crecimiento de bacterias y
disminucion de las poblaciones de hongos. Por su parte Perkins-Veazie y Collins,
(2002), también trabajando con zarzamoras Arapaho y Navaho bajo corrientes de
una mezcla de 15 % de CO2z + 10 % de Oz a 2 °C, reportaron una incidencia de
pudriciones del 16 %. En este estudio y dado que las muestras de zarzamora cv
‘Sultana’ fueron inoculadas con un cultivo puro de B. cinerea, mostramos que la
aplicacion de las AM activas de aire con 15 % de CO:2 controla el crecimiento de
este patdgeno incluso bajo condiciones de abuso de temperatura (10 °C) lo cual

muestra una ventaja del uso de estas AM.

El beneficio de cambiar la composicion atmosférica durante el almacenamiento para
reducir las podredumbres ocasionadas por hongos ha sido mostrada en varios tipos
de frutos, Ozkaya et al., en el 2009 reportaron que el empaque de fresa en AM
pasiva (uso de una bolsa Stetpack) almacenados por 5 dias a 0°C redujeron en un
50 % la incidencia de pudriciones respecto del grupo control. Daniels et al., (1985)
anoto6 que los efectos especificos de las atmdsferas ricas en CO: para el control de
crecimiento de los microorganismos se puede asociar a tres mecanismos i)
exclusion del oxigeno ambiental lo cual inhibe la tasa de crecimiento de los micro
organismos, ii) la facilidad con que el CO2 penetra las membranas celulares
incrementando las posibles interferencias con el metabolismo celular y iii) el CO2 es

capaz de generar una rapida acidificacion del pH celular con el consecuente efecto
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sobre diferentes rutas metabdlicas . Recientemente Li et al., (2022) observaron en
experimentos con atmdésferas controladas de 10 % de Oz y 20 0 30 % de CO2z un
fuerte efecto inhibidor del crecimiento de Botrytis cinerea en fresa e indicaron que
este efecto podria estar asociado a una supresion directa del crecimiento del hongo

por las altas concentraciones de CO:x.

Las altas concentraciones de CO:2 alcanzadas en nuestros experimentos, después
de los 4 dias de almacenamiento en la AM activa, parecen sefialar que también se

presento un efecto inhibitorio del crecimiento del hongo en los frutos de zarzamora.

6.1.3 Cambios en la calidad del fruto

Para estimar en que medida el tratamiento de atmésferas modificadas, ademas de
inhibir el desarrollo de B. cinerea, mantenia la calidad de los frutos; se evaluo los
pardmetros de marchitez y reversion de color a través de una inspeccion visual y
comparacion de los frutos control con los frutos tratados con AM. También se evalu6
de manera objetiva el color y la firmeza de los frutos conforme se indicé en la

metodologia.

6.1.3.1 Marchitez de frutos

La marchitez se presenta cuando las drupeolas se deshidratan, perdiendo la mayor

parte de su contenido de agua.

Todos los frutos de todos los tratamientos iniciaron el almacenmaiento sin signos
evidentes de marchitez; no obstante en el dia 4, los frutos del control negativo
(frutos de campo) mostraron un mayor porcentaje de marchitez (8%), respecto de
los frutos del control positivo o tratados con atmaosferas modificadas los cuales no
mostraron signos de marchitez. Después de 8 dias de almacenamiento, los frutos
tratados con AM solo presentaron 8% de marchitez, en comparacion con los

controles positivo y negativo, los cuales alcanzaron 23 y 21% de marchitez,
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respectivamente. Despues de 12 dias de almacenamiento, los frutos de los dos
controles presentaron 69 y 99 %, respectivamente en comparacion de los frutos
tratados con AM que mostraron un 55 % de marchitez un valor estadisticamente
menor que los controles (Figura 16). Por lo anotado en las seccion de incidencia de
Botrytis cinerea y considerando solo los resultados a los 4 dias de almacenamiento,
se puede indicar que este tratamiento no induce marchitez a 10 °C y que se espera
que tampoco se presente en en periodo de 10 a 12 dias si se almacenaran los frutos
entre 0-1 °C

120

[ Control -
I Control +
Il 15 % CO2 b
100
N B80F a
£ 1
=
S
a
G 60l
£
[]
-]
R at
o a a
20
a b
0 T
0 4 8 12

Dias de almacenamiento

Figura 16. Efectos de la aplicacion de AM (15 % de CO, + aire) en la marchitez de

frutos de zarzamora almacenados 12 dias a 10 ° C. Control negativo (fruta de
campo), control positivo (fruta desinfectada, almacenada en aire), tratamiento de
AM (desinfeccion, inoculacion y AM 15 % de CO,) . Las barras verticales

representan el error estandar de las medias. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) entre los tratamientos.

Estos resultados muestran que el tratamiento de atmdsferas modificadas vy
desinfeccion de los frutos fue efectivo para disminuir la marchitez de frutos de
zarzamora almacenadas durante 4 dias a 10°C demostrando que la aplicacién de
AM activas y la desinfeccién son una alternativa para conservar la calidad de la

Zarzamora.
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Nuestros resultados parecen ser confirmados por los trabajos de Brackmann et al.,
(2016) quienes mostraron que la aplicacion de atmdsferas controladas (AC) con 5
% CO2 + 15 % COz2 en aire en frutos de zarzamora “Tupy”, almacenadas a 1°C
durante 12 dias observaron una menor pérdida de peso respecto de los frutos
control (frutos almacenados en aire). Esto sefala que la aplicacion de una
tecnologia mas sencilla en su aplicacién, como las AM utilizadas en este estudio,
mantienen baja la marchitez de los frutos. Fagundes et al., (2015) realizaron
estudios en tomate Cherry almacenados a 5 °C por 12 dias, en atmodsferas
modificadas (5 % O2 +5 % CO:2 en aire), observando también una menor pérdida de
peso. La marchitez de los frutos esta relacionada con la pérdida de peso; esta
perdida de peso esta estrechamente relacionada con el metabolismo del fruto
(Maguire et al. 2000). Forney en el 2008 reporté que mantener una humedad relativa
alta (95% o mas) durante el almacenamiento de arandano minimiza la pérdida de
peso y la marchitez del fruto. Estos datos sugieren que ademas de la aplicacion de
las AM activas se debe mantener una alta humedad relativa durante el

almacenamiento.

6.1.3.2 Efectos sobre la firmeza de los frutos

La firmeza uno de los principales parametros de calidad, esta asociada con la
resistencia mecanica de los frutos y por tanto con la resistencia al manejo mecéanico
dentro del sistema de manejo poscosecha. También nos informa del proceso de
ablandamiento durante la maduracion del fruto, y una menor firmeza se relaciona
directamente con la susceptibilidad al ataque de patdgenos o infeccion microbiana
y a la disminucion de la vida de anaquel (Handa et al., 2011). Por ello, este
pardmetro es muy importante para el acceso a los mercados y para la aceptabilidad

del consumidor.

Después de 4 dias de almacenamiento a 10 °C, el tratamiento de atmdsferas
modificadas activas con 15 % de CO:2 + aire mostr6 valores de firmeza

estadisticamente iguales a los registrados por el control negativo y positivo (9.4, 7.8
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y 7.3 N respectivamente) (Figura 17). Aunque en el dia 8 de almacenamiento, los
controles positivo y negativo mostraron menor firmeza (7.4, 5.7 N respectivamente)
en comparacion con el tratamiento de AM 11.8 N. Esta tendencia se mantuvo hasta
el dia 12 de almacenamiento, en el cual los controles negativo y positivo presentaron
los valores mas bajos de firmeza (3.3 y 2.9 N respectivamente) respecto del
tratamiento de AM (10.3 N).

A lo largo del almacenamiento, se observé una tendencia decreciente en la firmeza
en los frutos control (positivo y negativo) por otro lado, los frutos tratados con AM

mantuvieron altos sus valores de firmeza (Figura 17).

Ledesma-Valladolid (2019) en sus estudios sobre el efecto de dos atmdsferas
controladas (15 %CO2 +10%02 y 15 %CO2 + 5 %02) aplicadas por 3y 7 dias en
zarzamora ‘Tupy’ también observd una mayor firmeza en los frutos tratados con
dichas atmosferas, lo cual asoci6 con menores actividades enziméticas de
poligalacturonasa y celulasa. Esto sugiere que la AM aplicada, también altera el

metabolismo de la pared celular manteniendo la firmeza de los frutos

Otros datos de la literatura, también muestran que la aplicacién de atmdsferas
controladas de 20 y 30 % de CO:2 en fresas almacenada a 5 °C mantuvieron su
firmeza durante su almacenamiento (Li et al., 2022). Dado que la firmeza esta
asociada al metabolismo de la pared celular en particular a los cambios en los
polisacaridos y proteinas de la pared celular causadas por la poligalacturonasay la
pectinmetilesterasa (Handa et al., 2012), el mantener la firmeza en los frutos sugiere
gue las AM reducen la actividad de esas enzimas. También es posible que mantener
la firmeza de los frutos podria estar relacionado con la menor pérdida de peso y

mayor turgencia de las células (Fagundes et al., 2015; Cortellino et al., 2015).
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Figura 17. Cambios en la firmeza en frutos de zarzamora, almacenados durante 4-
12 dias a 10 °C , con la aplicacion de 15 % de CO, . Control negativo (fruta de

campo), control positivo (fruta desinfectada, almacenada en aire), tratamiento de
AM (desinfeccion, inoculacion y 15 % de CO,) . Letras diferentes sobre las barras

indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).
Estos datos muestran que el tratamiento de atmdsferas modificadas (15% de CO:
+ aire) en frutos de zarzamora almacenados a 10 °C por 4 dias mantuvo la firmeza

ademas de reducir la incidencia de B. cinérea.

6.1.3.3 Acidez titulable y solidos solubles totales

Los parametros de acidez titulable y solidos solubles totales estan relacionados con
el sabor de la fruta y son indicador general del metabolismo respiratorio del
producto. De forma general el contenido de solidos solubles totales no mostro
cambios estadisticos significativos entre los frutos tratados con AM activas respecto
de los frutos de campo y desinfectados e inoculados con B cinérea y solamente se
observd un menor contenido en el dia 8 para los frutos tratados con AM (Cuadro 5).
No obstante, el contenido de acidez titulable fue disminuyendo conforme transcurrio

el periodo de almacenamiento; en el dia 12, se registraron los menores valores de
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acidez y estos fueron estadisticamente diferentes de los demas tratamientos y dias
de almacenamiento. En el dia 0 y 4, no se registraron diferencias de acidez entre
todos los tratamientos ni en ambos periodos de almacenamiento. Estos datos
indican que la aplicacion de las AM por cuatro dias no afectd estos parametros. No
obstante, cuando el almacenamiento se prolongo por 8 o 12 dias los contenidos de
acidez disminuyeron en todos los tratamientos sugiriendo una disminucion del ciclo

de los &cidos tri carboxilicos de la respiracion.

Los estudios de Ledesma — Valladolid (2019), también sefalaron pocos cambios en
los contenidos de sdlidos solubles y acidez en zarzamora ‘Tupy’ sometidas a
atmésferas controladas de 15% CO2 +10% o0 5 % de Oxigeno por 3 o 7 dias. No
obstante, después de dichos periodos de exposicion y cuando los frutos fueron
transferidos a atmosferas de aire, este autor indico una significativa reduccion de
los solidos solubles y acidez. Los resultados de este trabajo a los dias 8 y 12
mostraron una disminucién significativa de la acidez, pero no en el contenido de
solidos solubles. Las altas concentraciones de CO: alcanzadas en los empaques
en esos periodos de almacenamiento, seguramente alteran el metabolismo de los
ciclos respiratorios provocando la inhibicion del ciclo de Krebs y facilitando la
respiracion anaerobica y la produccién de CO:2. Por ello y para evitar esas
alteraciones en los ciclos respiratorios, los resultados aqui descritos, sugieren el uso

de la AM activa por solo 4 dias de exposicion.

Los estudios de Brackmann et al., (2016) de aplicacion de 3 distintas AC (5% O2 +
15% CO2, 5% O2 + 10% CO2y 10% O2 + 10% CO2) en zarzamora cv “Guarani” de
Brasil, durante 12 dias, indicaron una reduccion significativa en los sélidos solubles
totales en atmosferas de 10% O2 + 10% CO2. La comparacion de los datos aqui
sefalados con lo indicado por estos autores sugiere que el mantener el oxigeno
disponible en el ambiente induce el desarrollo de los ciclos normales de respiracion,
lo cual probablemente no ocurrié o se vio frenado en nuestro sistema de AM

estudiada.
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Este comportamiento también coincide con lo observado en otras investigaciones
con otro tipo de fruta; Ozkaya et al., (2009) al aplicar AM pasivas en frutos de fresa
durante 5y 10 dias de almacenamiento a 0 °C; no observaron cambios significativos
en los contenidos de solidos solubles totales y acidez a los 5 dias de
almacenamiento pero estos disminuyeron después de 10 dias. Llamando la
atencion que después de 5 dias de almacenamiento, el contenido de glucosa
disminuy6 28 % y el contenido de sacarosa y fructosa se mantuvieron. Estos datos
sugieren que el metabolismo de azucares durante la respiracion sufre cambios que
no se observan en el contenido de sdlidos solubles y acidez y que el suministro de
los azUcares para la respiracion puede estar suministrado por diferentes
polisacaridos diferentes al almidon y que estan presentes en el fruto de zarzamora
(Duo et al., 2021).

Cuadro 5. Comparacion general de medias de acidez titulable (AT) y ° Bx en frutos
de zarzamora, almacenados de 4-12 dias a 10 ° C. con la aplicacion de AM
(desinfeccion, inoculacion y 15 % de CO,), Control negativo (fruta de campo),

control positivo (fruta desinfectada, almacenada en aire). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

Dia Control - Control + 15 % CO;

0 1.089 +£0.028 2 1.015+0.1812 1.132 +0.050 2
4 1.007 £0.107% 1.048 £0.150 @ 1.024 £ 0.075 2

% AT
8 0.721 +0.014 "  0.647 +0.111 bed 0.745 + 0.093°
12 0.557 +0.051 < 0.516 + 0.043 ¢ 0.532 +0.148 ¢
0 13.848+1.5712 14.422+1.2882 13.200+ 1.100 @
4 13.444+0.4232 13.689+1.8822 13.322+1.882%2
% ° Brix

8 14.056+0.9232 14.300+0.367?2 11.825+1.527°
12 14.178+1.8822 13.078+1.4823 12.833+0.635%2
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6.1.3.4 Incidencia de reversion de color

La variedad ‘Sultana’ estudiada en este trabajo es una variedad susceptible a la
reversion de color (Figura 18). Por ello la reversiéon de color de la fruta de campo
(control -) y la desinfectada e inoculada (Control +) incrementaron sus valores de
reversion de color durante el almacenamiento asi como también lo hicieron los frutos
tratados con las atmosferas modificadas; no obstante el Control + mostro los
mayores incrementos de reversion de color respecto de los mostrados por el control
—y los tratados con las AM las cuales fueron similares entre si (Figura 19). Estos
datos indicaron que la manipulacion de desinfeccion e inoculacion y el
almacenamiento sin las AM induce una mayor reversioén de color y también sefial6
que la aplicacion de AM a frutos desinfectados e inoculados con Botrytis cinerea no

disminuyd la reversion, pero tampoco la incremento.

Control - Control + AM (15 % CO,)

Dia 0

Dia 4

Figura 18. Incidencia de reversion de color en frutos de zarzamora cv ‘Sultana’
procedente de campo sin tratamiento (Control -); desinfectados e inoculados
(Control +) y desinfectados e inoculados y tratados con AM activas (15% CO2 +
aire) almacenados por 0, 4, 8 y 12 diasa 10 ° C.

59



120 === Control -

I Control +

o
100 L mmm 15 % COp

80

60

a
a b
40 -
a
a
Il m'. b
0 T
0 4 8

Dias de almacenamiento

% de reversion de color

Figura 19. Porcentaje de frutos con eversidon de color en frutos de zarzamora,
almacenados durante 12 dias a 10 ° C en frutos desinfectados e inoculados y
tratados en AM activa (15 % de COz: + aire) en comparacién con fruta de campo sin
desinfectar y sin inocular (Control -) y desinfectadas e inoculadas (Control +). Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<
0.05).

Los frutos del control negativo no fueron sometidos a un tratamiento previo de
desinfeccion e inoculacion, por tanto, no estuvieron expuestos a dafio mecanico
durante este proceso; se ha establecido que el daiio mecanico es la principal causa
que genera la reversion de color en los frutos de zarzamora (Perez-Perez, et. al.,
Flores-Sosa et al., 2021 y Flores-Sosa et al., 2022). Las muestras de zarzamora
manipuladas en este experimento no fueron sometidas a vibracion, pero la
manipulacion de desinfeccion e inoculacion no parece inducir dafos en los frutos
hasta el dia 4 de almacenamiento. Después de 8 y 12 dias de almacenamiento se
presentd mayor reversion en los frutos del control +, posiblemente por ingreso de
agua al interior de los tejidos y cambios en la presion osmotica que alteraron la
funcionalidad de las membranas. No obstante, para esos dias de almacenamiento,
los frutos tratados con AM no incrementaron la reversion de color, este efecto
posiblemente este asociado a los cambios de pH intracelular que provoca la

disoluciéon de COz2 en el medio acuso intracelular. A este respecto, Holcroft & Kader,
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(1999) observaron en frutos de fresa sometidos a atmdsferas controladas de 2y 0.5
% de O2 en combinacioén con 20 % de CO2 por 10 dias a 5 °C que los contenidos
de acidez titulable disminuyeron y se incrementaron los valores de pH; lo cual estuvo
asociado a un menor cambio en la luminosidad de los frutos aunque el contenido de

antocianinas disminuy6 después de 12 dias de almacenamiento.

Estos resultados indican que el tratamiento de AM aplicado por cuatro dias a 10 °C
no alteré el comportamiento de la reversion de color y se mantuvo a los mismos
niveles que los frutos sin tratamiento o de campo. Dado que el tratamiento de
atmdsfera modificada no alterd la reversion de color en 4 dias a 10 °C y controld la
incidencia de Botrytis cinerea; este tratamiento puede ser aplicado para limitar el
crecimiento del hongo sin afectar la reversién de color si se almacenara el fruto a 1
°C

6.1.3.5 Cambios en el color de los frutos

El color de la zarzamora es un factor de calidad muy importante pues afecta la
apariencia del producto y por ello la comercializacién del fruto. Por ello es importante
estimar y evaluar los efectos de los procedimientos tecnol6gicos en el color de la
fruta. Este factor se evalué mediante dos procedimientos; la medicion objetiva de
los pardmetros de color a través de la escala internacional del color CIELab
utilizando un equipo de reflectancia que registra las coordenadas de color a* (verde
valores negativos, rojo valores positivos), b* (amarillo valores positivos, al azul
valores negativos) y L* o luminosidad (valores cercanos al 0 oscuros y valores de
100 blancos o brillantes). Con ellos se define un espacio de color (de tres
coordenadas L*a*b*) en el que se ubica el color del alimento mediante el angulo de
matiz o hue (arco tangente de b*/a*) y el croma o cromaticidad o distancia desde el

centro del espacio del color (C *= va? + b?). El otro procedimiento de evaluacién
fue mediante el registro de imagenes que permitieran estimar los cambios de color

de forma subjetiva
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El andlisis de varianza de los parametros de color mostré efectos altamente
significativos de los tratamientos, los dias de almacenamiento y de la interaccion
tratamiento*dia en los valores de b* y L* y no se observaron efectos significativos
del tratamiento en los valores de a*, hue y C* aunque si se observaron efectos
significativos del factor dia de almacenamiento (Cuadro 6). La comparacion de
medias de los valores de b* y L* sefial6o que el tratamiento Control + mostré los
valores mas altos de b* y L* que los mostrados por los frutos de campo o Control —
y por los tratados con AM (Cuadro 7); la comparacién de medias de estos mismos
valores dentro de los diferentes dias de almacenamiento indico valores altos de b*

el dia 12 y el valor més alto de L* se registro el dia 4.

Cuadro 6. Valores de probabilidad o significancia estadistica del analisis de
varianza de los parametros de color de muestras de zarzamora sometidas a AM
comparada con los controles en diferentes dias de almacenamiento a 10 °C.

Valor de color factor Valor F Probabilidad

Tratamiento 2.7996 0.0637

a* Dia 25.1985 <.0001
Tratamiento*dia 1.0492 0.3954

Tratamiento 7.7583 0.0006

b* Dia 18.8390 <.0001
Tratamiento*dia 5.6545 <.0001

Tratamiento 10.6452 <.0001

L* Dia 37.9691 <.0001
Tratamiento*dia 10.6530 <.0001

Tratamiento 0.7175 0.4894

Hue Dia 1.1850 0.3171
Tratamiento*dia 3.9930 0.0009

Tratamiento 0.9426 0.3917

c* Dia 16.4064 <.0001
Tratamiento*dia 1.5450 0.1664
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Cuadro 7. Comparacion estadistica de medias de los efectos de los factores Dia,
Tratamiento y la interaccién dia*tratamiento en los valores de color b* y L* de
zarzamora almacenada por 0, 4, 8 y 12 dias a 10 °C. Sin desinfeccion ni inoculacion
(Cont -), desinfectadas e inoculadas (Cont +) y tratadas en AM activa con aire+15
%CO2 (AM) (Tukey p<0.05).

Dia b* L* tratamiento b* L*
0 0.87° 22.32° Cont- 0.85° 22.11°
4 0.25° 27.312 Cont + 1.652 24.532
8 0.60° 22.36° AM 0.62° 23.502
12 2.452 21.53°
Tratamiento*dia
Cont-*0 0.20°¢ 20.43¢%
Cont+*0 1.098° 22.22bcd
AM*0 1.32° 24.28°
Cont-*4 -0.95¢ 22.96P°
Cont+*4 1.60% 30.332
AM*4 0.09b¢ 28.652
Cont-*8 1.00° 22.66°
Cont+*8 0.77¢ 22.37bcd
AM*8 0.05P¢ 22.06bc
Cont-*12 3.20a 22.38bcd
Cont+*12 3.14a 23.19bc
AM*12 1.03b 19.02d

Los datos de comparacién de medias de la interaccion tratamiento*dia sefialé que
el dia 12, los controles negativos y positivos tuvieron los valores mas altos de b* y
valores bajos de L*; el tratamiento de AM mostr6 valores de b* intermedios y el valor
mas bajo de L*; para el dia 4, los tratamientos de AM y Control + mostraron los
valores mas altos de L* y los mas bajos de b*. Estos datos sefialan que el
almacenamiento por 12 dias alterd significativamente el color lo cual confirma los
datos de reversion de color. Por otro lado, también estos datos confirman que el
tratamiento de AM por cuatro dias mantuvo valores de b* similares a las muestras

de todos los tratamientos en el dia 0.

Los anteriores datos confirman que el tratamiento de AM por cuatro dias no afecto
drasticamente el color y por ello no altera su utilidad como una técnica para el control
de Botrytis cinerea. Los efectos de las AM coinciden con lo reportado por Holcroft y
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Kader (1999), quienes registraron valores de L* ligeramente mas altos en fresa

almacenada en atmoésfera de 2y 0.5 % de O2y 20 % de COx.

6.1.4 Cambios en contenido de antocianinas

El contenido de antocianinas esta relacionado con el color caracteristico de los
frutos y por tanto de su calidad visual. Se asume que el color negro de los frutos
estd asociado con el mayor contenido de estos compuestos y que si ocurre un
cambio en el contenido de este componente seguramente estara asociado a un
cambio de color. El analisis de varianza de los datos del contenido de antocianinas
sefal6 que el factor dia, tratamiento y la interaccion tratamiento*dia tuvieron efectos

significativos en el contenido de antocianinas (Cuadro 8).

El contenido de antocianinas fue mayor en los dias 0 y 4 con valores
estadisticamente iguales respecto de los registrados los dias 8 y 12 que mostraron
los valores mas bajos y similares estadisticamente entre ellos. En cuanto al efecto
de los tratamientos; tanto el control negativo como positivo mostraron los valores
mas altos respecto de los mostrados por el tratamiento de atmosfera modificada

activa que sefiald los valores mas bajos (Cuadro 8).

De acuerdo con lo indicado anteriormente y de manera légica; las interacciones
atmosfera modificada, el Control —y el Control + en el dia 0 y el Control —y Control
+ en el dia 4 mostraron los contenidos mas altos de antocianinas (26.63 a 29.47
mg/100g FF) mientras que la aplicaciéon de atmésferas modificadas en el dia 4
mostré contenidos de antocianinas estadisticamente mas bajos (22.23 mg/100 g
FF). A medida que trascurrieron los dias de almacenamiento, los contenidos de este
pigmento fueron disminuyendo, siendo el tratamiento de atmadsferas modificadas el

gue mas bajos contenidos mostro (Figura 20).
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Cuadro 8. Comparacion de medias de los efectos del periodo de almacenamiento,
los tratamientos aplicados y la interaccion tratamiento*dia en el contenido de
antocianinas de zarzamora cv ‘Sultana’ durante su almacenamiento a 10 °C.

Dia Contenido | Tratamiento*dia| Contenido
antocianinas antocianinas

0 26.772 Cont- 0 29.472
4 26.002 Cont+ 0 24.413b
8 21.71° AM 0 26.43ab
12 20.800P Cont- 4 29.142
Tratamiento Cont+ 4 26.63aP
Cont- 25.762 AM, 4 22.23b
Cont + 24.862 Cont- 8 22.28b
AM 20.84b Cont+ 8 25.71ab
AM, 8 17.14°¢
Cont- 12 22.14bc
Cont+ 12 22.69bC
AM, 12 17.57v¢

@ Control -
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Figura 20. Cambios en el contenido de antocianinas totales en frutos de zarzamora,
durante 12 dias de almacenamiento a 10 ° C , con la aplicacion de 15 % de CO.,,.

Control negativo (fruta de campo), control positivo (fruta desinfectada e inoculada y
almacenada en aire), tratamiento de AM (desinfeccion, inoculacion y 15 % de CO,+

aire) . Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente

significativas (p< 0.05).
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La disminucion en el contenido de antocianinas también ha sido reportado por otros
autores, Van de Velde et al., (2020) sefial6 una disminucion del 10 al 15 % de
cianidin 3 O glucosido en zarzamoras cv ‘Black Stain’ almacenadas a 5 °C bajo
corrientes de mezclas de gases de 90 y 70 % de oxigeno en combinacién con 10 y
20 % de COq. Los datos obtenidos en el presente estudio a 10 °C muestran una
disminucién del 24 % que puede ser comparable con estos autores dada la

diferencia de temperatura utilizadas en ambos trabajos.

Perkins-Veazy y Collins et al., (2002), reportaron una disminucién del contenido de
antocianinas de un 11 al 18 % en las variedades ‘Navaho’ y ‘Arapaho’
respectivamente, después de 7 dias de almacenamiento en atmaosfera controlada
de 15 % CO2 + 10 % Oz a 2 °C. En este trabajo, la disminucién de estos pigmentos
alcanzé el 24 % en 4 dias de almacenamiento a 10 °C; asumiendo que a 10 °C debe
haber una pérdida mayor, se puede sefalar que las pérdidas de este pigmento son
comparables a las observadas por esos autores. Los comportamientos de los
contenidos de antocianinas en los frutos Control - y Control + no cambio en los
primeros 4 de almacenamiento al igual que los resultados reportados por dichos

autores.

Van de Velde et al., (2019b) describieron los cambios en los perfiles de compuestos
fendlicos y contenidos de antocianinas en frutos de fresa almacenadas a 5 ° C
durante 20 dias, con atmosferas controladas de 20 % COg2, el contenido de
antocianinas en los frutos se mantuvo constante hasta el dia 10 de almacenamiento,
pero después de ese tiempo, las antocianinas se degradaron en diferentes grados.
Estos datos sugieren que la presencia de oxigeno en el aire, conserva los
contenidos de antocianinas. Esto parece explicar por qué en el caso de la zarzamora
con bajos contenidos de oxigeno pudieran propiciar la pérdida de estos pigmentos.
No obstante, también estas respuestas pueden estar ligadas a la variedad como lo
sefialaron Joo et al, (2011) en zarzamora cv ‘Cankaska’ y ‘Chester’ empacadas en
envases de poliestireno y poli lactico orientados; sefialando una disminucién del 26

% de antocianinas después de 12 dias de almacenamiento a 3 °C. No obstante, el
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contenido de CO2 dentro de los envases no supero el 2 % y el contenido de Oz solo
disminuyo de 21 a 19.3 %

La disminucion de antocianinas en el tratamiento de CO2 podria inducir la actividad
de enzimas como glicosidasa y polifenoloxidasa, las cuales degradan la
antocianina. La inestabilidad de las antocianinas se relaciona por un cambio de pH,
con base en reacciones enziméaticas, mediante las cuales el pigmento es degradado
debido a la enzima glicosidasa o polifenoloxidasa (Perkins y Collins 2002). No
obstante, también es posible que a nivel celular se estén dando otros cambios
ademas del pH que afecten la estabilidad del pigmento como lo sefialan Holfcroft y
Kader (1999).

6.2 Efectos de la aspersion de metil jasmonato en poscosecha para el
control de Botrytis cinerea.

Las aplicaciones de fitohormonas, en la planta completa o en partes de ella, tienen
como objeto inducir respuestas que mejoren el funcionamiento de la misma o le
induzcan respuestas que le ayuden a superar situaciones de estrés (Wang et. al.,
2015 y Wang et. al., 2020). En este caso, se espera que la aplicacién de MeJA
induzca resistencia al ataque de Botrytis cinerea, de tal forma que se genere una
estrategia sustentable con el medio ambiente para el control de esta enfermedad

sin recurrir a los fungicidas

6.2.1 Efecto del metil jasmonato (MeJA) en la incidencia de Botrytis
cinerea.

El analisis de varianza general de los datos de incidencia de Botrytis cinerea, mostro
efectos significativos de los tratamientos aplicados, (frutos de campo, frutos
desinfectados y frutos desinfectados e inoculados y tratados con 50 y 100 uM de
MeJA); almacenadas por 0, 4y 8 dias a 10 °C, y de todas sus interacciones (Cuadro
9, 10).
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Cuadro 9. Pruebas de significancia estadistica de los efectos de los diferentes
factores y sus interacciones en la incidencia de Botrytis cinerea en frutos de
zarzamora cv ‘Sultana’ almacenados por 0, 4y 8 dias a 10 °C.

Tratamiento N° Grados | ZCuadrados | Valor F | probabilidad
param | libertad
Tratamiento 2 2 13359.438 | 73.5307 <.0001
Concentracion MeJA 1 1 800.415 8.8110 0.0053
Tratamiento*Conc 2 2 792.694 4.3630 0.0201
dia 2 2 14690.005 | 80.8542 <.0001
Tratamiento*dia 4 4 7449.504 | 20.5011 <.0001
Conc*dia 2 2 649.321 3.5739 0.0384
Tratamiento*Conc*dia 4 4 467.154 1.2856 0.2938

Cuadro 10. Comparacion de medias de la incidencia de Botrytis cinerea en frutos
de zarzamora cv ‘Sultana’.

Tratamient*Conc de MeJA*dia % Incidencia
Control-,100,8 96.7a
Control-,50,8 60.9b
Control-,100,4 56.8b
Control-,50,4 37.4bc
Control+, 100, 8 34.5cd
Control+, 50, 8 22.9cde
Control+, 100, 4 6.8de
Control+ , 50, 4 7.3de
MeJA, 100, 8 15.1e
MeJA, 50, 8 12.2e
MeJA, 100, 4 4.6e
MeJA, 50, 4 4.6e
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Al inicio del almacenamiento, ningun tratamiento mostré presencia de B. cinerea;
sin embargo, en el dia 4 el control negativo con 50 y 100 uM/L de MeJA mostraron
mayor presencia de micelio gris en los frutos (37 y 57 % respectivamente), en el
control positivo la presencia del hongo fue menor (7%), seguido del tratamiento con
metil jasmonato en un 5 % para ambas concentraciones. En el dia 8 de
almacenamiento, mas del 60% de los frutos de los controles negativos presentaron
incidencia de B. cinerea; mientras que los controles positivos de las dos
concentraciones presentaron 23 y 35 % de incidencia del hongo, en los frutos con
el tratamiento de MeJA, se observo menor presencia del hongoenun (12 %y 7 %
con 50 y 100 uM/L de MeJA respectivamente) (Figura 21).

Estos resultados indican que la aplicacion de MeJA en frutos de zarzamora en la
etapa poscosecha es efectivo para reducir 5 veces la presencia de B. cinérea en
zarzamoras almacenadas durante 8 dias a 10°C. La concentracion de 100 uM/L de

MeJA tienen mayor reduccion del hongo en 8 dias de almacenamiento.
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Figura 21. a) Evolucion de incidencia de Bofrytis cinerea en frutos de zarzamora cv
‘Sultana’, durante 8 dias de almacenamiento a 10 °C. Control negativo (fruta de
campo) A. Control positivo (fruta desinfectada, MeJA, almacenada en aire) B.
Tratamiento de MeJA (desinfeccion, inoculacién, 50 y 100 ymol/L MeJA) C. b)
Porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en frutos de zarzamora, durante 8 dias
de almacenamiento a 10 °C, con la aplicacion de 50 y 100 ymol/L MeJA. Las barras
verticales representan los errores estandar de las medias. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

En estudios realizados en fresa, Zhang et al., (2006) se observaron resultados
similares. Los frutos tratados con 1 umol/L MeJA y almacenados a 5 °C, presentaron
una notable reduccion de las pudriciones fungicas visuales a partir del dia 4 de

almacenamiento, el indice de descomposicion aumentd gradualmente llegando a
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12.7 % de pudriciones, comparado con el control donde obtuvieron presencia de
pudriciones a partir del dia 2 de almacenamiento, alcanzando un 45.3 % de
pudriciones a los 10 dias de almacenamiento. Los autores le asignaron un papel
importante a las fitoalexinas y a la actividad de quitinasas inducidas por la aplicacion
del MeJA como los factores importantes para el control del desarrollo del hongo; El-
Mogy et al., en el 2019, también evaluaron dos concentraciones de MeJA (0.25 y
0.50 mmol/L) en frutos de fresa almacenados a 4 °C por 12 dias y humedad relativa
de 90%, observando que en ambas concentraciones, se redujo la incidencia de
pudriciones a un 20 % en el dia 8 respecto al control que alcanz6 el 50 % de
incidencia de pudriciones. Por otro lado Wang et al., (2020) trabajaron con frutos de
arandano inoculados con Botrytis cinerea, tratados con 50 pmol/L' de MeJA y
almacenados a 22 °C , muestran un 30 % de incidencia de pudriciones a los 5 dias
de almacenamiento siendo menor respecto al control. La reduccién de incidencia de
pudriciones puede estar asociada a la induccion de mecanismos naturales de
defensa de la fruta, provocando un aumento en la actividad de fenilalanina amonio-
liasa (PAL), PAL es una enzima clave en el primer paso de la ruta de los
fenilpropanoides, que esta directamente involucrada en la sintesis de fitoalexinas y
compuestos fendlicos (Zhang et al., 2006). Se ha demostrado que el MeJA induce
la sintesis y expresion de proteinas de choque térmico y las proteinas relacionadas
con la patogenia, que conducen a una mayor resistencia a los patégenos (Ding et
al., 2002)

6.2.2 Cambios en la calidad de los frutos

Para comprobar que el tratamiento de metil jasmonato, ademas de reducir la
incidencia de B. cinerea, mantiene la calidad en los frutos de zarzamora, se evalu6
pérdida de peso, marchitez, reversion de color (se realiz6 una inspeccion visual de
los frutos inoculados con el hongo y se comparé con un control positivo y un control

negativo), color y firmeza, contenido de antocianinas y fenoles totales.
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6.2.2.1 Cambios en la pérdida de peso

El andlisis de varianza de los datos de pérdida de peso sefialé que solamente el
factor tratamiento y los dias de almacenamiento tuvieron efectos significativos en la

pérdida de peso de los frutos (Cuadro 11).

Cuadro 11. Analisis de varianza de los efectos de la aplicacion de MeJA, el periodo
de almacenamiento y sus respectivas interacciones en la pérdida de peso de frutos

de zarzamora cv ‘Sultana’ almacenada a 10 °C.

Fuente de var N ° param Grados Suma de Valor F Probabilidad
libertad cuadrados (p>0.05)
Tratamiento 2 2 4.37926 3.9348 0.0285
Conc MeJA 1 1 0.10667 0.1917 0.6641
Tratamiento*Conc 2 2 1.13778 1.0223 0.3700

MeJA
Dia 2 2 966.62926 868.5188 <.0001
Tratamiento*Dia 4 4 2.92519 1.3141 0.2833
Conc MeJA*Dia 2 2 0.98778 0.8875 0.4205
Tratamiento*Conc 4 4 1.14444 0.5141 0.7257
MeJA*Dia

Los frutos tratados con MeJA y el Control + mostraron la menor pérdida de peso
(4.6 y 4.8% respectivamente) en comparacion del Control- que mostrd la mayor
pérdida de peso (5.3 %). De forma logica, la pérdida de peso se increment6 a
medida que transcurrieron los dias de almacenamiento; desde 0 % en el dia 0, 4.3
% eneldia4y10.3 % en el dia 8.

La comparacion de medias de la interaccion tratamiento*dias de almacenamiento
no identificé efectos en la pérdida de peso de las distintas concentraciones de MeJA
respecto de los frutos control + o0 — y solo hubo un efecto de los dias de

almacenamiento (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Comparacion general de medias de la interaccion tratamiento*dia de
almacenamiento del efecto de la aplicacion de MeJA en frutos de zarzamora cv
‘Sultana’ almacenada durante 0, 4 y 8 dias a 10 °C.

Tratamiento*dia % pérdida de peso
Control+,8 11.1a
Control-,8 10.1a
MeJA 50,8 9.9a

MeJA 100,8 9.6a
Control+,4 4.7b
MeJA 50,4 4.3b
Control-,4 4.1b

MeJA 100,4 3.8b

MeJA 100,0 0.0d
MeJA 50,0 0.0d
Control+,0 0.0d
Control-,0 -0.0d

La comparacién de medias en forma separada por concentracion de MeJA 'y por dia

de almacenamiento se muestra en la Figura 22.

Los resultados muestran que el tratamiento de MeJA no alter6 la pérdida de peso

de los frutos.

Los resultados son similares a los reportados en fresa por Geransayeh et al., (2015),
quienes evaluaron la aplicacion por aspersion de MeJA en etanol a diferentes
concentraciones (10, 30 y 60 puL L en etanol) y almacenados por 12 dias a 4 °C,
observando que los frutos no presentaron diferencia de pérdida de peso entre los
tratamientos de MeJA , sin embargo los frutos tratados con MeJA perdieron menos
peso comparados con el grupo control. Mientras que estos datos contrastan con lo
indicada por EI-Mogy et al., (2019), en su estudio con frutos de fresa tratados 0.25
mmol/L de MeJA y almacenados a 4 °C por 12 dias, indicaron que los frutos tratados

con MeJA mostraron menor pérdida de peso 6 %, comparado con el control. En
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frutos de mango, Gonzalez-Aguilar et al., (2000) tratados con 10* M de MeJA
almacenados 21 dias a 7 ° C también observaron que la pérdida de peso fue
comparable con el control (1 %) . La disminucion de pérdida de peso probablemente
se deba al efecto del tratamiento de MeJA en la reduccion de la tasa de respiracion
y la produccion de etileno, también se puede asociar con el mantenimiento de la
firmeza vy la calidad de la fruta (Babalar, M et al., 2007) asi como en el desarrollo y

maduracion de frutas como la fresa; (Perez et al., 1997).

a) B Control negativo

W Control positivo b) I Control negativo
12 - [ 50 umol/L MeJA | desinfeccion, inoculacion 14 ¢ W Control positivo
a 100 umol/L MeJA | desinfeccion, inoculacion
a
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[=]
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Dias de almacenamiento Dias de almacenamiento

Figura 22. Cambios en la pérdida de peso de frutos de zarzamora almacenados, 8
dias a 10 °C. a) tratamiento con 50 ymol/L MeJA. b) tratamiento con 100 pmol/L
MeJA. Control negativo (fruta de campo), Control positivo (fruta desinfectada) y
tratada con MeJA, almacenada en aire) Las barras verticales representan los
errores estandar de las medias. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

6.2.2.2 Cambios en la marchitez de los frutos.

La evaluacion de este parametro fue visual, se observé cada fruto de zarzamora y
se contabiliz6 el numero de drupeolas con aspecto marchito; cuando se
contabilizaban mas de cinco drupeolas marchitas, se contabilizaba como fruto
marchito. El nimero de frutos marchitos se comparé con el nimero total de frutos y

se expresod en porcentaje.

74



El analisis de varianza de los datos mostré efectos significativos de los dias de

almacenamiento y de la interaccion tratamiento*dia (Cuadro 13).

Cuadro 13. Analisis de varianza general de los efectos de los tratamientos y de la
aplicacion de 50 y 100 uM de MeJA en la marchitez de los frutos de zarzamora cv
‘Sultana’ almacenados por 0, 4 y 8 dias a 10 °C.

F. de variacion | parametros | G 2cuadrados | Valor F Probabilidad
libertad p<0.05

Tratamiento 3 3 460.191 1.2653 0.2986

Dia 2 2 41248.514 | 170.1258 | <.0001

Tratamiento*Dia | 6 6 4439.380 6.1033 0.0001

De manera logica, la marchitez se increment6 a medida que transcurrié el periodo

de almacenamiento (1.4 % el dia O hasta 69.8 % el dia 8).

La comparacion de medias de la interaccion tratamiento*dia de todos los valores de

marchitez dentro del periodo de almacenamiento se muestra en el Cuadro 14.
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Cuadro 14. Comparacion de medias de los valores de marchitez de frutos de
zarzamora cv ‘Sultana’ procedentes de campo (control-), desinfectados (control+) y
tratados con 50 y 100 uM de MeJA y almacenados hasta por 8 dias a 10 °C.

Tratamiento*dia Marchitez
Control-,8 91.2a
Control+,8 69.7ab

MeJA 100,8 66.7ab
MeJA 100,4 56.5bc
Control+,4 54.7bc
MeJA 50,8 51.5bc
MeJA 50,4 50.7bc
Control-,4 36.2c
MeJA 50,0 0.0d
MeJA 100,0 0.0d
Control-,0 0.0d
Control+,0 0.0d

Los datos anteriores muestran que el factor de marchitez fue influido principalmente
por el tiempo de conservacion y no se observaron efectos concretos de la aplicacion

de las diferentes concentraciones de MeJA

La Figura 23 muestra de manera gréfica la variacion de la marchitez de los

tratamientos estudiados.
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Figura 23. Porcentaje de marchitez en frutos de zarzamora, almacenados 8 dias a
10 °C. Control negativo (fruta de campo), Control positivo (fruta desinfectada, MeJA,
almacenada en aire) a) tratamiento de 50 pmol/L MeJA. b) tratamiento de 100
pmol/L MeJA. Las barras verticales representan los errores estandar de las medias.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas
(p< 0.05).

6.2.2.3 Cambios en el color

El andlisis de varianza de todos los valores de color tanto de los frutos del control
negativo, control positivo, asi como de los frutos desinfectados y tratados con 50 y
100 pM de MeJA sefial6 un efecto altamente significativo de los dias de
almacenamiento y de la interaccion triple tratamiento*concentracion de MeJA*dias

de almacenamiento (Cuadro 15).

La comparacion de medias durante los dias de almacenamiento sefald que los
frutos almacenados durante 4 dias fueron mas brillantes (L*= 27.2) respecto de los
frutos almacenados durante 0 y 8 dias (18.7 y 21.1 respectivamente). Que los
valores de a*, b* y C* disminuyeron durante el almacenamiento y que el angulo de
matiz 0 hue mostro valores mas altos y estadisticamente iguales los dias 0 y 4 (319)
gue los mostrados el dia 8 (308.6). Estos datos sefialan, de forma general, que los
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frutos fueron mas brillantes y con tonos mas morados el dia 4 con valores de a*, b*

y C* intermedios.

La comparacion de medias de la interaccion triple tratamiento*concentracion

MeJA*dia de todos los valores de color se muestra en el Cuadro 15.

Cuadro 15. Comparacion de medias de los valores de color de la interaccién
tratamiento*Conc de MeJA*dia de almacenamiento en frutos de zarzamora tratados
en poscosecha con 50 y 100 uM de MeJA almacenados por 0, 4 y 8 dias a 10 °C.
Comparacion con frutos de campo (Cont -) y con frutos desinfectados (Cont +)

Trat*conc*dia L a* b* hue C*
Cont -,50,0 24.0cde | 2.0bcde | 2.5ab 304.7cde 3.2abcd
Cont -,50,4 25.1bcd | 1.2cdefg | 2.3abc 298.1e 3.0abcd
Cont -,50,8 21.6def | 0.7defgh | 1.2bcdef | 305.1bcde | 2.3bcd
Cont -,100,0 | 14.9h 2.7abc 1.8abcde | 323.9a 3.3abcd

Cont -,100,4 | 27.5abc | 0.6efghi | 0.6efg 314.2abcde | 1.5d
Cont -,100,8 | 20.8efg | -0.8efghi | 1.0cdef 319.4abcd | 2.1cd

Cont +,50,0 18.4fgh | 2.7abc 2.1abc 323.9a 2.8abc
Cont +,50,4 25.9abc | 1.6cdef | 2.0abcd 308.3abcde | 2.9abcd
Cont +,50,8 21.3ef 0.9defg | 0.4fg 325.9a 1.9cd
Cont +,100,0 | 18.5fgh | 3.2ab 2.1abc 324.5a 4.1ab
Cont +,100,4 | 29.1a 1.1defg | 1.5abcdef | 305.7bcde | 4.2ab
Cont +,100,8 | 20.6efg | -0.8hi 0.69 325.9a 1.6d
MeJA,50,0 19.3fg 3.7a 2.7a 321.4abc 4.7a
MeJA,50,4 26.9abc | 1.4cdefg | 2.1abc 303.5de 3.0abcd
MeJA,50,8 20.9efg | -0.9i -0.69 317.0abcd | 2.1cd

MeJA,100,0 17.1gh | 2.2abcd | 1.4abcdef | 320.4abcd | 2.9abcd
MeJA,100,4 28.7ab | 0.3fghi 0.7defg 321.1abc 2.8abcd
MeJA,100,8 | 21.1ef |0.01ghi | 0.4fg 322.1ab 1.4d

Aunqgue los frutos tratados con 50 y 100 uM de MeJA y almacenados por 4 dias a
10°C mostraron valores altos de luminosidad, hue y C* asi como valores intermedios
de a* y b* ; la comparacion con los controles negativos 0 positivos no permite
establecer un claro efecto del tratamiento del MeJA en los valores de color. Estos
datos permiten sefialar que el tratamiento con el MeJA no afectd de manera drastica

el color de los frutos.
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Es posible que el color obscuro de la zarzamora no permitié ver de manera clara los
efectos del tratamiento de MeJA; en el trabajo realizado por Ayala-Zavala et
al.,(2005), en frutos de fresa tratados con 22.4 mg/L de MeJA (22,4 mg I'1) y
almacenados por 11 dias a 7.5 °C, observaron que los frutos del tratamiento de

MeJA presentaron valores mas altos de Hue y croma respecto de los frutos control.

6.2.2.4 Efecto sobre la reversiéon de color

El analisis de varianza de todos los datos de reversion de color de todos los
tratamientos sefial6 efectos altamente significativos del tratamiento, el dia de

almacenamiento y la interaccion tratamiento*dia (Cuadro 16).

La reversion de color fue mayor en los frutos del control+ (53.5 %) mientras que los
frutos tratados con 50 yuM de MeJA, mostraron el menor porcentaje de reversion de
color (43.8%). Asi mismo, la reversion de color se increment6 conforme transcurrio
el periodo de almacenamiento (desde 0 hasta 87 % en el dia 8); que la aplicacion
de MeJA mostrdé porcentajes de reversion de color méas bajos (46%), pero
estadisticamente similares al Control — y que el Control + mostré los porcentajes
mas altos de reversion de color (53%). Estos datos sefialan que esta variedad
incrementa su reversion de color a medida que transcurre el almacenamiento y que

la aplicacion de MeJA redujo temporalmente esa tendencia pero no la eliminé

Cuadro 16. Andlisis de varianza general de los efectos de la aplicacion de 50 y 100
UM de MeJA en la reversion de color de frutos de zarzamora cv ‘Sultana’
almacenada por 0, 4y 8 dias a 10 °C.

Fuente de NuUmero de | Grados de | Zcuadrados Valor F Probabilidad

variacion parametros libertad (p<.05)
Tratamiento 3 3 638.572 3.0534 0.0387
Dia 2 2 64297.621 461.1747 <.0001
Tratamiento*Dia 6 6 1764.197 4.2179 0.0021

La comparacion general

de medias de la

almacenamiento se muestra en el Cuadro 17.
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Cuadro 17. Comparacion de medias de la reversion de color de frutos de zarzamora
cv ‘Sultana’ tratadas con 50 y 100 uM de MeJA almacenada durante 0, 4 y 8 dias a

10 °C.
Trat*dia % Reversion
de color
Control-,8 94.6a
MeJA 100,8 93.0a
Control+,8 89.0a
MeJA 50,8 77.7ab
Control+,4 71.3bc
MeJA 50,4 53.8cd0
MeJA 100,4 52.0cd
Control-,4 48.3d
Control-,0 -0.0e
Control+,0 -0.0e
MeJA 50,0 -0.0e
MeJA 100,0 -0.00000

Los datos anteriores muestran claramente que la reversion de color se incrementé
en todos los tratamientos a medida que transcurrié el almacenamiento y que la
aplicacion de diferentes concentraciones de MeJA no tuvo efecto sobre este factor

de calidad. De forma grafica la Figura 24 muestra este comportamiento.
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Figura 24. Cambios en el porcentaje de reversion de color en frutos de zarzamora
cv ‘Sultana’, durante 8 dias de almacenamiento a 10 °C. Control negativo (fruta de
campo), Control positivo (fruta desinfectada, almacenada en aire) a) tratamiento de
50 pmol/L MeJA. b) tratamiento de 100 umol/L MeJA. Las barras verticales
representan los errores estandar de las medias. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

Aungue no se observé un efecto completamente inhibitorio de la reversion de color
por las aplicaciones de MeJA. Es posible que el almacenamiento a temperatura

optima (1 °C) mejore este resultado.

6.2.2.5 Cambios en la acidez titulable y Contenido de Sélidos
Solubles totales

El analisis de varianza de los datos de SST, acidez titulable y la relacion SST/Acidez
sefalo efectos altamente significativos del tratamiento, dia de almacenamiento y de
las interacciones tratamiento*Concentracion de MeJA vy tratamiento*dia (Cuadro
18). El Control+ mostré contenidos de SST mayores (12.7) y mayor relacion
SST/acidez que los frutos tratados con MeJA y Control- quienes mostraron
contenidos de SST estadisticamente similares (12.1 y 11.7 respectivamente) e

iguales relaciones SST/Acidez; en cuanto a los dias de almacenamiento, el
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contenido de SST fue mayor y estadisticamente igual los dias 0y 4 (13.1y 12.8
respectivamente) y diferente al mostrado el dia 8 que fue significativamente menor
(10.6)

Cuadro 18. Analisis de varianza de los efectos de la aplicacion de 50 y 100 uM de
MeJA en el contenido de solidos solubles totales (SST), la acidez titulable y la
relacion SST/Acidez en frutos de zarzamora cv “ almacenados por 0, 4 y 8 dias a
10 °C

SST Acide Titulable SST/Acidez
Fuente F p F p F p
Tratamiento 10.2910 | £.0001 | 8.1627 0.0004 | 14.8512 | £.0001

Conc MeJA 15.2870 | 0.0001 | 3.0416 0.0833 | 0.7067 | 0.4019
Tratamie* Conc | 5.6776 | 0.0042 | 9.7902 0.0001 | 16.3913 | <.0001

Dia 69.8663 | £.0001 | 161.6890 | <.0001 | 36.4581 | <.0001
Tratamiento*Dia | 15.8899 | <.0001 | 11.3906 | £.0001 | 7.2719 | <.0001

Conc*Dia 2.3748 | 0.0967 | 2.3906 0.0952 | 6.5917 | 0.0018
Tratamiento* 0.2674 | 0.8986 | 2.2875 0.0628 | 3.2542 | 0.0137
Conc*Dia

De forma légica, el comportamiento de la acidez titulable mostré valores inversos
que los SST, los frutos tratados con MeJA y el control- tuvieron los valores mas altos
y estadisticamente similares (1.2) mientras que el control+ mostré valores mas bajos
(1.1). Respecto de los dias de almacenamiento, la acidez disminuyé conforme
transcurrio el almacenamiento (desde 1.4 hasta 1.0 en los dias 0 y 8

respectivamente).

La comparacion de medias de los diferentes tratamientos en los diferentes dias de
almacenamiento y para los diferentes factores analizados (SST, Acidez y

SST/Acidez), se muestra en el cuadro 19.
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Cuadro 19. Comparacion de medias de los valores de SST, Acidez titulable y la
relacion SST/Acidez de frutos de zarzamora cv * tratados con 50 y 100mM de MeJA
y almacenados por 0,4 y 8 dias a 10 °C.

Trat*conc*dia SST Acidez | SST/Acidez*
Cont -,50,0 11.6cdef 1.4ab 8.3fg

Cont -,50,4 13.9a 1.2cdef | 11.9bc
Cont -,50,8 11.9bcdef | 1.0gh 12.6b

Cont -,100,0 10.1fg 1.5ab 7.0g

Cont -,100,4 12.6abcde | 1.3bcd 9.9bcdef
Cont -,100,8 9.9fg 1.1defg | 9.0defg
Cont +,50,0 13.8ab 1.5ab 9.2cdefg
Cont +,50,4 13.2abcd | 1.1defg | 11.7bcd
Cont +,50,8 11.2defg 1.0efgh | 11.4bcde
Cont +,100,0 | 13.3abc 1.3abc | 10.2bcdefg
Cont +,100,4 | 13.8ab 0.9gh 15.6a

Cont +,100,8 10.9efg 1.1lefgh | 10.4bcdef
MeJA,50,0 14.3a 1.5ab 9.5cdefg
MeJA,50,4 13.8ab 1.4abc | 9.5cdefg
MeJA,50,8 10.4fg 1.0efgh | 105bcdef
MeJA,100,0 13.4abc 1.5a 8.8efg
MeJA,100,4 12.7abcde | 1.2cde 10.6bcdef
MeJA,100,8 9.4¢g 0.9h 11.1bcdef

De manera general, se observa que no hubo un efecto estadistico de la aplicacion
de las diferentes concentraciones de MeJA en los contenidos de sélidos solubles
totales, la acidez titulable y la relacion SST/Acidez. No obstante, se observé una
disminucién de estos factores a medida que transcurri6 el periodo de
almacenamiento tanto en los frutos tratados como en los frutos de los controles
negativo y positivo. Estos resultados sugieren que la aplicacion del MeJA no alter6

estos factores de calidad importantes en la calidad sensorial de los frutos.

Las Figuras 25A y 25B muestran de manera grafica los comportamientos

anteriormente descritos.

Los resultados obtenidos son similares con lo reportado por Geransayeh et al.,
(2015), donde aplicaron concentraciones de 60 yML* de MeJA en frutos de fresa
almacenados durante 12 dias a 4° C, la AT disminuyé gradualmente durante el

almacenamiento y obtuvieron un aumento de SST. Ayala-Zavala et al. (2005)
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mostraron que los frutos de fresa tratados con 22.4 mg |I"* de MeJA durante 10 dias
de almacenamiento a 7.5 °C, mantuvieron el nivel de SST (7 °Bx) como las
muestras iniciales en el inicio del experimento (1.1). El-Mogy et al., (2019)
reportaron una disminucion de SST a los 4 dias de almacenamiento a 4 °C en frutos
de fresa tratados con 0.25 y 0.50 mM MeJA (8.63 y 10.43 °Brix respectivamente) y
una disminucion de la AT desde el dia 0 hasta el dia 12 de almacenamiento (0.89
%). La disminucion de los sdlidos solubles totales podria explicarse por un alto
metabolismo de la fruta y procesos de senescencia durante el almacenamiento
(Ayala-Zavala et al., 2005).
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Figura 25. Cambios en la acidez titulable (A) y en el contenido de sdlidos solubles
totales (B)de frutos de zarzamora cv “almacenados durante 8 dias a 10 °C. Control
negativo (fruta de campo), Control positivo (fruta desinfectada, almacenada en aire)
a) tratamiento con 50 uM/L de MeJA. b) tratamiento con 100 uMI/L de MeJA. Las
barras verticales representan los errores estandar de las medias. Letras diferentes
sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).
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6.2.2.6 Cambios en la firmeza de los frutos

El analisis de varianza general de los datos de firmeza, mostro efectos significativos
de los tratamientos aplicados, (frutos de campo, frutos desinfectados e inoculados
y frutos tratados con MeJA); el dia de almacenamiento (0, 4y 8 dias) y la interaccion
tratamiento*dia de almacenamiento. No fueron significativos la concentracion de
MeJA utilizada (50 y 100), ni las interacciones tratamiento*concentracion, la
interaccibn Concentracion MeJA*dia y la interaccion triple tratamiento*con
concentracion MeJA*dia (Cuadro 20).

Cuadro 20. Pruebas de significancia estadistica de los efectos de los diferentes
factores y sus interacciones en la firmeza de los frutos de zarzamora cv ‘Sultana’.

Tratamiento N° Grados | ZCuadrados | Valor F | probabilidad
param | libertad
Tratamiento. 2 2 167.64451 | 9.4102 0.0001

Conc MeJA 1 1 21.15680 2.3751 0.1245
Trata.*Conc MeJA 2 2 14.44321 0.8107 0.4457
Dia 2 2 353.81621 | 19.8603 <.0001
Trata.*Dia 4 4 204.22303 | 5.7317 0.0002
Conc MeJA*Dia 2 2 33.12016 1.8591 0.1579
Trata.*Conc 4 4 47.47788 1.3325 0.2583

MeJA*Dia

Los tratamientos de control positivo desinfectados y los desinfectados, inoculados y
tratados con MeJA mostraron los valores de firmeza mas altos (9.3 a 9.4N) mientras
que los frutos del control negativo registraron los valores mas bajos (7.7 N); asi
mismo la firmeza disminuyé conforme transcurrié el almacenamiento (10.7,8.8y 7.4

N para los dias 0, 4 y 8 respectivamente).

El Cuadro 21, muestra la comparacion de medias de la interaccion dia*tratamiento.
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Cuadro 21. Comparaciéon de medias (Tukey p<0.05) de la firmeza en frutos de
zarzamora del control —, control +y desinfectados e inoculados y tratados con 50 y
100 uM de MeJA.

Tratamiento*dia Firmeza N
Control -, 0 10.5a
Desf Ino MeJA, 0 10.4a
Control +, 0 9.8ab
Desf Ino MeJA, 4 9.7ab
Control +, 8 9.2ab
Control +, 4 8.9ab
Desf Ino MeJA,8 8.2ab
Control -, 4 7.7b
Control -, 8 4.9c

Los datos anteriores muestran que, al inicio de los experimentos, todas las frutas
iniciaron con valores de firmeza estadisticamente similares. A medida que
transcurrié el almacenamiento a 10 °C, los frutos del Control negativo perdieron
firmeza drasticamente registrando los valores mas bajos después de 8 dias de
almacenamiento (4.9 N), mientras que los frutos del Control + e inoculados y
tratados con MeJA mantuvieron sus valores de firmeza durante los 8 dias de
almacenamiento. Estos datos muestran que el tratamiento con 50 o 100 mM de
MeJA retrasan la degradacion de la pared celular manteniendo mas integro el tejido.

Llama la atenciébn que cuando se analizan por separado los datos de los
experimentos a 50 y 100 mM de MeJA a lo largo del almacenamiento, se observo
una disminucion en la firmeza en los frutos controles (positivo y negativo) en el
tratamiento de 100 uM/L de MeJA. Por el contrario, en la concentracién de 50 uM
de MeJA los frutos del control positivo y el tratamiento de MeJA mantuvieron su
firmeza hasta el dia 8 de almacenamiento (Figura 26). Cuando se analizan los datos
de forma conjunta no se encuentran diferencias entre estos tratamientos. Estos

comportamientos se muestran de forma gréfica en la Figura 26.
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Estudios similares en berries se ha observado un comportamiento similar. En frutos
de fresa tratadas con 0.25 y 0.5 mM de MeJA almacenadas a 4 °C a los 8 dias de
almacenamiento los frutos tratados reportan una disminucion en la firmeza (3.90 N)

siendo esta aun mayor al control (EI-Mogy et al., 2019).

) I Control negativo b) IEE Control negativo
a B Control positiva B Control positivo
14 - [ 59 umoliL MeJA , desinfeccion, inoculacion 100 pmoliL MeJA , desinfeccisn, inoculacion

Firmeza

Dias de almacenamiento

Dias de almacenamiento
Figura 26. Cambios en la firmeza de frutos de zarzamora cv ‘Sultana’, almacenados
8 dias a 10 °C. a) tratamiento de 50 uM/L de MeJA. b) tratamiento de 100 uM/L de
MeJA. Control negativo (fruta de campo), Control positivo (fruta desinfectada,
almacenada en aire) Las barras verticales representan los errores estandar de las
medias. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05).

6.2.3 Cambios en el contenido de antocianinas monomeéricas

El andlisis de varianza general de los datos de contenido de antocianinas
monomeéricas mostré efectos significativos de los tratamientos aplicados, (frutos de
campo, frutos desinfectados e inoculados y tratados con MeJA); el dia de
almacenamiento (0, 4 y 8 dias) y la interaccion tratamiento*dia de almacenamiento.
No fueron significativos la concentracion de MeJA utilizada (50 y 100), ni las
interacciones tratamiento*concentracion, la interaccién Concentracion MeJA*dia y

la interaccion triple tratamiento*concentracion MeJA*dia (Cuadro 22).
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Cuadro 22. Pruebas de significancia estadistica de los efectos de los diferentes
factores y sus interacciones en el contenido de antocianinas monoméricas de los
frutos de zarzamora cv ‘Sultana’.

Fuente de variacion N° Grados Sum Valor F | probabilidad

param | libertad | Cuadrados

Tratamiento 3 3 492.77111 9.5283 <.0001
Dia 2 2 885.54818 25.6847 <.0001
Tratamiento*Dia 6 6 93.38447 0.9028 0.4946

Estos resultados indicaron que los frutos procedentes del campo (Control-)
mostraron mayor contenido de antocianinas monomeéricas (26.4) y que los frutos del
Control+ y tratados con MeJA tuvieron valores menores pero iguales
estadisticamente (22.4 a 23.1). Después de 8 dias de almacenamiento los
contenidos de antocianinas fueron estadisticamente mayores (27.1) que los

contenidos registrados en los dias 0 y 4 (22.1 y 21.6 respectivamente).

La comparacion de medias de los valores de estos pigmentos en los distintos

tratamientos y dias de almacenamiento se indica el Cuadro 23.
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Cuadro 23. Comparacion de medias de los contenidos de antocianinas
monomeéricas de frutos de zarzamora cv ‘Sultana’ de campo (Control -),
desinfectados (Control +) y tratados con 50 o0 100 uM de MeJAI/L.

Tratamiento*dia Antocianinas monomeéricas
Control-,8 28.3a
MeJA 100,8 26.9ab
MeJA 50,8 26.9ab
Control+,8 26.3ab
Control-,0 25.8abc
Control-,4 25.1bcd
Control+,0 22.1cd
Control+,4 20.8d
MeJA 100,0 20.3cd
MeJA 50,0 20.3cd
MeJA 100,4 20.1d
MeJA 50,4 20.1d

En el dia 8 de almacenamiento, todos los tratamientos mostraron los valores mas
altos y estadisticamente similares entre ellos (25.8 a 28.3). Mientras que en los dias
0 y 4 todos los tratamientos mostraron los valores menores y estadisticamente
similares (20.1 a 25.1). La excepcion fue para el control- en el dia 0 que mostrd
valores similares a los mostrados por todos los tratamientos en el dia 8 (25.8). Este

comportamiento se muestra de forma grafica en la Figura 27.
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Figura 27. Cambios en el contenido de Antocianinas monomeéricas en frutos de
zarzamora cv ‘Sultana’, almacenados 8 dias a 10 °C. Control negativo (fruta de
campo), Control positivo (fruta desinfectada, almacenada en aire) a) tratamiento de
50 uM/L MeJA . b) tratamiento de 50 uM/L MeJA. Las barras verticales representan
los errores estandar de las medias. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

Wang et al., (2008), al evaluar los efectos en frutos de zarzamora de las aplicaciones
precosecha de 0.01 y 0.1 mM de MeJA en tres variedades de zarzamora (cv.
Chester Thornless, Hull Thornless, and Triple Crown Thornless), observaron un
mayor contenido de antocianinas totales con la aplicacién de 0.1 mM de MeJA en
las tres variedades (196.4, 221.6 y 216.9 mg/100g peso fresco respectivamente)
respecto de los frutos de plantas control. De igual forma se observaron resultados
similares en frutos de dos variedades de frambuesas con aplicaciones pre cosecha
de MeJA (0.01 y 0.1 mM); los frutos tratados mostraron también un mayor contenido
de antocianinas totales, respecto al control (Wang et al., 2005). Aunque nuestros
resultados no muestran un mayor contenido de estos pigmentos que los grupos
control, la aplicacion del MeJA no afectd0 negativamente la sintesis de estas
antocianinas. Es muy posible que la aplicacion poscosecha no tuvo el mismo

impacto fisioldgico que lo tuvo la aplicacion precosecha en la planta.

Estos son los primeros resultados de estudios de aplicaciones poscosecha de MeJA

en frutos de zarzamora aunque Blanch et al., (2011) realizaron aplicaciones de
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MeJA en etanol en poscosecha de frutos de zarzamoras de una cadena de
supermercados en Espafia para observar su efecto en la produccion de compuestos
volatiles (no encontraron algun efecto de la aplicacién). No obstante, Wang et al
(2021) reportaron un amplio conjunto de frutos con aplicaciones poscosecha de
MeJA en las que se sefialan efectos de este compuesto en la resistencia a
enfermedades, incrementos en la actividad antioxidante y en la sintesis de
diferentes compuestos asociados a las mejores caracteristicas de calidad
poscosecha de los mismos; siendo interesante sefialar que en algunos frutos las
mejores respuestas se encontraron con la aplicacion de concentraciones de 200 a
500 uM de MeJA. En este sentido , estudios realizados en frutos de fresa tratada
con 170 mL/L de MeJA y almacenadas por 5, 7 y 11 dias a 4 °C reportaron un
incremento del contenido de cianidin 3 glucésido (6 veces mayor) que el grupo
control; no obstante, en el dia 11 el grupo tratado con MeJA registré una notable
disminucién a la tercera parte del contenido mostrado por el grupo control quien
continuo incrementando su contenido de este pigmento (de la Pefia Moreno et al.,
2010).

6.2.4 Cambios en el perfil de antocianinas

La separacion e identificacion de las antocianinas de la zarzamora cv ‘Sultana’ por
HPLC, en las muestras de los controles positivo y negativo y tratadas con 50 y 100
MM/L MeJA durante todo el periodo de almacenamiento permitié reiterar que el pico
1 de todas las muestras pertenecia a la cinidina 3 glucdsido, antocianina mayoritaria
en los frutos de zarzamora. Esta antocianina representa el 70-90 % del total de
antocianinas en frutos de zarzamora (Rutz, 2012). Respecto de los demas picos
presentes en el cromatograma, no se observaron cambios en el perfil cromatograma

durante los dias de almacenamiento (Figura 28 y 29).
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Figura 28. Perfiles cromatograficos representativos de antocianinas en frutos de
zarzamora cv ‘Sultana’, almacenados por 0, 4 y 8 dias a 10 °C . A. Control negativo
(frutos de campo), B. Control positivo (frutos desinfectados + MeJA) C. tratamiento
50 pymol/L MeJA.

93



0.080 -
0.070 -
0.060
0.050 -

0.040

AU

0.030 -
0.020 -

0.010 -

. }
0.000 - i

-0.010 -

| — Dia0
| — Diad
{ — Dia8

B A e —

S

B go70-
0.0657
0.060°
0.055-
0.0507
0.045-
0.040°
0.035-

200307
0.0252
0.020-
0.0157
0.0107
0.005-

0.000

-0.0057
-0.0107

0,070~
0 osoé
0.050-|
o.o4oé
20 030—?
o.ozo—:

0010

0.000-]
=

-0.010-,
0.

2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500  60.00

2500 30.00 35.00 40,00 25,00 50.00 55.00 60.00

Tiempo (minutos)

— Dia0
— Dia 4
\ — Dia8

A\ A\ f/
— VA § P
e e

Tiempo (minutos)

? — Dia0
ﬂ _ Diad
|‘ — Diag
|
i
l‘
Ik
I
\‘ i
|
le |
|
J .
b /\J’\C L —
e i e e —————
2500 30000 3500 4000 4500 5000 5500  60.00

Tiempe (minutos)

Figura 29. Perfiles cromatograficos representativo de antocianinas en frutos de
zarzamora cv ‘Sultana’, almacenados por 0, 4 y 8 dias a 10 °C . A. Control negativo
(frutos de campo), B. Control positivo (frutos desinfectados + MeJA) C. frutos
desinfectados e inoculados con B. cinérea y tratados con 100 pmol/L MeJA.
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Tanto los tiempos de retencion, el espectro de absorcion y el area bajo la curva

mostraron valores similares después de 8 dias de almacenamiento (Cuadro24 y 25).

Cuadro 24. Identificacion de la antocianina del pico # 1 de frutos de zarzamora cv
‘Sultana’, almacenados 8 dias a 10 °C. Control negativo (fruta de campo), control
positivo (desinfeccion, MeJA), y tratados con 50 uM de MeJA.

Tiempo de Nombre del "
Tratamiento Pico retencion Area (UA)
. compuesto
(min)
D-0 Control 24.46
negativo 1 cinidina 3 glucosido 3060615.00
D-0 Control 24.52
positivo 1 cinidina 3 glucosido 3036055.33
D-0 50 ymol/L 24.44
MeJA 1 cinidina 3 glucosido 2537580.67
D-4 Control 24,71
negativo 1 cinidina 3 glucosido 3151008.00
D-4Control 24.80
positivo 1 cinidina 3 glucosido 2507845.33
D-4 50 ymol/L 24.73
MeJA 1 cinidina 3 glucosido 2354484.33
D-8 Control 24.55
negativo 1 cinidina 3 glucosido 3773027.67
D-8 Control 24.70
positivo 1 cinidina 3 glucosido 3069839.33
D-8 50 ymol/L 24.80
MeJA 1 cinidina 3 glucosido 3436817.00

Cuadro 25. Identificacién de la antocianina del pico # 1 de frutos de zarzamora cv
‘Sultana’, almacenados 8 dias a 10 °C. Control negativo (fruta de campo), control
positivo (desinfeccion, MeJA), y tratados con 100 uM de MeJA.

Tratamiento Pico T|empo_ ,de Nombre del Area (UA)
retencién compuesto

D-0 Control negativo 1 24.59 cinidina 3 glucosido 2504210.00
D-0 Control positivo 1 24.60 cinidina 3 glucosido 2476423.50
D-0 100 umol/L 25.05
MeJA 1 cinidina 3 glucosido 1985733.67
D-4 Control negativo 1 24.64 cinidina 3 glucosido 3626681.33
D-4Control positivo 1 24.60 cinidina 3 glucosido 3261710.33
D-4 100 ymol/L 24.56
MeJA 1 cinidina 3 glucosido 3070428.00
D-8 Control negativo 1 24.91 cinidina 3 glucosido 3869680.00
D-8 Control positivo 1 24.85 cinidina 3 glucosido 2895288.67
D-8 100 umol/L 24.84
MeJA 1 cinidina 3 glucosido 2845292.00
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Los datos anteriores confirman que las aplicaciones de MeJA no alteraron los
perfiles de antocianinas de los frutos asi como tampoco alteraron sus contenidos

como se mostrd en la seccion anterior.

El aumento en el contenido de antocianinas se puede relacionar con el etileno, el
cual estimula las enzimas involucradas en la biosintesis fendlica; principalmente la
actividad de fenilalanina amonio-liasa ( Rigby et al., 1972); Ismail, 1974). El metil
jasmonato en combinacion con sacarosa esta relacionado en la regulacion de las

enzimas involucradas en la produccion de antocianinas (Belhadj et al., 2008).

Los datos anteriores sefialan que durante el almacenamiento hubo sintesis de estos
compuestos que pudo estar ligada al simple hecho de generar un mayor contenido
de pigmentos. No obstante, también esta sintesis puede estar ligada a la formacién
de derivados de la 3-desoxiantocianinas como la apigenidina, la luteolinidina y estas
con la formacion de fluobafenos los cuales constituyen fitoalexinas relacionadas a
el control de patdégenos en otras plantas (Ibraheem et al., 2015) La biosintesis de
flavonoides es altamente inducible por diferentes factores de estrés tanto de tipo
biético como abiético (Hammerschmidt, 1999) y en este ultimo caso pueden ser
parte de las respuestas de defensa de las plantas hacia patégenos. No obstante,
las fitoalexinases incluyen una amplia diversidad quimica que incluyen derivados de
fenil propanoides como de flavonoides, isoflavonoides y sesquiterpenos y por ello

mismo pueden proceder de rutas metabolicas diferentes (Hammerschmidt, 1999).

6.2.5 Cambios en el contenido de fenoles totales

El andlisis de varianza general de los contenidos de fenoles totales de los frutos de
zarzamora cv ‘Sultana’ procedentes de los diferentes tratamientos y almacenados
por O, 4 y 8 dias a 10 °C permiti6 observar efectos altamente significativos del
tratamiento, dia de almacenamiento y de la interaccidn concentracion de MeJA*dia

de almacenamiento (Cuadro 26).
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Cuadro 26. Significancia estadistica de los efectos de los tratamientos, las
aplicaciones de MeJA y los dias de almacenamiento en el contenido de fenoles
totales de frutos de zarzamora cv ‘Sultana’ almacenados por 0, 4 y 8 dias a 10 °C.

Factor parametros | GL 2 cuadrado Valor F p>F
Tratamiento 3 3 21567.96 5.5164 0.0013
Dia 2 2 107899.60 41.3958 <.0001
Tratamiento*Dia 6 6 13886.75 1.7759 0.1077

La concentracion de fenoles totales se incrementd conforme transcurrid el

almacenamiento (de 268.9 a 333.1 en los dias 0 y 8 respectivamente), asi mismo

los frutos del control- o procedentes del campo mostraron los mayores contenidos

de fenoles (320.0) respecto de los frutos desinfectados o control+ y de los tratados

con MeJA que fueron estadisticamente iguales (292.3 y 310.9, respectivamente).

Aungque a medida que transcurrié el almacenamiento, incrementaron los contenidos

de fenoles, las diferencias por efecto del MeJA no fueron significativas.

Cuadro 27. La comparacion de medias de los contenidos de fenoles en todo el
experimento permite visualizar este comportamiento.

Trat*conc*dia

mg eq. de acido
galico/100 g pf

Control-,8 353.4a
MeJA 50,8 339.8ab
Control-,4 326.0ab
MeJA 50,4 324.3abc
MeJA 100,4 322.8abc
Control+,8 320.8ab
MeJA 100,8 318.4abc
Control+,4 297.5bcd
MeJA 100,0 291.5bcde
Control-,0 280.4cde
Control+,0 258.5de
MeJA 50,0 245.1e
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Los datos anteriores muestran que hubo una biosintesis de compuestos fendlicos a
medida que transcurrio el almacenamiento y que esta fue independiente de los

tratamientos de MeJA aplicados como también se ilustra en la Figura 30
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Figura 30. Cambios en el contenido de fenoles totales en frutos de zarzamora,
almacenados 8 dias a 10 °C. Control negativo (fruta de campo), Control positivo
(fruta desinfectada, almacenada en aire) a) tratamiento de 50 pmol/L MeJA. b)
tratamiento de 100 umol/L MeJA. Las barras verticales representan los errores
estandar de las medias. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05).

Los resultados obtenidos fueron similares a lo reportado por de la Pefia Moreno et
al., (2010), evaluaron frutos de fresa almacenados 11 dias a 4 °C, con el tratamiento
de MeJA, reportaron que hasta el dia 7 de almacenamiento los frutos presentaron
un aumento del 35 % en el contenido de fenoles totales, respecto al control, sin
embargo, en el dia 11 disminuy6 por debajo de la concentracion del control. Wang
et al., (2005), evaluaron frutos de fresa almacenados por 5 dias a 7 °C, reportaron
un aumento de compuestos fendlicos en frutas tratadas con MeJA respecto al
control (frutas sin tratar) el cual obtuvo los valores mas bajos de compuestos

fendlicos (Ayala - Zavala et al., 2005).
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6.2.6 Cambios en el perfil de fenoles por HPLC

Al realizar la identificacion individual de fenoles por el método de HPLC, en la
concentracion de 50 pymol/L MeJA en el dia 0, 4 y 8 de almacenamiento en los
controles —, + y tratamiento de MeJA se identificaron los picos 2, 5y 9 como &cido
siringico, acido cumarico y rutina respectivamente, los picos 1, 3, 4, 6, 7 y 8 se
reportaron como compuestos no identificados (figura 31, cuadro 28), durante todo

el almacenamiento no se observé cambio en el perfil fendlico de estos compuestos.
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Figura 31. Perfil de compuestos fendlicos en frutos de zarzamora cv ‘Sultana’,
almacenados 8 dias a 10 °C. A) Dia 0, B) Dia 4 C) Dia 8. Control — (Frutos de
campo), Control + (frutos desinfectados + MeJA), Tratamiento MeJA (frutos
desinfectados e inoculados con B. cinérea + 50 uymol/L).
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Cuadro 28. Fenoles identificados en frutos de zarzamora cv ‘Sultana’ procedentes
de campo (control negativo); desinfectados + MeJA y almacenados en aire (control
positivo) y tratados con 50 uM de Meja (frutos desinfectados e inoculados con B.
cinérea almacenados a 10 °C por 8 dias.

Nombre del Numero Tiempo de ) Nombre del
tratamiento de pico retencion Area compuesto
1 16.40 85773 | No identificado
2 28.49 177776 | Acido Siringico
3 31.08 143869 | No identificado
D;]%;:;[Rf;o' 4 33.46 450446 | No identificado
5 34.65 529114 | Acido cumarico
6 36.46 24491 | No identificado
9 40.07 55293 | Rutina
1 16.45 99890 | No identificado
2 28.54 131710 | Acido Siringico
3 31.11 143091 | No identificado
D-0 Control 4 33.51 504734 | No identificado
positivo 5 34.84 678980 | Acido cumarico
6 36.48 58426 | No identificado
7 37.66 45178 | No identificado
9 40.16 83409 | Rutina
1 16.32 78274 | No identificado
2 28.44 210283 | Acido Siringico
3 31.04 157308 | No identificado
D-0 50 umol/L 4 33.42 632367 | No identificado
MeJA 5 34.78 699868 | Acido cumarico
6 36.45 33635 | No identificado
7 37.63 52765 | No identificado
9 40.11 76945 | Rutina
1 16.32 90788 | No identificado
2 28.42 149435 | Acido Siringico
3 31.05 31 | No identificado
4 33.43 462734 | No identificado
D-4 Control P .
negativo 5 34.79 Acido cumarico
6 36.50 27998 | No identificado
7 37.70 34833 | No identificado
8 38.97 21476 | No identificado
9 40.20 50997 | Rutina
D-4 Control 1 16.67 496765 | No identificado
positivo 2 28.41 159425 | Acido Siringico
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3 31.11 206025 | No identificado
4 33.46 285428 | No identificado
5 34.83 514804 | Acido cumarico
6 36.54 26844 | No identificado
7 37.74 37351 | No identificado
9 40.20 44151 | Rutina
1 16.57 103894 | No identificado
2 28.52 158659 | Acido Siringico
3 31.10 174239 | No identificado
D-4 50 ymol/L 4 33.47 285428 | No identificado
MeJA 5 34.83 544328 | Acido cumarico
6 36.54 28351 | No identificado
7 37.74 37351 | No identificado
9 40.23 29367 | Rutina
1 16.44 80841 | No identificado
2 28.41 169025 | Acido Siringico
3 30.99 229619 | No identificado
4 33.37 215685 | No identificado
Dfeg;ir:};d 5 34.75 518123 | Acido cumarico
6 36.46 27454 | No identificado
7 37.67 37140 | No identificado
8 38.94 31197 | No identificado
9 40.16 81667 | Rutina
1 16.54 210139 | No identificado
2 28.54 180623 | Acido Siringico
3 31.15 242305 | No identificado
4 33.54 185414 | No identificado
D-sogi?icgo' 5 34.91 388724 | Acido cumarico
6 36.60 27340 | No identificado
7 37.79 38270 | No identificado
8 39.05 33263 | No identificado
9 40.29 70184 | Rutina
1 16.64 86696 | No identificado
2 28.62 151545 | Acido Siringico
3 31.22 217576 | No identificado
4 33.59 277250 | No identificado
D8 ?\;)e;jr’:oI/L 5 34.96 463140 | Acido cumarico
6 36.68 31089 | No identificado
7 37.86 39639 | No identificado
8 39.11 36988 | No identificado
9 40.35 69971 | Rutina
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Los controles -, + y el tratamiento de 50 yM MeJA, no presentaron diferencias en
las areas de los compuestos identificados durante 8 dias de almacenamiento
(cuadro 29).

Cuadro 29. Comparacion de areas de los compuestos identificados en el perfil
fendlico de tratamiento 50 uM MeJA.

Tratamiento Dia ':gmg[lzgg Area
Control - 0 Acido Siringico | 177776 a
Control + 0 Acido Siringico | 131710 a
50 uM MeJA 0 Acido Siringico | 210283 a
Control - 4 Acido Siringico | 149435 a
Control + 4 Acido Siringico | 159425 a
50 uM MeJA 4 Acido Siringico | 158659 a
Control - 8 Acido Siringico | 169025 a
Control + 8 Acido Siringico | 180623 a
50 uM MeJA 8 Acido Siringico | 151545 a
Control - 0 Acido cumarico | 529114 a
Control + 0 Acido cumarico | 678980 a
50 uM MeJA 0 Acido cumarico | 699868 a
Control - 4 Acido cumarico | 462734 a
Control + 4 Acido cumarico | 514804 a
50 uM MeJA 4 Acido cumarico | 544328 a
Control - 8 Acido cumarico | 518123 a
Control + 8 Acido cumarico | 388724 a
50 uM MeJA 8 Acido cumarico | 463140 a
Control - 0 Rutina 55293 a
Control + 0 Rutina 83409 a
50 uM MeJA 0 Rutina 76945 a
Control - 4 Rutina 50997 a
Control + 4 Rutina 44151 a
50 uM MeJA 4 Rutina 29367 a
Control - 8 Rutina 81667 a
Control + 8 Rutina 70184 a
50 uM MeJA 8 Rutina 69971 a
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Los frutos tratados con 100 uM/L de MeJA, en el dia 0, 4 y 8 de almacenamiento no
se observo cambio en el perfil fendlico, los cromatogramas son representativos para
cada tratamiento. En los controles —, + y tratamiento de MeJA se identificaron los
picos 2, 5y 9 como &cido Siringico, Acido cumarico y rutina respectivamente, los
picos 1, 3, 4, 6, 7 y 8 se reportaron como compuestos no identificados (figura 32,
cuadro 30), durante todo el almacenamiento no se observé cambio en el perfil

fendlico de estos compuestos.
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Figura 32. Cromatogramas representativos del perfil de compuestos fendlicos en
frutos de zarzamora cv ‘Sultana’, almacenados 8 dias a 10 °C. A) Dia 0, B) Dia4 C)
Dia 8. Control — (Frutos de campo), Control + (frutos desinfectados + MeJA),
Tratamiento MeJA (100 pmol/L).
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Cuadro 30. Fenoles identificados en frutos de zarzamora cv ‘Sultana’ procedentes
de campo (control negativo); desinfectados + MeJA y almacenados en aire (control
positivo) y tratados con 100 uM de MeJA (frutos desinfectados e inoculados con B.
cinérea) almacenados a 10 °C por 8 dias.

Nombre del | Numero | Tiempo de ) Nombre del
tratamiento | de pico retencion Area compuesto
1 16.36 103914 | No identificado
2 28.38 121292 | Acido Siringico
3 30.97 120895 | No identificado
D-0 Control 4 33.33 525229 | No identificado
negativo 5 34.70 773474 | Acido cumarico
6 36.37 48819 | No identificado
7 37.56 63272 | No identificado
9 40.06 75211 | Rutina
1 16.48 112503 | No identificado
2 28.32 139464 | Acido Siringico
3 30.93 127219 | No identificado
D-0 Control 4 33.30 348489 | No identificado
positivo 5 34.67 508449 | Acido cumarico
6 36.38 25776 | No identificado
7 37.57 36374 | No identificado
9 40.07 39589 | Rutina
1 16.85 91748 | No identificado
2 28.84 198468 | Acido Siringico
3 31.33 221893 | No identificado
D-0 100 4 33.66 875894 | No identificado
umol/L MeJA 5 35.03 1030957 | Acido cumarico
6 36.72 47158 | No identificado
7 37.92 70734 | No identificado
9 40.38 80031 | Rutina
1 16.53 131340 | No identificado
2 28.50 176519 | Acido Siringico
3 31.06 166545 | No identificado
D-4 Control 4 33.43 324648 | No identificado
negativo 5 34.80 2375499 | Acido cumarico
6 36.50 28197 | No identificado
7 37.69 36780 | No identificado
9 40.18 68910 | Rutina
D-4 Control 1 16.47 114318 | No identificado
positivo 2 28.44 77192 | Acido Siringico
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3 31.04 150777 | No identificado
4 33.43 139691 | No identificado
5 34.79 324558 | Acido cumarico
6 36.49 21592 | No identificado
7 37.68 124412 | No identificado
9 40.16 44058 | Rutina
1 16.44 117350 | No identificado
2 28.44 77192 | Acido Siringico
3 31.03 170027 | No identificado
4 33.41 198769 | No identificado
D-4100 < )
umol/L MeJA 5 34.79 400054 | Acido cumarico
6 36.47 22062 | No identificado
7 37.66 29751 | No identificado
8 38.96 16675 | No identificado
9 40.15 59027 | Rutina
1 16.74 133121 | No identificado
2 28.76 172830 | Acido Siringico
3 31.37 252582 | No identificado
D-8 Control 4 33.59 342281 | No identificado
negativo 5 35.10 595493 | Acido cumarico
6 36.79 29554 | No identificado
7 37.99 41701 | No identificado
9 40.47 100834 | Rutina
1 16.69 177648 | No identificado
2 28.68 189713 | Acido Siringico
3 31.28 230008 | No identificado
4 33.51 223667 | No identificado
D-8 Control P .
pOSitivo 5 35.01 543420 | Acido cumarico
6 36.71 28354 | No identificado
7 37.89 37726 | No identificado
8 39.17 25371 | No identificado
9 40.38 64150 | Rutina
1 16.69 110382 | No identificado
2 28.67 109773 | Acido Siringico
3 31.26 198011 | No identificado
D-8 100 4 33.65 202191 No identificado
umol/L MeJA 5 35.02 459431 | Acido cumarico
6 36.73 34279 | No identificado
7 37.91 41045 | No identificado
8 39.17 28717 | No identificado
9 40.31 62375 | Rutina
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Los controles -, + y el tratamiento de 100 yM MeJA, no presentaron diferencias en
las areas de los compuestos identificados durante 8 dias de alanceamiento (cuadro
31).

Cuadro 31. Comparacion de areas de los compuestos identificados en el perfil
fendlico de tratamiento 100 uM MeJA.

Tratamiento Dia Nombre del Area
compuesto
Control - 0 Acido Siringico 121292 a
Control + 0 Acido Siringico 139464 a
100 uM MeJA 0 Acido Siringico 198468 a
Control - 4 Acido Siringico 176519 a
Control + 4 Acido Siringico 77192 a
100 uM MeJA 4 Acido Siringico 77192 a
Control - 8 Acido Siringico 172830 a
Control + 8 Acido Siringico 189713 a
100 uM MeJA 8 Acido Siringico 109773 a
Control - 0 Acido cumarico 773474 a
Control + 0 Acido cumarico 508449 a
100 uM MeJA 0 Acido cumarico 1030957 a
Control - 4 Acido cumarico 2375499 a
Control + 4 Acido cumarico 324558 a
100 uM MeJA 4 Acido cumarico 400054 a
Control - 8 Acido cumarico 595493 a
Control + 8 Acido cumarico 543420 a
100 uM MeJA 8 Acido cumarico 459431 a
Control - 0 Rutina 75211 a
Control + 0 Rutina 39589 a
100 uM MeJA 0 Rutina 80031 a
Control - 4 Rutina 68910 a
Control + 4 Rutina 44058 a
100 uM MeJA 4 Rutina 59027 a
Control - 8 Rutina 100834 a
Control + 8 Rutina 64150 a
100 uM MeJA 8 Rutina 62375 a
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Como fitohormona endégena MeJA juega un papel clave en la regulacién de una
gran diversidad de procesos fisiologicos y bioquimicos en las plantas, incluida la
estimulacion de la biosintesis de metabolitos secundarios. Se ha demostrado que el
MeJA induce la biosintesis de fenoles en berries (Larronde et al., 2003) .

6.3 Efectos de la aplicacion de la tecnologia de Campos eléctricos
pulsados en el control de Botrytis cinerea.

De acuerdo con lo planeado en los procedimientos metodoldgicos; esta parte del
proyecto analizé los efectos de la aplicacion de diferentes tratamientos de campos
eléctricos pulsados en el control poscosecha del desarrollo de Botrytis cinerea
inoculado a frutos de zarzamora Cv ‘Sultana’ en estado fresco y almacenados por
4 dias a 23 °C. De forma resumida los tratamientos sefialados aplicados fueron los
descritos en la seccion 5.16 (Cuadro 4).

Los tratamientos T1, T2 y T3 utilizaban conjuntos de cinco frutas sometidas a una
tension eléctrica de 10 000, 7 500 y 5 000 volts respectivamente con una distancia
entre los electrodos de 2.5 cm y tiempos de aplicacion de 500 ps; mientras que los
tratamientos T4 y T5 utilizaban conjuntos de 25 frutas sometidas a 10 000 volts con
distancias entre electrodos de 10 cm en ambos y tiempos de aplicacion de 500 y
2500 ps respectivamente. Todos los tratamientos fueron sometidos a 100 pulsos
eléctricos bajo las condiciones descritas. Un tratamiento control lo constituyé un
conjunto de cinco frutos suspendidos en agua por un tiempo similar al utilizado para

realizar los tratamientos mencionados.

Control T1 T2 T3 T4 TS5
Voltaje (v) 0 10,000 7,500 5,000 10,000 10,000
Anchura (us) 0 5 5 5 5 20
Frecuencia Hz 0 100 100 100 100 100
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N° de pulsos 0 100 100 100 100 100

Distancia de 0 2.5 2.5 2.5 10 10
electrodos (cm)

N° de frutos 5 5 5 5 25 25
Tiempo de 0 500 500 500 500 2,500
aplicacion de

pulsos (us)

6.3.1Efectos de los CEP en la incidencia de Botrytis cinerea.

El andlisis de varianza general de los datos de % de inhibicién del crecimiento del
hongo (% de frutos no infectados), mostro un efecto altamente significativo de los
tratamientos de CEP, dia de almacenamiento y de la interaccién tratamiento*dia de

almacenamiento (Cuadro 32).

La comparacion de medias de la interaccion tratamiento*dia de almacenamiento
indicé que la aplicacion de 100 pulsos de los campos eléctricos con tensiones de
10000 y 7500 Volts (Tratamientos T1y T2) por 500 us c/uy 2.5 cm de separacion
de los electrodos de carga, provocé un 80 % de inhibicion de frutos infectados por
Botrytis cinerea en comparacion del grupo control que solo mostré6 un 40 % de
inhibicién (Cuadro 32 y Figura 33).

Cuadro 32. Andlisis de varianza general del % de inhibicion del crecimiento de

Botrytis cinerea de los tratamientos de CEP en frutos de zarzamora cv ‘Sultana’
almacenados 4 dias a 21 °C.

Fuente de v. | pardmetros GL 2cuadrados Valor F p>F
Tratamiento 5 5 1652.000 | 2.740133e+14 <.0001
Dia 1 1 37636.000 | 3.121297e+16 <.0001
Tratamiento*Dia 5 5 1652.000 2.740133e+14 <.0001
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Tratamiento*dia % inhibicion
T1,4 80.0a
T2,4 80.0a
T5,4 64.0b
T4,4 64.0b
T3,4 60.0c
Control,4 40.0d

Las aplicaciones de 100 pulsos de 5000 Volts por 500 us c/u con 2.5 cm de distancia
de los electrodos de carga (tratamiento T3) mostraron una menor eficiencia para
inhibir el crecimiento del hongo. Por otro lado, el tratamiento T4 con condiciones
similares de aplicacién al tratamiento T1 pero diferente nimero de frutos y mayor
distancia entre los electrodos de carga (10 cm) disminuy6 su eficiencia de inhibicién
del crecimiento del hongo en un 16 % y que el incremento del tiempo de aplicacion
de los pulsos de 500 a 2500 ms con la misma distancia de los electrodos de carga
(tratamiento T5) y el mismo numero de frutos, no mejoré los porcentajes de

inhibicién de crecimiento del hongo.

Todos estos datos en su conjunto sugieren que la aplicacion de la tecnologia de
campos eléctricos pulsados para la inhibicién del crecimiento de Botrytis cinerea fue
mejor cuando se aplicaron 100 pulsos de tensiones de 7500 a 10000 Volts con una
duracion de 500 ps c/pulso y utilizando una distancia entre los electrodos de carga
de 2.5 cm. También estos datos mostraron que el incrementar el tiempo de
aplicacion de los pulsos de 500 a 2500 us y la distancia de los electrodos de
aplicacion, no mejoro el % de inhibicion del crecimiento del hongo

Se observé inhibicién de Botrytis cinerea en todos los tratamientos a los 4 dias de
almacenamiento a 21 °C, siendo el tratamiento 1 y 2 los que presentaron menor
incidencia de Botrytis cinerea con el 66 % seguidos del tratamiento 3, 4 con el 36 %
y el tratamiento 5 con el 40% siendo todos menores respecto al control (Figura 20).

Estos resultados coinciden parcialmente con lo reportado por Jin et al en el 2017
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donde obtuvieron una reduccion de 3,5 y 3,1 log CFU/g en frutos de arandano
inoculados con cultivos de 10° CFU de E. Coli y Listeria innocua respectivamente y
sometidos al tratamiento de CEP con una intensidad de fuerza de 2 kV cm* durante
2y 4 min.

100
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% de incidencia de Bofrytis cinerea

Control T1 T2 T3 T4 TS

Tratamientos

Figura 33. Porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en frutos de zarzamora cv
‘Sultana’, almacenados durante 4 dias a 21 ° C, después de la aplicacion de 100
pulsos de campos eléctricos pulsados por 500 us c/u. T1, T2 y T3 frutos sometidos
a 10 000, 7 500 y 5 000 volts y 2.5 cm de distancia de electrodos; T4 y T5 frutos
sometidos a 10 000 volts con distancia entre los electrodos de 10 cm y tiempos de
aplicacion de 500 ps. Las barras verticales representan los errores estandar de las
medias. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (P< 0.05).

6.3.2 Cambios en la calidad del fruto. Reversiéon de color

Después de 5 horas de la aplicacion de los campos eléctricos pulsados, los

parametros de calidad visual fueron afectados, los frutos presentaron reversién de
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color en algunas drupeolas, y este desorden se incrementd hasta alcanzar el 100 %
de reversion de color después de 2 de almacenamiento (Figura 34). En estudios
realizados por Jin et al., 2017 en frutos de arandano reportan que el tratamiento de
campos eléctricos pulsados aumenta la permeabilidad de las membranas celulares
debido al fendmeno de electroporacion, al ocurrir este fendmeno se puede inducir
la ruptura de los aglomerados de antocianinas, lo cual podria explicar la reversion
de color observada (Flores-Sosa et al.,2021). Por ello, los tratamientos que
inhibieron el crecimiento de B. cinerea hasta en un 80%, no se recomiendan para
su uso, debido a que afecta el principal pardmetro de calidad visual del fruto de
zarzamora. Por ello, es necesario, realizar mas estudios para optimizar el uso de

esta técnica en el control de este patdégeno en zarzamora.

Control T1 T2 T3 T4 T5

g N L
YEX BEL

Figura 34. Incidencia de reversion de color en frutos de zarzamora cv ‘Sultana’,
después de 5 horas de ser tratados por diferentes campos eléctricos pulsados y
almacenados 2 dias de a 21 ° C.

Estos datos coinciden parcialmente con los resultados encontrados por Jin et al
(2017) en frutos de arandano inoculados con 108 UFC de E coli y Listeria innocua

suspendidos en una solucién desinfectante de acido peracético y tratados por
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campos eléctricos pulsados de 2.0 kV/cm por 4 min en una secuencia de 100 pulsos
por segundo y un ancho de pulso de 3 ms, logrando disminuir hasta en 3 log las
poblaciones de los microrganismos, manteniendo la calidad de los frutos y
aumentando el contenido de antocianinas totales. Basados en los resultados aqui
encontrados y lo encontrado por estos autores, es posible que disminuyendo la
intensidad de los campos eléctricos y utilizando un elemento desinfectante o la

aplicacién de MeJA se pueda mejorar los resultados obtenidos.

Aunque no estan completamente descritas las bases mecanisticas de los efectos
de los CEP sobre la estructura y fisiologia de Botrytis cinerea; Evrendilek et al.,
(2009) realiz6 observaciones sobre los efectos de diferentes CEP en néctares de
cereza, chabacano y durazno inoculados con cultivos con 10° — 108 esporas mL""
del hongo y tratados con campos de 17 a 34 kVoltscm™' con una duracién de pulso
de 3 us y una frecuencia de 500 pulsos por segundo observando una inhibicién
completa de la elongacion del tubo germinal con fuerzas del campo eléctrico de 20,
23 y 27 kVecm™' para los medios en néctares de cereza, chabacano y durazno
respectivamente asi como una completa inhibicion de la germinacion de esporas
con tiempos de tratamiento de 94, 123 y 218 us para los néctares de cereza,

chabacano y durazno respectivamente.

Estos autores sefalaron que a menor pH del medio, la inhibicidn de la germinacion
se ve favorecida y que pH mayores demanda tiempos de proceso e intensidad de
campo mayores. Las observaciones microscopicas de las conidias del hongo
tratado respecto del grupo control, sefalaron una morfologia degradada con
grandes vesiculas dentro de las paredes celulares, coagulacion citoplasmica y
encogimiento. De acuerdo con estos datos, es posible que la menor intensidad de
los CEP utilizados en este estudio (7.5 a 10 kV) fue una posible causa de no
alcanzar el 100 % de inhibicion de la germinacion de las esporas del hongo y aunque
los tiempos de tratamiento fueron mayores (500 us) esto no fue suficiente para
lograr ese objetivo.
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Angersbach et al., (2000) establecieron que la aplicacion de campos eléctricos
pulsados de 400 a 800 V en tejidos de papa, manzana y pescado provoco una
degradacion irreversible de la membrana celular generando una electroporacion del
tejido y que la formacién de canales conductivos ocurrié en nano segundos y que la

formacion de poros de mayor tamafio se llevd a cabo en microsegundos.

De acuerdo con lo anteriormente establecido, es necesario continuar realizando
estudios con diferentes intensidades de campos de fuerza manipulando los tiempos
de tratamiento y las caracteristicas desinfectantes de la solucién de suspension de

los frutos.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo permitieron llegar a las siguientes conclusiones:
La aplicacién de atmosferas modificadas activas (15 % de CO2+ aire) evitd la
incidencia de Botrytis cinerea, durante 4 dias a 10 °C y es una alternativa viable

para el control del microorganismo en pos cosecha.

No obstante, es importante confirmar este resultado bajo condiciones de
temperatura Optima de conservacion para la zarzamora y verificar que se alcance

una vida poscosecha de 2 semanas.

También este estudio sefialé que deben de estudiarse materiales de plastico que
permitan un mejor intercambio de O2 sin alterar significativamente la composiciéon
de CO..

Lo anterior es importante, dado que, aunque la atmésfera utilizada controlé el
desarrollo del patégeno, tuvo efectos de consideracion en el color y en el contenido

de antocianinas.

La aplicacion poscosecha de metil jasmonato en 50 y 100 pymol/L en frutos de
zarzamora, redujo de manera significativa (hasta en 4.6 %) la incidencia de Botrytis
cinerea en los frutos y mejoro la firmeza de los mismos, sin afectar los factores de
calidad visual (% de marchitez), pérdida de peso, AT y SST, el contenido y perfiles
de antocianinas y fenoles.

Dado que este compuesto puede ser aplicado en forma de vapores en los
almacenes de conservacion de la fruta; este tratamiento también puede ser una

alternativa viable para el control de Botrytis cinerea en el almacenamiento.

La aplicacion de campos eléctricos pulsados con una intensidad de 7.5 a 10 kV en
100 pulsos por segundo y con una duracion de 500 us permitieron una inhibicion de

hasta el 80 % del desarrollo de Botrytis cinerea.
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No obstante, estos tratamientos de CEP incrementaron la incidencia de reversion
de color por lo que es necesario realizar mas estudios para establecer las mejores
condiciones que permitan lograr el control del desarrollo del hongo sin afectar la

calidad visual del fruto.
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Figura 35. Curva estandar de acido galico para la determinacién de fenoles.
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