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INTRODUCCION

El jitomate es la aportacién vegetal de México mas extendida mundialmente. La
aceptacién que tiene en las diversas culturas del mundo se evidencia por ser el
segundo producto horticola en el consumo mundial. Es el principal producto
horticola de exportacion, ya que representa el 37% del valor total de las
exportaciones de legumbres y hortalizas y el 16% del valor total de las
exportaciones. El consumo del jitomate es de gran importancia debido a la
incorporacion de este producto en los habitos alimenticios de gran parte de la
poblacion mundial. Esta hortaliza cobra cada vez un lugar significativo en la
dieta humana dada la posibilidad que tiene de utilizarse en forma fresca o
procesada industrialmente, acompafiando numerosos platos, mejorando la
apariencia de los mismos, enriqueciéndolos nutricionalmente por su aporte en
vitaminas y minerales(Salgado y Bruzén, 2005).

El jitomate es un producto perecedero que se caracteriza por tener tiempo de
vida en anaquel limitado, permanecen vivos después de la cosecha, tienen alto
contenido de agua y su deterioro es causado por factores biolégicos que
dependen de la fisiologia, asi como por factores patoldgicos y entomolégicos.

Las mayores pérdidas en la produccién del jitomate ocurren en la etapa post
cosecha, donde el producto es manejado y almacenado en condiciones poco
adecuadas que generan severos danos en su calidad provocando alteraciones
en su composicion quimica y en su calidad final (Gallegos y Osnaya, 1977). La
principal alteracion que le afecta es el ataque por hongos patégenos,
reduciendo asi su vida util durante su almacenamiento.

En el manejo poscosecha del jitomate existen operaciones especiales como la
combinacion de cera- fungicida; para ofrecer al consumidor una apariencia
brillosa caracteristica del jitomate y prolongar su vida util. Sin embargo la
adicion de fungicidas es perjudicial para el hombre y el medio ambiente debido
a su toxicidad. Por ello en el presente trabajo se plantea una alternativa;
aplicar un recubrimiento de quitosan al jitomate y evaluar la actividad
antifungica sobre los principales hongos patdégenos que afectan la vida util del
jitomate. Este compuesto natural es biodegradable, no tdxico (Larez, 2003).
Teniendo como antecedente la aplicacién de peliculas de quitosan en varios
productos hortifruticulas para inhibir el crecimiento de hongos, obteniendo
como resultado la inhibicién de los patdogenos y sobre todo no afectando las
caracteristicas quimicas vy fisiologicas del los productos (Cheah, 1997; Fornes
,2004; Ponnachanna, 2003).



RESUMEN

El Objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antifungica del quitosan y
oligémeros de quitosan “In vitro” e “In vivo”, en el control de hongos patégenos
que afectan la vida poscosecha del jitomate.

Se trabajé con el jitomate, ya que es el principal producto horticola de
exportacion, que se caracteriza por tener tiempo de vida en anaquel limitado.
Por lo que se propuso evaluar la actividad antifungica del quitosan y oligébmeros
de quitosan, los cuales han demostrado inhibir el crecimiento de los hongos
fitopatégenos que atacan a frutos y hortalizas.

Inicialmente se realiz6 el aislamiento, purificacién e identificacion de cepas
patégenas, provenientes de jitomates enfermos, obteniendo cepas identificadas
como Rhizopus stolonifer, Alternaria solani, Phytophthora infestans, Botrytis
cinerea y Fusarium culmorum; posteriormente se realizaron pruebas ”In vitro”
en placas agar—quitosan a las concentraciones de (0.5% ,1% 1.5%)
observandose la actividad fungicida al 100% en sélo dos cepas: Fusarium
culmorum y Phytophthora infestans mientras que en las tres cepas restantes el
crecimiento radial era total sobre la placa.

Posteriormente se evalluo la actividad antifingica de los oligdbmeros de
quitosan los cuales, fueron obtenidos a partir de la hidrélisis del quitosan en
condiciones de radiacion por microondas (Ronge y Song, 2005). Se trabaj6é a
concentraciones de 0.1%, 0.3% y 0.5% registrandose un crecimiento radial
menor en las cinco cepas identificadas en un periodo de tiempo de 12 dias. Por
lo que se aument6é aun mas la concentraciéon de los oligdbmeros a 0.8% y 1%,
observandose a la concentracion de 1% un mayor efecto fungicida en los
mohos Alternaria solani, Phytophthora infestans y Fusarium culmorum,
mientras que en los hongos Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea se registrd
un efecto fungistatico.

Finalmente se realizaron las pruebas “In vivo” en donde no se obtuvieron los
mismos resultados que en las pruebas “In vitro”’; en donde se observo que los
hongos Alternaria solani, Phytophthora infestans y Botrytis cinerea fueron
totalmente inhibidos en un periodo de 12 dias. Los oligbmeros de quitosan
demostraron poseer una mayor actividad antifungica que el quitosan.



1. ANTECEDENTES

1.1 SITUACION ACTUAL DEL MERCADO DEL JITOMATE EN MEXICO.

1.1.1 HISTORIA

El jitomate (del ndhuatl xitli,"ombligo” y tomatl, “tomate”) es la aportacion
vegetal de México mas extendida mundialmente. La aceptacion que tiene en
las diversas culturas del mundo se evidencia por ser el segundo producto
horticola en el consumo mundial. Es un importante generador de divisas y
generador de empleos para el pais. El jitomate o tomate rojo es originario de
América del Sur, aunque se considera a México como centro de su
domesticacién. Con la llegada de los espanoles se expandio al viejo continente
y de ahi a todo el mundo; con su comercializacion y difusiébn lograda,
actualmente forma parte de la dieta alimenticia de varias culturas en el globo
terraqueo (Trevor, 2002).

En México, como en otras partes del mundo, preferimos consumir el jitomate
fresco, pero también es utilizado como producto industrializado para elaborar
pastas, salsas, purés, jugos, etc., gracias a los avances tecnologicos para su
procesamiento y a las modificaciones en los gustos y costumbres de las
nuevas generaciones, lo que exige calidad en cuanto a su distribucion y venta
en fresco, determinando y condicionando nichos de mercado (Informacién

oportuna de Mercados, 2002).

1.1.2 VARIEDADES EN MEXICO

La variedad cerasiforme, es conocida vulgarmente con el nombre de Tomate
Cereza, por su pequefo tamarno y diversidad de colores, que van desde el rojo
al amarillo. Generalmente, el interior esta dividido en dos Unicas cavidades. La
planta en conjunto no alcanza un gran desarrollo, destacando también el
pequeno tamafno de las hojas. Esta variedad esta considerada como la mas
primitiva de la especie, de la cual han derivado todas las demas.



En la variedad vulgare, los jitomates pueden alcanzar gran tamafo, los
jitomates son lisos, con numerosas cavidades en el interior. Las hojas y tallos
son grandes y de color verde intenso. Bajo la variedad pyriforme, los jitomates
tienen forma de pera, y normalmente solo poseen dos cavidades en el interior.

El porte de la planta es de tamano medio (Secretaria de economia, 2001).
1.1.3 PRODUCCION MUNDIAL

En los ultimos anos, la produccion mundial se ha mantenido estable, con un
nivel promedio anual de 86 millones de toneladas. Segun datos de la FAO de la
ONU, los principales productores de tomate son China, Estados Unidos,
Turquia, Italia, Egipto e India, paises que conjuntamente han producido durante
los ultimos 10 afos el 70% de la produccion mundial. A nivel continental, segun
los reportes de FAQO, Asia participa con poco mas del 50%, seguida de América
con 20%, Europa 15% vy el resto proviene de Oceania y Africa (Informacion
oportuna de Mercados, 2002).

Durante el periodo analizado (ultimos 10 afios), China ha sido el principal
productor mundial de jitomate en el mundo al promediar 15 millones de
toneladas anuales (17% del total mundial), seguida de los Estados Unidos de
América con 11 millones de toneladas (12 % del total mundial) .Turquia
produce anualmente cerca de 7 millones de toneladas (8% del total mundial),
Italia y Egipto participan en promedio cada uno con 6 millones de toneladas
anuales (7% del total mundial), y finalmente la India quien posee la mayor
superficie destinada al cultivo del jitomate, debido a sus bajos rendimientos,
apenas produce 5 millones de toneladas (6% del total mundial) (Informacién

oportuna de Mercados, 2002).



1.1.4 PRODUCCION NACIONAL

En la figura 1 se muestra la produccién nacional de jitomate segun cifras del
Servicio de Informacion Estadistica Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), la produccion total mexicana de jitomate durante los ultimos diez
anos (1991-2000) fue de 19 millones de toneladas, concentrandose el 70% de
la produccion en los estados de Sinaloa (39.9%), Baja California (14.7%), San
Luis Potosi (7.9%) y Michoacan (6.7%).

Figura N2 1 Produccion nacional de jitomate
Fuente: Informacién oportuna de Mercados. (2002)

Las areas de siembra dedicadas al cultivo del jitomate representan porcentajes
importantes en los diversos estados productores de hortalizas. Sinaloa, estado
productor de hortalizas por excelencia, actualmente dedica una superficie de 30
mil hectareas aproximadamente para este cultivo. Aan cuando ha existido una
disminucién del 36.7% en la superficie sembrada durante los ultimos 10 afos,
se ha compensado con los elevados rendimientos que en la actualidad se
obtienen por hectarea (32.6% en el 2000, muy superior al 29.6% obtenido en
1991).

El destino de la produccion sinaloense de jitomate se orienta tanto al mercado
nacional como al internacional, dependiendo de las condiciones prevalecientes

al momento de la cosecha. (Informacién oportuna de Mercados, 2002).



1.1.5 EXPORTACION

México ocupa el tercer lugar a nivel mundial como pais exportador de jitomate,
con volumenes cercanos a las 600 mil toneladas anuales como se observa en
la figura 2, la mayoria con destino a nuestro mercado natural: los Estados
Unidos de América.

Sin embargo, las exportaciones han sido limitadas a causa de la corta vida util
del producto durante su almacenamiento. Sinaloa es el mayor exportador
estacional de jitomate, debido a que los productores otorgan prioridad a la
exportacion programando sus lotes y cortes, de tal modo que mantienen el
mayor tiempo posible de la temporada, sus expectativas en la colocacion de
cantidades elevadas del producto cuando se incremente el precio por breves
periodos, aumentando sus exportaciones cuando los precios de frontera son
altos, disminuyendo el suministro al mercado nacional, tactica posible gracias al
tipo de semillas de origen israeli, con las que actualmente el jitomate se
produce y del riego por goteo, asi como el uso de la plasticultura, pasando en
algunos casos a la produccion en invernaderos y de la produccion mediante
hidroponia exclusivamente para nichos de mercado muy especializados
(Informacién oportuna de Mercados, 2002).

Figura N2 2. Exportaciones Mundiales de jitomate
Fuente: Informacién oportuna de Mercados. (2002)



1.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS, QUIMICOS Y BIOQUIMICOS DEL
JITOMATE

1.2.1 TAXONOMIA Y MORFOLOGIA

-Familia: Solanaceae.

-Especie: Lycopersicum esculentum Mill.

-Planta: perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual. Puede
desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta. Existen variedades de
crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado
(indeterminadas).

-Sistema radicular: raiz principal (corta y débil), raices secundarias (numerosas
y potentes) y raices adventicias. Seccionando transversalmente la raiz principal
y de fuera hacia dentro encontramos: epidermis, donde se ubican los pelos
absorbentes especializados en tomar agua y nutrientes, cortex y cilindro
central, donde se situa el xilema (Murillo, 1989).

-Tallo principal: eje con un grosor que oscila entre 2-4 cm en su base, sobre el
que se van desarrollando hojas, tallos secundarios (ramificacion simpoidal) e
inflorescencias. Su estructura, de fuera hacia dentro, consta de: epidermis, de
la que parten hacia el exterior los pelos glandulares, corteza o cortex, cuyas
células mas externas son fotosintéticas y las mas internas son colenquimaticas,
cilindro vascular y tejido medular. En la parte distal se encuentra el meristemo

apical, donde se inician los nuevos primordios foliares y florales.

-Hoja: compuesta e imparipinada, con foliolos peciolados, lobulados y con
borde dentado, en numero de 7 a 9 y recubiertos de pelos glandulares. Las
hojas se disponen de forma alternativa sobre el tallo. EI mesoéfilo o tejido
parenquimatico esta recubierto por una epidermis superior e inferior, ambas sin
cloroplastos.

La epidermis inferior presenta un alto numero de estomas. Dentro del

parénquima, la zona superior o zona en empalizada, es rica en cloroplastos.



Los haces vasculares son prominentes, sobre todo en el envés, y constan de

un nervio principal (Murillo ,1989).

-Flor: es perfecta, regular e hipogina y consta de 5 o mas sépalos, de igual
namero de pétalos de color amarillo y dispuestos de forma helicoidal a
intervalos de 135%, de igual numero de estambres soldados que se alternan con
los pétalos y forman un cono estaminal que envuelve al gineceo, y de un ovario

bi o plurilocular.

Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racemoso (dicasio),
generalmente en nimero de 3 a 10 en variedades comerciales de tomate
calibre M y G; es frecuente que el eje principal de la inflorescencia se ramifique
por debajo de la primera flor formada dando lugar a una inflorescencia
compuesta, de forma que se han descrito algunas con mas de 300 flores.

La primera flor se forma en la yema apical y las demas se disponen
lateralmente por debajo de la primera, alrededor del eje principal. La flor se une
al eje floral por medio de un pedicelo articulado que contiene la zona de
abscisién, que se distingue por un engrosamiento con un pequefo surco
originado por una reduccion del espesor del cortex. Las inflorescencias se
desarrollan, cada 2-3 hojas en las axilas (Murillo ,1989).

-Fruto: baya bi o plurilocular que puede alcanzar un peso que oscila entre unos
pocos miligramos y 600 gramos. Esta constituido por el pericarpio, el tejido
placentario y las semillas. El fruto puede recolectarse separandolo por la zona
de abscision del pedicelo, como ocurre en las variedades industriales, en las
que es indeseable la presencia de parte del peciolo, o bien puede separase por

la zona peduncular de unién al fruto.



El fruto del jitomate (figura 3) es una baya, integrada por semillas, l6culos
donde se alojan las semillas y rellenos de una sustancia gelatinosa conocida
como placenta, la parte carnosa y la cubierta, Los l6culos pueden estar
desordenados u ordenados. La coloracion de los frutos se debe a los
pigmentos carotenoides en la carne del fruto, de los cuales los mas abundantes
son el licopeno o licopersicina, que es el responsable de la coloracién roja, v, el
beta caroteno o carotina que da el color anaranjado, el primero es 13 veces
mas abundante que el segundo(Murillo, 1989).

Figura N2 3 Fruto del jitomate
Fuente: Salgado y Bruzén (2005).

1.2.2 COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRICIONAL

En la tabla 1 se muestra la composicion quimica del jitomate, en donde se
observa un alto contenido de agua, fuente de carbohidratos y un bajo contenido

de lipidos y proteinas (Morevas y Carbajal 1995).

Tabla N2 1 COMPOSICION QUIMICA DEL JITOMATE

Componente Por 100g de porcion
comestible
Agua 94.2g
Proteina 19
Lipidos 0.3g
Hidratos de 39
carbono
Fibra 1.5g

Fuente: Morevas y Carbajal (1995).
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Los principales aportes nutritivos que proporciona el jitomate son vitaminicos,
en concreto de vitaminas A y C (tabla 2). Tiene propiedades depurativas y
ligeramente laxantes. Asi mismo, posee Vvirtudes profilacticas frente a
trastornos vitaminicos, ayuda al tratamiento de enfermedades de la denticién,
anemias, y baja resistencia a las infecciones (Infomorelos, 2001).

Tabla N2 2 VALOR NUTRICIONAL DEL JITOMATE

Componente Por 100g de porcién
comestible

Energia 18 Kcal

Vitamina A 1700 Ul
Vitamina C 21 mg
Vitamina B1 0.1 mg

Vitamina B 0.02 mg
Ca 11mg
Mg 10mg

K 290mg
Fosforo 27 mg

Fuente: (Infomorelos, 2001).

1.2.3 CAMBIOS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DEL JITOMATE

En general cuando una fruta o legumbre se separa de la planta, no recibe mas
agua ni nutrientes la fotosintesis cesa. Sin embargo. Prosigue la respiracion
del tejido que consiste en la oxidacion de los hidratos de carbono; por tanto,
origina una pérdida de materia seca. Consume oxigeno y, por eso, en ese
aspecto, es importante que las frutas y legumbres almacenadas tengan
oxigeno a su disposicidén, debido que la anaerobiosis presupone la formacion
de etanol téxico para los tejidos, que resultan desagradables desde el punto de
vista gustativo. La respiracién desprende anhidrido carbdnico, produce agua,
mantiene la transpiracion de los tejidos y también desprende calor, que
conviene eliminar, pues un aumento de temperatura aceleraria el desarrollo de

microorganismos (Cheftel, 1986).
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La vida de las frutas y hortalizas se divide en tres etapas fisiologicas
fundamentales subsiguientes a la germinacién: el crecimiento, la maduracién y
la senescencia (Gomez, 2000). El crecimiento implica la division celular y el
subsiguiente  desarrollo de las células que dan cuenta del tamano final
alcanzado por el producto. La maduracion fisioldégica suele iniciarse antes de
que termine le crecimiento e incluye diferentes actividades en los distintos
productos. Al crecimiento y la madurez fisioldégica suele hacerse referencia

conjunta hablando del desarrollo.

La senescencia se define como una fase en que los procesos bioquimicos
anabdlicos (sintéticos) dan paso a los catabdlicos (degradativos) conduciendo
al envejecimiento y finalmente a la muerte tisular (Wills y Lee, 1977).

El proceso de maduracién en el caso particular del jitomate estd muy
relacionado con su actividad de respiratoria que de acuerdo al patron de
respiracion se incluye en lo que se denomina un fruto climatérico, es decir que
después de cosecharse en estado de madurez fisiolégico presenta un rapido
aumento de su velocidad de respiracion hasta llegar a un maximo, el cual

coincide con una serie de cambios bioquimicos (Ponce y Rosas, 1992):

v' Aumento en el contenido de licopeno, por lo tanto la disminucién de la
clorofila. La maduracién conlleva el aumento del contenido de licopeno,
el pigmento responsable del color rojo, que no es significativo

nutricionalmente, y la degradacion de clorofila (Namesny 1999).

v/ Pérdida de firmeza. La firmeza disminuye considerablemente debido a
los cambios en la coloracion y a la actividad de la enzima responsable

del ablandamiento (Namesny, 1999).

v' Aumento del sabor. Fructosa y acido citrico son los compuestos mas
importantes en el control del sabor, los mejores frutos tienen un elevado

contenido de ambos (Namesny, 1999).
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v Estabilizacién del pH. Respecto a los acidos organicos, su contenido
aumenta a lo largo del ciclo del crecimiento y también se usan como
sustratos para la respiraciéon durante la maduraciéon. El pH de los
jitomates depende del contenido de acidos organicos y de potasio. Los
principales acidos en este fruto son el acido citrico, seguido del malico
(Namesny, 1999).

v" Aumento en la produccion de etileno. Los jitomates son sensibles al
etileno presente en el ambiente y la exposicién de los frutos Verde
Maduro a este gas inicia su maduracion. Los jitomates madurando
producen etileno a una tasa moderada por lo que no deben almacenarse
o transportarse con productos sensibles al etileno como las lechugas y

los pepinos (Trevor, 2002).

Es necesario que estos cambios se completen para que el jitomate llegue al
maximo de calidad que lo haga apto para su consumo, esto sélo se obtiene si
se cosechan en un estado de madurez apropiado (Ponce y Rosas, 1992).

1.3 COSECHA DEL JITOMATE
1.3.1 COSECHA

La cosecha se realiza cuando los frutos estan fisiologicamente maduros, etapa
en la que se ha alcanzado ya el tamafno definitivo. Los frutos deben
recolectarse en forma manual, cuando las plantas estén libres de humedad del
rocio o de la lluvia. El jitomate se separa de la planta mediante un giro o torsion
dandole una media vuelta con respecto al tallo, evitando raspaduras o dafnos y
el llenado excesivo de las cajas 0 canastos empleados durante su recoleccion
(Gallegos y Osnaya. 1997).
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El estado de madurez en que se cosechan los frutos del jitomate depende del

destino (consumo fresco o industrial) y de la distancia a que se tenga que

transportar. A continuacion se describen los grados de madurez (Murillo, 1989):

a)

Verde hecho: El fruto ha alcanzado su maximo desarrollo, pero toda la
superficie presenta una coloracion verde, el que puede variar del verde
claro al verde oscuro, en este estado de madurez el contenido de
clorofila es de aproximadamente 20 microgramos por gramo, 2.8
microgramos por gramo de contenido de beta-caroteno y 1.3
microgramos por gramo de licopeno.El desprendimiento de diéxido de
carbono (medida del ritmo respiratorio) es de aproximadamente 21
miligramos por kilogramo por hora, el etileno es de s6lo 1.5 microlitros
por kilogramo por hora, con un pH de 4.4; la actividad de la enzima
poligalacturonidasa (responsable del ablandamiento de los frutos) es
nula, los sélidos solubles son de 4.8%.

Pinton. Existe un incremento en el contenido de licopeno y beta-
caroteno y una disminucién del contenido de clorofila en los frutos, lo
que trae como consecuencia un cambio de color. Pero solo en el apice
del fruto y no rebasando un 10% en el cambio de color de verde a
amarillo, rosa o rojo.

Rayado. El contenido de clorofila sigue disminuyendo y el licopeno se
incrementa considerablemente (en mayor proporcion que el beta-
caroteno. La coloracion amarilla a rosa o roja se manifiesta en el lado del
apice en un porcentaje del 10 al 30%(Murillo, 1989).

Rosado. El estado de madurez rosado se caracteriza porque una
superficie del 30 al 60% del fruto ha tomado la coloracion rosa roja.

Rojo brillante o rojo claro. La superficie del fruto muestra una coloraciéon

roja o rosa-rojo en un porcentaje de 60% hasta 90%.
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f) Rojo o maduro. Se considera un fruto de tomate maduro cuando mas
del 90% de la superficie del fruto ha tomado una coloracion rojo intenso,
en este estado de madurez el contenido de licopeno se ha incrementado
considerablemente alcanzando 200 microgramos por cada gramo, la
clorofila ha desaparecido en su totalidad.

El ritmo respiratorio alcanza su maximo en el estado rosado (40
miligramos por Kilogramo por hora) para descender y alcanzar la
maduracién completa una cantidad de 28.5 miligramos por Kilogramo
por hora, la generacién de etileno por el fruto alcanza por el fruto alcanza
su maximo a la madurez completa alcanzando 6.8 microlitros por
kilogramo por hora; a la madurez completa el pH alcanza su maximo de
4.5. La firmeza ha disminuido considerablemente y la actividad de la
enzima responsable del ablandamiento alcanza su méaxima actividad
(Murillo, 1989).

Para consumo fresco de exportacién y consumo nacional a grandes distancias,
es recomendable cosechar los frutos verde hecho; para consumo nacional a
distancias medianas, el fruto debe cosecharse en pinton o rayado; para
consumo regional o local el fruto se cosecha en rosado y maduro mientras que
para consumo Industrial el fruto se cosecha exclusivamente en rojo maduro
(Murillo B. J 1989).

1.4 MANEJO POSCOSECHA DEL JITOMATE
1.4.1 OPERACIONES POSCOSECHA.

En el término poscosecha quedan implicitas todas las actividades que se
realizan para el traslado de los productos del campo al consumidor (Gallegos y
Osnaya. 1997).



15

En la figura 3.1 se muestran las diversas operaciones a la que es sometido el

jitomate una vez que llega al centro de acopio.

| RECEFCION |
¥
| MUESTREC I‘Yﬁm
¥
LM-"%._&.DO |—>Residuu:us Inzecticidas

SELEECION Fritos deteriorados
¥

CLASIFICACION |Pesgycnlnr
.
¥

EMPACADO |
¥

| ENCEJ_RADO Feras vegetales
¥

ALMACEMAMIENT O |

¥
| TRANSPORTE |

Figura N2 3.1
Operaciones poscosecha
del jitomate

A continuacion se describe cada una de las operaciones poscosecha:
1.4.1.1 Recepcidn

El jitomate que llega a la empacadora puede descargarse manual o
mecanicamente a los tanques de lavado o maquinas lavadoras. El fruto puede
llegar en cajas de campo o en cajones a granel. Existen equipos que
descargan, acarrean, rotan e inclinan las cajas, efectuando asi el vaciado de la

fruta en los tanques (Ponce y Rosas, 1992).
1.4.1.2 Muestreo

Se debe aplicar un muestreo de comun acuerdo entre el proveedor y el
comprador, recomendando el empleo de uno de los sistemas de muestreo
contemplados en las normas. Se basa en la toma de una muestra
representativa para la determinacion de la calidad de la carga (Ponce y Rosas,
1992).
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1.4.1.3 Lavado

Tiene la finalidad de remover suciedad, polvo, insectos y residuos de
aspersiones diversas tales como insecticidas, plaguicidas y antibiéticos. En el

lavado se adiciona algun compuesto desinfectante (Ponce y Rosas, 1992).

1.4.1.4 Seleccion

Los jitomates salen de la maquina lavadora y pasan a una banda
transportadora en donde se realiza la seleccién del fruto. Se descartan los

frutos que presentan deterioro o dafio mecanico (Ponce y Rosas, 1992).
1.4.1.5 Clasificacién

Se determina en base al diametro ecuatorial, peso del fruto y por color. La
clasificacion se realiza de forma manual o mecéanica. La clasificacion es de
fundamental importancia cuando se pretende exportar, ya que debe satisfacer
las exigencias de los diversos mercados de consumo a los cuales es destinado
(Ponce y Rosas, 1992).

1.4.1.6 Encerado

El jitomate tiene una pelicula protectora formada por ceras naturales, que
permiten que el agua se pierda lentamente y provoque su marchitamiento, sin
embargo cuando el jitomate es sometido a las operaciones de limpieza esta
pelicula protectora se pierde, haciendo al fruto mas susceptible a alteraciones
durante su almacenamiento(Gallegos y Osnaya. 1997).

El encerado es una operacion especial para reducir la marchites, el
arrugamiento y para mejorar la apariencia ya que dan lustre a la superficie. Los
materiales usados incluyen compuestos a base de petrdleo, pero

principalmente se usan aceites y ceras vegetales en diversas combinaciones.
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Los principales propdsitos en la aplicacion de ceras es la disminucién de la
velocidad de difusion de vapor de agua por transpiracion desde el interior del
fruto hacia el medio que lo rodea, con esto se logra reducir la pérdida fisiolégica
de peso (PFP) del los productos encerados; ademas de servir como vehiculo
para incorporar otros agentes quimicos con diversos propositos como
fungicidas y abrillantadores (Ponce y Rosas, 1992).

1.4.1.7 Empacado

Tiene como finalidad proteger al producto durante al transporte, puede ser
efectuado manual o mecanicamente segun el destino final del producto. Puede
ser en cajas de cartdbn o madera (Ponce y Rosas, 1992).

1.4.1.8 Almacenamiento

La razoén principal del almacenamiento es prolongar la vida Gtil del jitomate. Las
temperaturas de almacenamiento deben estar funcion de su grado de
madurez. La humedad relativa debe ser del 90%.

- Jitomates verde maduro : 12 a 15 °C
- Jitomates Rosados : 10a 12 °C
- Jitomates maduros : 7a 10 °C por 3 a 5 dias

Los Jitomates verde maduro pueden almacenarse a 12.5°C por 14 dias antes
de madurarlos sin reduccién significativa de su calidad sensorial y desarrollo de
color. Pueden desarrollarse pudriciones si se les almacena mas de dos
semanas a esta temperatura. Después de alcanzar el estado Maduro, la vida
de anaquel es generalmente de 8 a 10 dias si se aplica una temperatura dentro
del intervalo recomendado. Durante la distribucion comercial es posible
encontrar que se aplican temperaturas de transito o de almacenamiento de
corto plazo inferiores a lo recomendado, pero es muy probable que ocurra dafno

por frio después de algunos dias (Trevor ,2002).
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Se ha demostrado que se puede extender la vida de almacenamiento del
jitomate con la aplicacion de atmoésfera controlada ya que ofrece un beneficio
moderado. Las bajas concentraciones de O, (3-5%) retrasan la maduracion y el
desarrollo de pudriciones en la cicatriz del pedunculo y en la superficie sin
afectar severamente la calidad sensorial para la mayoria de los consumidores.
Se han reportado hasta 7 semanas como periodo de almacenamiento usando
una combinacion de 4% O, 2% CO2 y 5% CO. Mas comunmente se han
utilizado 3% O,y 0-3% CO. para mantener una calidad aceptable hasta por 6
semanas antes de la maduracién. La mayoria de los cultivares no toleran
elevadas concentraciones de CO. (superiores al 3-5 %); estas condiciones
producen dano. Las concentraciones muy bajas de O, (1%) provocan sabores
desagradables, olores objetables y otras anormalidades como pardeamiento
interno (Trevor ,2002).

1.4.1.9 Transporte

Cuando se trata de distancias cortas el transporte se realiza en vehiculos de
redilas, si es a largas distancias debe ser en vehiculos ventilados o vehiculos
refrigerados; en ambos casos el producto debe ser protegido de dafos
mecanicos, y evitar que se deteriore por calor para que el producto llegue en

condiciones ideales al mercado de consumo (Ponce y Rosas, 1992).
1.5 COMPORTAMIENTO POST- RECOLECCION

Los principales fenédmenos que afectan la vida posrecoleccién de los jitomates

son los siguientes (Namesny, 1999):

Danos fisicos

Calor

Ablandamiento

Darios por frio (Chilling Injury)
Enfermedades

Cambios en la composicion

YV V. V V V V V

Efectos del etileno
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1.5.1 Danos fisicos

Los darnos fisicos y la sobre maduracién son los principales factores de la
perdida de calidad de los jitomates en posrecoleccién. Los jitomates tienen una
relativa resistencia a los dafos por vibracion, es decir soportan algo mejor los
roces que otros productos. Sin embargo resulta algo sensible a dafios por
impacto (golpes) y por compresion. Estos ultimos provocan deformaciones en
el fruto “tomates cuadrados” lo cual evidencia que han estado presionados.
Las heridas inducen la produccion de etileno por parte del fruto al igual que

infecciones fungicas (Namesny, 1999).

1.5.2 Calor

Los jitomates que han estado sometidos durante determinados periodos a
temperaturas altas pueden mostrar posteriormente fallos al madurar en forma
normal y en adquirir coloracion tipica. De ahi la importancia de que el producto
se mantenga a la sombra una vez recolectado y aun en campo que se le

preenfrié para bajar su temperatura a menos de 25 °C (Namesny, 1999).

1.5.3 Ablandamiento

La firmeza de la pulpa de los jitomates se reduce luego de la recoleccion. En
este fenémeno interviene la pérdida de agua asi como cambios
composicionales en la laminilla media de las células. La principal zona por
donde pierden agua los jitomates es la cicatriz calicina. La pérdida de agua no
debe superar el 7% de | peso para que la calidad no se vea afectada. Este
proceso esta asociado al aumento de las enzimas pectinesterasa y
poligalacturonasa que ocurre durante la maduracién; por ejemplo, los frutos en

estado verde-maduro carecen de galacturonasa (Namesny, 1999).
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También las infecciones de patdégenos pueden favorecer esta sintesis de estas
enzimas por parte del fruto en el caso de Rhizopus, se ha demostrado que el
ablandamiento que es uno de los sintomas de la enfermedad, es provocado
tanto por la enzima galacturonasa producida por el propio patégeno. El hongo
es capaz de inducir la sintesis de esta enzima sélo en frutos en estado de
madurez mas avanzado (Namesny, 1999).

1.5.4 Dafiios por frio (Chilling Injury)

Ocurren en el jitomate cuando se expone a temperaturas inferiores a 10°C si
se les mantiene en estas condiciones por 2 semanas o a 5°C por un periodo
mayor a los 6-8 dias se manifiesta por la aparicién de un punteado sobre la
superficie (“piting”), picado (depresiones en la superficie), pardeamiento de las
semillas y alta incidencia a la podredumbre por Alternaria y Botrytis,
especialmente el primero, y fallos en la maduracion. En los jitomates maduros
se desarrollan areas con apariencia de embebidas en agua, ablandamiento y
podredumbres, mientras que en los tomates maduros el color no llega a
desarrollarse completamente. El dafio por frio es acumulativo y puede iniciarse
en el campo antes de la cosecha (Namesny, 1999; Trevor, 2002).

1.5.5 Enfermedades.

El jitomate es una de las hortalizas que mas plagas y enfermedades
patoldgicas presenta, Infecciones causadas por hongos que se presentan en el
campo y posteriormente aparecen en la recoleccion debido a dafios mecanicos
ya que los frutos presentan piel rota o adelgazada y esto facilita el ataque por
patdgenos. Los sintomas que producen los hongos en sus hospedantes
producen una necrosis local o general; el patégeno desarrolla sus estructuras,
sobre la superficie del hospedante (Namesny, 1999).
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1.5.5.1 Descripcion de algunos fitopatdogenos causantes de
enfermedades en el jitomate.

Las tablas 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 presentan las podredumbres mas comunes en la
vida postcosecha del jitomate:

Tabla N2 3 PODREDUMBRE POR Alternaria

Fuente: Alexopoulos J. C.1985; Namesny A., 1999

Tabla N2 4 PODREDUMBRE POR Fusarium

Fuente: Agrios G. 1987; Alexopoulos J. C.1985 y Namesny A. 1999
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Tabla N¢ 5 PODREDUMBRE HUMEDA

Fuente: Alexopoulos J. C.1985 y Namesny A. 1999

Tabla N2 6 PODREDUMBRE GRIS

Fuente: Agrios, 1987; Namesny, 1999 y MacNab y Sherf, 1983
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Tabla N° 7 PODREDUMBRE AGRIA

Fuente: Alexopoulos J. C.1985 y Namesny A. 1999

Tabla N2 8 TIZON TARDIO

Fuente: Agrios G. 1987; Alexopoulos J. C.1985 y Namesny A. 1999

TABLA N2 9 ANTRACNOSIS

Fuente: Alexopoulos J. C.1985 y Namesny A. 1999
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1.5.5.2 CONTROL DE LAS PUDRICIONES POSCOSECHA DEL JITOMATE

En México el jitomate es muy susceptible a las enfermedades poscosecha;
principalmente el ataque por hongos. Comunmente es afectada por Geotrichum
candidum, Rhizopus stolonifer y con mayor frecuencia por A. Solani; el uso de
fungicidas se ha restringido por las preocupaciones de la salud ligadas a los
residuos quimicos en productos (Agrios, 1995).

Los compuestos quimicos que se utilizan con mayor frecuencia son difenil
fenilfenato sodico, el Tiabendazol, benomyl, imazalil, triforine, y la sosa
comercial (Agrios, 1995), Se reporta la eficacia de Isotiocianato Benzyl a
concentraciones 0.1mg ml ™' en el control A. solani realizando pruebas In
vitro- In vivo. Inhibiendo el crecimiento de alternaria In vitro al 100% y 85 % In

vivo (Troncoso y Sanchez, 2004).

1.6 ASPECTOS GENERALES DEL QUITOSAN

1.6.1 HISTORIA

Por su amplia distribucion en la naturaleza la quitina es el segundo polisacarido
en abundancia, después de la celulosa. Fue descubierta por Braconnot en
1811 cuando estudiaba las sustancias derivadas del Agaricus volvaceus y otros
hongos. Posteriormente Odier, en un articulo sobre insectos reporté que habia
encontrado en algunos insectos la misma sustancia que forma la estructura de
las plantas, llamandola “quitina” (del griego tunic, envoltura). Payen, en 1943
inicié una controversia que dur6 mas de cien anos sobre las diferencias entre la
quitina y la celulosa, en parte porque se pensaba que la presencia de nitrégeno
reportada en algunas investigaciones se debia a residuos de proteinas que no
podian ser completamente eliminados de las muestras (Larez, 2003).El nombre
sistematico de la quitina es B (1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucosa.
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Se encuentra principalmente en las conchas de crustaceos y formando parte
del exoesqueleto de los insectos, asi como también en las paredes celulares de
muchos hongos, levaduras y algas. La quitina es completamente insoluble en
agua o en medio acido (Larez, 2003).Su estructura quimica se muestra en la

figura 4.
Cuitina GHa
CHoOH CcO
o o NH -
HO =
HO
o
o
e CHz0H
co
1
CHn

Figura N2 4. Estructura de la quitina

Por su parte, el quitosano es también un polisacarido (figura 5) que se
encuentra en estado natural en las paredes celulares de algunos hongos; sin
embargo, su principal fuente de produccion es la hidrélisis de la quitina en
medio alcalino, usualmente hidréxido de sodio o de potasio, a altas
temperaturas. El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontré
que al tratar quitina con una solucién caliente de hidréxido de potasio se

obtiene un producto soluble en &cidos organicos (Larez, 2003).

Figura N2 5. Estructura del Quitosano

Esta “quitina modificada”, como él la llamé, se tornaba de color violeta en
soluciones diluidas de ioduro y acido, mientras la quitina era verde. Mas tarde,
en 1894, fue estudiada por Hoppe-Seyler quién la denomind “quitosano”
(también se conoce como quitosana en algunos lugares, o quitosan, chitosan
en inglés).
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Enla figura 6 se aprecia los pasos elementales en la obtencién del quitosan:

Exn- esgueleto 1 Despmtemacién‘ Quitina Desacetilacidn Quitosdn
de crusticens Ca
2 Descalcificacidn

Figura N2 6. Obtencion de quitosan

1.6.2 APLICACIONES DEL QUITOSAN

Dado el gran numero de trabajos que existen sobre este versatil material es
conveniente realizar una clasificacion por area sobre las aplicaciones que se le
han ido dando (Larez, 2006).

Principales aplicaciones:

a) Agricultura: son muchisimas las aplicaciones en este campo que se han
venido desarrollando. Entre las mas comunes se encuentran:

* Recubrimiento de semillas con peliculas de quitosano para su conservacion
durante el almacenamiento.

« Sistemas liberadores de fertilizantes.

» Agente bactericida y fungicida para la proteccion de plantulas (inicio de las
plantaciones).

b) Medicina:

 Produccion de suturas quirurgicas a partir de quitina.

* Produccion de gasas y vendajes tratados con quitosano.

» Cremas bactericidas para el tratamiento de quemaduras (Larez, 2006).

c) Tratamiento de aguas: es una de las areas mas importantes debido a que el
quitosano y la quitina son sustancias “ambientalmente amigables”. Entre los
principales usos que se hacen en la actualidad de estos biomateriales, y
algunos de sus derivados, en este campo tenemos:

» Coagulante primario para aguas residuales de alta turbidez y alta alcalinidad.

» Floculante para la remocién de particulas coloidales sélidas y aceites de

pescado.
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d) Biosensores: son numerosisimas las aplicaciones del quitosan en este
campo, especialmente como soporte para la inmovilizacibn de enzimas
sensibles a un sustrato especifico. Algunos ejemplos son:

» Sensor para glucosa en sangre humana, basado en la inmovilizacion de la
enzima glucosa oxidasa sobre quitosano, usando adicionalmente Azul de
Prusia.

» Sensor para la deteccion de fenoles en aguas de desecho en plantas

industriales, basado en la inmovilizacién de la enzima tirosinasa (Larez, 2006).

1.6.3 QUITOSAN CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

El quitosan inhibe el crecimiento de una amplia variedad de hongos patégenos,
varios articulos reportan su aplicacién en forma de pelicula en frutas y

hortalizas. En la tabla 10 se muestran algunos ejemplos.

Se han propuesto varios mecanismos para la inhibicibn microbiana por
quitosan, pero el mecanismo exacto todavia no se sabe. El mas aceptado es la
interaccién del quitosan con sus grupos amino cargados positivamente; con
residuos negativamente cargados en la superficie de la célula de muchos
hongos y bacterias, los cuales causan alteraciones extensas de la superficie de
la célula y consecuentemente la salida de sustancias intracelulares, tales como
electrolitos, material de absorcién de luz UV, proteinas, aminoacidos, glucosa y
lacto deshidrogenada. Consecuentemente, el quitosan inhibe el metabolismo
normal de microorganismos y finalmente conduce a la muerte de estas células
(Lim y Hudson, 2003).
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Tabla 10. ALIMENTOS A LOS QUE SE LES HA APLICADO PELICULAS DE

Objetivo
Evaluacién del
almacenamiento de
mangos (Mangifera
indica) bajo  tres
condiciones de
empaquetado: 1) cajas

plasticas perforadas, 2)
Cartones sellados con
peliculas de Polietileno

(LDPE) y 3) -cartones
sellados con peliculas de
quitosan. Fueron

almacenados a 27 ° C a
65% HR

Recubrimiento de
quitosan al 4% para
inhibir  la podredumbre

causada por Sclerotinia
en Zanahorias

Mecanismo de accion
antihongos de las
peliculas de quitosan
para inhibir la
podredumbre  causada
por  Alternaria  (tizdn
temprano) como
tratamiento poscosecha.

Se aplicaron los
inductores de tolerancia
acido salicilico, &cido
benzoico, acido acético y
quitosan por aspersion e
inmersion en frutos de
tomate.

QUITOSAN.
Resultados
Los resultados obtenidos con

peliculas de quitosan presentaron
mayor firmeza, deseable a lo largo
del periodo de almacenamiento
comparado con los otros dos tipos
de empaque.

El desarrollo del aroma y el corte
con peliculas de quitosan fue
mejor, ademas de ampliar el
periodo de almacenaje mas largo y
retrasar la maduracion.

Se realiz6 un estudio microscopico
en donde el micelio expuesto al
quitosan se present6 deformado
(torcido y ramificado)

El quitosan inhibe el crecimiento
del patégeno ademas de reducir la
actividad de las enzimas que
degradan el fruto.

En el caso de los frutos tratados
con quitosén; activé los sistemas
de antioxidantes y defensa celular
contra el estrés abiotico y bidtico.
Ademas se registr6 una menor
pérdida de peso. Finalmente se
observaron  cambios en el
comportamiento de los frutos
modificandose los solidos solubles
y la pérdida de peso.

Fuente

Ponnachanna
(2003)

Cheah (1997)

Bhadkara
(1997)

Fuentes
(2001)
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1.6.4 OLIGOMEROS CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Los oligbmeros de quitosan son ampliamente usados en la medicina, en
alimentos y cosméticos, debido a la excelente solubilidad y baja viscosidad
que presentan. Existen diversos protocolos para obtener oligdbmeros de
quitosan; por via enzimética usando enzimas proteoliticas de facil acceso como
la papaina (lechoza), la bromelina (piia) y la lisozima (saliva, clara de huevos),
con el objetivo inicial de producir oligobmeros, aunque también se desea la
obtencién del mondémero, la glucosamina, la cual, como se sabe, se usa
profusamente en el tratamiento de la artritis reumatica. Los resultados
preliminares han sido muy positivos (Larez, 2006). También se pueden obtener
por hidrélisis acida, se ha reportado que poseen mayor actividad antifungica
frente a fitopatdgenos, su actividad depende del tamano de su estructura
(Cabrera y Van P, 2005). El tamano de los oligdmeros facilita su unién con la
superficie de la pared celular de los fitopatogenos Se ha reportado que
quitosanos de bajo peso molecular poseen mayor actividad antimicrobiana que
los de alto peso molecular, debido al niamero total de grupos amino en la
molécula (Kittur S. y col., 2005).

Matsuhashi y Kume (1997), estudiaron la capacidad antimicrobiana de
quitosano de bajo peso molecular obtenido por irradiacion. La radiacion causa
cambios en las propiedades fisicoquimicas del quitosano, y es considerado un
método util para producir productos de bajo peso molecular a partir de
carbohidratos. Estos autores encontraron que la fraccién de 1x10° 3x10° era
capaz de inhibir completamente el crecimiento in Vitro de E. coli. En la figura
6.1 se observa la estructura de la glucosamina, los oligobmeros estan formados

por la unién de varias glucosaminas.

H

H NH
co
CH,

Figura N2 6.1. Estructura de la glucosamina
Fuente: Nutrientes esenciales carbohidratos (2007)
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antifungico del quitosan y oligobmeros de quitosan,
sobre los mohos patégenos que atacan al jitomate, “In vitro” e “In

vivo” para prolongar su vida util durante el almacenamiento.

Obijetivo particular 1

Aislar y purificar los mohos patégenos que atacan al jitomate, a
partir de frutos enfermos para identificar los patégenos presentes.

Obijetivo particular 2

Evaluar la actividad antifungica de quitosan y oligbmeros de
quitosan, “In vitro’ enfrentando a los mohos identificados a
diferentes concentraciones de quitosan y oligobmeros de quitosan,

para obtener la concentracién a la que se inhibe su crecimiento

Obijetivo particular 3

Evaluar la actividad antifungica de quitosan y oligbmeros de
quitosan, “In vivo” a la concentracion a la que se inhibe su

crecimiento para prolongar la vida util del jitomate.
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3.1 SECUENCIA METODOLOGICA

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antifungico del quitosan y oligomeros de quitosan, sobre los mohos patégenos que atacan

al jitomate, “In vitro” e “In vivo” para prolongar su vida util durante el almacenamiento.

' |
| ObietivoP.1 | ——>  Obietivo P.2 —>  ObjetivoP.3 |
¥

v v
Actividad 1.1 Actividad 2.1 Actividad 3.1
Obtencion y seleccion de frutos Caracterizacion  del  quitosan. Obtencion y seleccion de frutos
enfermos. Determinacién del peso molecular sanos y libres de dafo
T medio. mecanico.
Actividad 1.2 v v
Aislamiento de mohos patégenos Actividad 2.2 Actividad 3.2
a partir de frutos enfermos. Establecer las concentraciones de Aplicacién del recubrimiento por
+ Siembra en PDA de tejido quitosan. inmersion.
enfermo v v
v Actividad 2.2.1 Actividad 3.3
_Actividad 1.3 . Pruebas “In vitro® Inoculacién por contacto de
Purificacion de cepas mediante e Inoculacién de las placas jitomates sanos
reS|emt?|:as de acgerdo a agar/ quitosan. ¥
coloracion y forma de micelio. e Expresar el crecimiento ~
v radial en cm. ACt'V'de},d 3.3 .,
Actividad 1.4  Pruebas ‘i vivo
Observar  las  caracteristicas Y Expp sielon de itomates
. desarrollo Actividad 2.3 pub|ertos, frente a jitomates
macroscopicas, Y Obtencién y caracterizacion de infectados  con  los  hongos
crecimiento de los mohos en a6 o atéaenos identificados
diferentes medios de cultivo. olgomeros de quitosan. patog . )
v Detgrmmamon del peso molecular e Realizar los conteos
medio.
Actividad 1.5 v v
e et e sy, honvdzs 231 Gompatar e sfecto 1 vito
Pruebas “In vitro In vitro”
v e Inoculacion de las placas
Actividad 1.6 agar/ oligbmeros de
Inoculacibn  por contacto de quitosan.
jitomates sanos para observar las e Expresar el crecimiento v
caracteristicas de la infeccion radial en cm. ANALISIS Y DISCUSION
brovocada. v DE RESULTADOS
Obtener la concentracién minima
inhibitoria (CMI). L

CONCLUSIONES

Lo -

Figura N2 7. Cuadro Metodolégico
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2 DESCRIPCION DEL CUADRO METODOLOGICO
A continuacién se describe detalladamente las actividades realizadas para
cada objetivo planteado, de acuerdo al cuadro metodoldgico figura 7.

3.2.1 Objetivo particular 1

3.2.1.1 Actividad 1.1 Obtencion y seleccion de frutos enfermos.

De un lote de 165 jitomates de la variedad “saladett”, en estado de madurez
rojo 6 maduro proveniente de la Central de Abastos de Iztapalapa; se apartaron
frutos que presentaron signos de ataque por microorganismos como Son:
infecciones en el extremo peduncular, desintegracién de los tejidos, piel
arrugada, exudado de liquido, olor caracteristico a fermentacién y micelio

aéreo.

3.2.1.2 Actividad 1.2 Aislamiento y obtencion de mohos patégenos a partir de
frutos enfermos.

Se realizaron cortes de tejido en diferentes zonas infectadas de los jitomates
enfermos, de acuerdo a la figura 7.2 se tomaron muestras de la zona
ecuatorial y extremo peduncular; se sembraron en Agar Papa Dextrosa PDA
ajustado a un pH de 5.5 y se incubaron a 25 °C por seis dias. Se observo a
simple vista el crecimiento de las colonias, que de acuerdo a coloracion y tipo
de micelio se fueron separando.

Figura N2 7.1 Zonas del fruto
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3.2.1.3 Actividad 1.3 Purificacion de cepas mediante resiembras

Para obtener un cultivo puro del patégeno, se resembrd una porcién de él en
otra caja que contenia medio de cultivo PDA.

Se realiz6 el aislamiento sélo de los mohos que de acuerdo su morfologia
macroscopica afectan al jitomate; se evitdé la contaminacién de las cepas ya

obtenidas, sellando individualmente las cajas que contenian las cepas.

3.2.1.4 Actividad 1.4 Observar las caracteristicas macroscopicas, desarrollo y

crecimiento de los hongos en diferentes medios de cultivo.

Al obtener las cepas puras se decidié resembrarlas en medios diferentes: Agar
Czapek, Agar Sabourad, Agar Papa Dextrosa y Agar jitomate. EI Método de
preparacion se describe en el anexo #1.

Posteriormente fueron incubadas a 25°C por siete dias para observar sus
caracteristicas macroscopicas y facilitar su identificacion. Se optd por elaborar
el medio Agar — Jitomate para propiciar un mejor desarrollo de las colonias ya
purificadas, considerando que se encuentran en un medio éptimo para su
crecimiento.

3.2.1.5 Actividad 1.5 Identificacion de los mohos aislados

Se hicieron microcultivos de las cepas aisladas, realizando cortes de agar
estéril de 1.5 cm? de los medios de cultivo Agar Czapek, Agar Sabourad, Agar
Papa Dextrosa y Agar jitomate, se colocaron sobre un portaobjetos con ayuda
de unas pinzas previamente flameadas; se inoculé el moho en las cuatro
esquinas del cuadro de agar, los microcultivos fueron incubados a 25°C
durante 7 dias en un ambiente humedo. Una vez que crecié el moho para la
identificacién, se colocé un cubreobjetos estéril sobre el portaobjetos vy se

observaron al microscopio binocular marca Euromex.
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Para la identificacidén se requirié utilizar las caracteristicas mas importantes de
los mohos, como son sus esporas y cuerpos fructiferos (de acuerdo a la figura
7.1.2); posteriormente se procedidé a la comparacion de las estructuras
observadas al microscopio; con las senaladas por la literatura (Alexopoulos,
1985; Avila, 2001; Carrillo, 2006; Sigurd, 1983), finalmente se procedié a la
toma de fotografias.

CEpa pura
¥
Desarrollo en diferentes medios de cultivo
+ Agar Papa Dextrosa (PD&)
+ Anar Dextrosa Sabouraud (SDA)
& Agar tomate

|

¥ *
Ohservacion macroscopica Ohservacion microscapica
+ Caracteristicas de la colonia si es Tecnica de microcultiva
filarmentosa (vellosa) & levaduriforme ]
+ E’:Cc?llnnrmclaerlnaag}jgr?i?f};:ﬁaa),-texturay + Caractgristicas de_l tubo  germinativao
crecimianta. denaminaco hifa o filamento. _
4 Presencia de hifas septadas. La hifa

puede estar dividida en  pequefios
compartimientos  como una cafia de
bambu.

4 Presencia de conidios

Figura. 7.1.2 Secuencia empleada para la identificacion de mohos

3.2.1.6 Actividad 1.6 Inoculacion por contacto de jitomates sanos con los
mohos identificados; para observar las caracteristicas de la infeccion
provocada.

Previamente se realizd la resiembra de los mohos identificados en agar —
Jitomate se incubaron a 25 ° C durante 7 dias y de estos cultivos se tomaron
los mohos para llevar a cabo la inoculacion de los jitomates.

Para la aplicacion del in6culo de los mohos, se obtuvieron cinco jitomates de la
variedad “saladett” en estado de madurez rosado; sanos y libres de dafo
mecanico, se lavaron y se desinfectaron por inmersién en una solucién de
hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos, se enjuagaron con agua estéril y se

dejaron secar a temperatura ambiente.
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Se realizaron cortes circulares de agar- jitomate con crecimiento con un
sacabocado de 0.5 cm. de diametro los cuales se colocaron en tubos
Eppendorff y se agregaron 0.7 ml de agua estéril; con ayuda de un vortex se
agitaron hasta obtener una suspension.

Posteriormente se provocaron lesiones en la epidermis del fruto, por medio de
un hisopo estéril. Las lesiones se infectaron con el indculo por contacto en el
fruto los mismos que posteriormente se colocaron en camara humeda vy se
incubaron en camara humeda a 25 °C durante 10 dias. Considerando el origen
de la cepa como sitio de la lesion en el fruto.

3.2.2 Objetivo particular 2

3.2.2.1 Actividad 2.1 Caracterizacion del quitosan. Determinacion del peso
molecular medio.

El quitosan fue obtenido a partir de desacetilacion de quitina (Sigma) segun la
metodologia establecida en el laboratorio de Biotecnologia de la FES-
Cuautitlan.

Se determind el peso molecular medio del quitosan, por el método de
viscosidad intrinseca. La viscosidad intrinseca (n) se obtuvo a partir de la
medicién de la viscosidad relativa (n;). Para cada muestra se preparé una
serie de 4 soluciones diluidas en acido acético 0.3 M con 0.2 M de acetato de
sodio. A éstas, al igual que el solvente, se les determind el tiempo que invirti6 la
disolucién en pasar a través del capilar. La temperatura se mantuvo constante
y uniforme a 25 °C, la técnica se realiz6 por triplicado (Domard y Cols. 1986;
Levine, 1996; Maron y Prutton 1999).

3.2.2.2 Actividad 2.2 Establecer las concentraciones de quitosan

Se ha demostrado que el quitosan reduce el crecimiento de un amplio rango de
hongos a concentraciones de 0.5, 1, 1.5y 2 % (Bautista, 2005; Cheah, 1997; El
Ghaouth, 1992; y Fornes, 2004). Por ello en este trabajo se establecieron las

concentraciones de 0.5,1y 1.5%.
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3.2.2.3 Actividad 2.2.1 Pruebas “In vitro”.Inoculacion de las placas agar/

quitosan.

Se prepararon un total de 30 placas agar/quitosan, a las concentraciones
establecidas en la actividad 2.2; el método de preparacién se describe en el
anexo # 2. Para la inoculacién de las placas se realizaron cortes circulares con
un sacabocado de 0.5 cm. de diametro de agar PDA con crecimiento y se
colocaron sobre la superficie de la placa, se incubaron a 25°C durante 6 dias.
La inoculacion se realizd por duplicado para cada moho identificado, se efectué
la observacion cada tercer dia de los mismos, registrando el crecimiento radial

de la colonia en centimetros (Cheah L., 1997).

3.2.2.4 Actividad 2.3 Obtencion y caracterizacion de oligdmeros de quitosan.

Determinacion del peso molecular medio.

Para obtener los oligébmeros de quitosan se realizé la hidrdlisis del quitosan de
acuerdo a la metodologia propuesta por Ronge X.y Song L. (2005). La técnica
se baso6 en la adicion de sales inorganicas en la hidrélisis de quitosan bajo

condiciones de radiacidén por microondas.

Se partié de quitosan con un peso molecular de 80 700 g/mol. Para hidrolizarlo
previamente se disolvié en acido Acético al 2%, posteriormente se le agrego
0.15 mol/L de cloruro de potasio y se mantuvo en agitacion hasta obtener una
solucién homogénea. Se introdujo al horno de microondas marca Panasonic,
junto con otro matraz que contenia aceite nujol; para controlar la reaccion. La
reaccion se llevo a cabo en el cuarto nivel de potencia, aproximadamente a 800
W por veinte minutos, se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Después se
ajusté a un pH de 7-8 con una solucibn 2 N de NaOH, el producto fue
precipitado por la adicién de éter etilico. Finalmente el precipitado obtenido de

color blanco se secé a 40 ° C por seis dias y se pulverizo.
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Se determin6 el peso molecular de los oligémeros de quitosan, utilizando un
viscosimetro de Ostwald, se determiné el tiempo que invirtié la disolucién en
pasar a través del capilar. La temperatura se mantuvo constante y uniforme a
25 °C (Domard A. y Cols. 1986).

3.2.2.5 Actividad 2.3.1 Pruebas “In vitro”.Inoculacion de las placas agar/
oligémeros de quitosan.

Se prepararon 40 placas agar-oligdmeros de quitosan, a diferentes
concentraciones, 0.1%, 0.3%,0.5%, 0.8%, y 1%, para la inoculacion de las
placas se realizaron cortes circulares con un sacabocado de 0.5 cm. de
diametro, de agar con crecimiento de los mohos identificados y se colocaron
sobre la superficie de la placa, se incubaron a 25 ° C durante 12 dias. La
inoculacion se realizé por duplicado, para cada cepa identificada. Se registrd si
existia crecimiento de los patégenos o si este se inhibia. La variable de
respuesta fue la concentracion minima a la que se inhibié el crecimiento de los

mohos identificados.

3.2.3 Objetivo particular 3

3.2.3.1 Actividad 3.1 Obtencion y seleccion de frutos sanos y libres de dario

mecanico

Se adquirié un lote de 25 jitomates variedad “saladett”, provenientes de la
Central de Abastos de Iztapalapa, en un estado de madurez rosado, sanos y
libres de dafio mecanico, se lavaron y se desinfectaron por inmersién en una
solucion de hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos, se enjuagaron con agua
estéril y se dejaron secar a temperatura ambiente.
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3.2.3.2 Actividad 3.2 Aplicacion del recubrimiento por inmersion

A partir de la concentracion a la que se inhibia el crecimiento de los mohos, se
preparé la solucion de oligdmeros de quitosan, se utilizé acido acético al 1%
para su disolucion, se ajustd a un pH de 5.5 y se le agreg6 glicerol al 1% como
emulsificante.

Para la aplicacion del recubrimiento se tomaron sélo 20 jitomates previamente
lavados y sin exceso de agua, se introdujeron por 15 minutos en recipientes
con la solucién de oligdmeros de quitosan; posteriormente se depositaron en

rejillas para facilitar su secado a temperatura ambiente.

3.2.3.3 Actividad 3.3 Inoculacion por contacto de jitomates sanos
Los cinco jitomates restantes se inocularon con las cinco cepas identificadas de

acuerdo con la actividad 3.2.1.6

3.2.3.4 Actividad 3.4 Pruebas “In vivo”. Exposicion de jitomates cubiertos, frente
a jitomates infectados con los hongos patdgenos identificados.

Se expusieron cuatro jitomates recubiertos frente a un jitomate inoculado con
el patdbgeno como se muestra en la figura 7.2 a 23 °C por doce dias; se
colocaron dentro de recipientes con papel absorbente embebido en agua.

Finalmente se registraron los jitomates sanos y jitomates contaminados.

Figura N2 7.2 Cuatro frutos con recubrimiento frente a
uno contaminado
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Objetivo particular 1

4.1.1 Actividad 1.1 Obtencion y seleccion de frutos enfermos.

De acuerdo a la metodologia planteada, de un lote de 165 jitomates de la
variedad “saladett”, en estado de madurez rojo 6 maduro se obtuvieron ocho
frutos enfermos, de los cuales se eligieron solo tres frutos; los restantes se

descartaron ya que presentaron caracteristicas similares.

4.1.2 Actividad 1.2 Aislamiento de mohos patégenos a partir de frutos

enfermos.

De los frutos enfermos se realizaron un total de siete cortes de tejido derivado
de diferentes zonas del fruto, en la tabla 11 se muestran las zonas del fruto en

donde se realiz6 el corte asi como sus caracteristicas.

Tabla N2 11. CORTES DE TEJIDO ENFERMO

Zona del fruto Caracteristicas
Corte

1 Zona ecuatorial Micelio aéreo negro

2 Zona ecuatorial Micelio denso blanquizco

3 Extremo Mancha negra
peduncular

4 Zona ecuatorial Micelio denso seco

5 Extremo Mancha blanca- amarillenta
peduncular

6 Zona ecuatorial Mancha blanca seca

7 Zona ecuatorial Micelio aéreo blanquizco
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4.1.3 Actividad 1.3 Purificacion de cepas mediante resiembras

Se resembraron aproximadamente 60 veces hasta ir obteniendo en una sola

placa de PDA una sola cepa como se observa en la figura 7.3.

Figura N2 7.3 Cepas en PDA

Finalmente se obtuvieron un total de 9 cajas a las que se les asigné una

clave para su identificacion, como se observa en la tabla 12.

Tabla N2 12. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS OBTENIDAS

Caja | Proviene | Clave Caracteristicas
del corte
1 1 E-1 Micelio aéreo algodonoso
,blanquizco
2 1 E-2 Micelio blanquizco, al centro
presenta color rosado
3 5 - Colonia amarilla cremosa con
bordes irregulares
4 5 P-1 Micelio blanquizco con
crecimiento circular
5 3 E-3 Micelio lanoso color blanquizco —
café de crecimiento irregular
6 3 - Micelio blanquizco, al centro color
rosado
7 6 - Colonia cremosa de color naranja
8 6 - Micelio blanquizco, al centro
presenta color rosado + micelio
aéreo
9 2 E-22 Micelio negro, colonia de aspecto

polvozo
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De las cuales se descartaron cuatro, ya que dos de ellas (caja 7y 3) por su
morfologia macroscépica se trataba de levaduras; las otras dos cajas (6 y 8) se
desecharon por presentar caracteristicas macroscopicas iguales a las otras

cajas. Finalmente se obtuvieron cinco cepas que se resumen en la tabla 13.

Tabla N2 13 RESUMEN DE CEPAS PURIFICADAS

Clave | Zona de origen

E-1 Zona ecuatorial
E-2 Zona ecuatorial
P-1 Extremo peduncular
E-3 Zona ecuatorial

E-22 Zona ecuatorial

4.1.4 Actividad 1.4 Observar las caracteristicas macroscopicas, desarrollo y

crecimiento de los hongos en diferentes medios de cultivo.

Para la identificacion de las cepas purificadas fue importante observar su
crecimiento en medios de cultivo diferentes, ya que las caracteristicas tales
como coloracién y aspecto velloso de las colonias, facilitaron la identificacidén
del patégeno y nos sirve en futuros proyectos como material de apoyo, ya que

no se cuenta con material de este tipo para estos fines.

La morfologia de las cepas cambié al resembrarlos en medios de cultivo
diferentes debido a la composicion de los mismos, en el caso la cepa
identificada como E-1 ver tabla 14, el patégeno present6 coloracion vy tipo de
micelio aéreo igual en los medios agar PDA, agar Jitomate y Agar Sabouraud,
mientras que en el agar Czapek presentd cambios en sus caracteristicas

macroscopicas; el micelio era liso y de color blanco.

En la cepa identificada como E-3 ver tabla 15, present6 coloracion verdosa y
tipo de micelio igual en los diferentes medios de cultivo, es decir los nutrientes
de los diferentes medios de cultivo empleados no modificaron el crecimiento de

la cepa.
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En la cepa identificada como P1 ver tabla 16, la colonia era de color blanco
vellosa en los diferentes medios de cultivo utilizados es decir, no presento

cambios en su morfologia.

En la cepa identificada como E-22 observar tabla 17, presenté una morfologia
distinta en los cuatro medios de cultivo utilizados, la coloracién fue la misma;

negra polvosa pero el crecimiento y forma de las colonias fue irregular.

La cepa identificada como E2 ver tabla 18, presenté un micelio blanquizco y

velloso en los cuatro medios de cultivo y al centro una coloracién rosa.

El tipo de crecimiento vario segun el medio de cultivo utilizado y en
consecuencia, fue de gran ayuda para la identificacion del patégeno ya que al
realizar la observacién de las cepas, fue posible determinar que las cepas
obtenidas tenian un aspecto filamentoso- velloso en los diferentes medios de
cultivo. Se opté por el medio agar jitomate ya que propicié al maximo el
desarrollo de las cepas, provenientes de jitomates enfermos, Los medios de
cultivo agar PDA, Agar Sabouraud y Czapek ya que nos garantizan un
crecimiento oOptimo del patégeno. Estos medios de cultivo contienen los
nutrientes necesarios para el desarrollo de los hongos; ya que estos requieren
hidratos de carbono como fuente de energia, nitrdgeno que se suministra como
sales inorganicas, sea como nitrato o como sales de amonio, en un medio
acido. Los elementos quimicos esenciales para el cultivo de hongos son: C, H,
O, S, N, P,K, Mg,y Fe, (Sigurd y Broggers, 1953).



Agar tomate. Inicialmente aparece
una mancha blanca en el centro

Al segundo dia se observa micelio
aéreo blanquizco que cubre
totalmente la superficie de la
placa.

Al tercer dia, la colonia cubre
practicamente la superficie de la
placa con micelio denso aéreo,
algodonoso, gris oscuro.

Al quinto dia, la colonia es
totalmente negra.

Agar Sabouraud. . Inicialmente
aparece una mancha blanca en el
centro

Al segundo dia se desarrolla un
micelio aéreo blanquizco sobre la
superficie de la placa.

Al tercer dia el micelio aéreo es
semi negro.
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Tabla N2 14 MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE LA CEPA PROVENIENTE DE LA ZONA ECUATORIAL E-1

Agar PDA.

El desarrollo del patdgeno inicia con
un micelio aéreo blanquizco, que se
extiende por toda la superficie de la
placa.

Al tercer dia se observa un
crecimiento total en la superficie de
la placa.

Al quinto dia la superficie de la
placa es totalmente negra, al igual
que el reverso de la misma.

Agar Czapek

Inicialmente la colonia es lisa de
color blanco con bordes irregulares.

Al tercer dia el crecimiento es liso,
no hay presencia de micelio
aéreo.

Al quinto dia la superficie de la
placa se cubre totalmente de una
colonia lisa de color blanco, sin
presencia de micelio aéreo.



Agar tomate. El crecimiento
se observa al tercer dia, una
colonia de color blanco-
verdosa de superficie lanosa y
bordes irregulares.

Al quinto dia el cultivo
presenta un crecimiento rapido
de color verde oscuro a negro,
lanoso.

Al los 10 dias la colonia tiende
a un color negro al igual que el
reverso de la placa.

Agar Sabouraud. El
crecimiento se observa al
tercer dia, una colonia de
color blanco- verdosa de
superficie lanosa y bordes
irregulares.

Al quinto dia el cultivo
presenta un crecimiento rapido
de color verde obscuro a
negro, lanoso. Al los 10 dias la
colonia tiende a un color negro
al igual que el reverso de la
placa.
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Tabla N215 MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE LA CEPA PROVENIENTE DEL EXTREMO PEDUNCULAR E-3

Agar PDA. El crecimiento se observa
al tercer dia, una colonia de color
blanco- verdosa de superficie lanosa y
bordes irregulares.

Al quinto dia el cultivo presenta un
crecimiento rapido de color verde
obscuro a negro, lanoso.

Al los 10 dias la colonia tiende a un
color negro al igual que el reverso de
la placa.

Agar Czapek EI crecimiento se
observa al tercer dia, una colonia de
color blanco- verdosa de superficie
lanosa y bordes irregulares.

Al quinto dia el cultivo presenta un
crecimiento rapido de color verde
obscuro a negro, lanoso.

Al los 10 dias la colonia tiende a un
color negro al igual que el reverso de
la placa.



Agar tomate El cultivo es de
crecimiento lento

La colonia al tercer dia es de
color blanco vellosa.

Al quinto dia se observa un
crecimiento en forma circular que
se extiende sobre toda la
superficie de la placa.

Al décimo dia la colonia
mantiene las mismas
caracteristicas que al inicio.

Agar Sabouraud
El cultivo es de crecimiento lento

La colonia al tercer dia es de
color blanco vellosa.

Al quinto dia se observa un
crecimiento en forma circular que
se extiende sobre toda la
superficie de la placa.

Al décimo dia la colonia
mantiene las mismas
caracteristicas que al inicio.

45

Tabla N2 16 MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE LA CEPA PROVENIENTE DEL EXTREMO PEDUNCULAR P-1

Agar PDA
El cultivo es de crecimiento lento

La colonia al tercer dia es de
color blanco vellosa.

Al quinto dia se observa un
crecimiento en forma circular que
se extiende sobre toda la
superficie de la placa.

Al décimo dia la colonia mantiene
las mismas caracteristicas que al
inicio.

Agar Czapek

El cultivo es de crecimiento lento

La colonia al tercer dia es de
color blanco vellosa.

Al quinto dia se observa un
crecimiento en forma circular que
se extiende sobre toda la
superficie de la placa.

Al décimo dia la colonia mantiene
las mismas caracteristicas que al
inicio.



Agar tomate. El cultivo es de
crecimiento rapido. Al inicio el cultivo
se observan colonias de color blanco
vellosas, diseminadas por toda ala
superficie de la placa

Al tercer dia El cultivo adquiere una
coloracién negra polvosa.

Al quinto dia la placa se cubre
totalmente de las colonias negras. El
reverso de la placa se observa de
color negro.

Agar Sabouraud. La colonia es de
crecimiento rapido. EI crecimiento
inicia con una mancha blanquizca
vellosa .Al tercer dia se forman
colonias de forma circular que se
encuentran diseminadas por toda la
superficie de la placa, presentan una
coloracion blanco — verdosa y en los
bordes de las colonias una
coloracion negra.

Al quinto dia las colonias van
tomando una coloracién negra. El
reverso de la placa se observa de
color negro.
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Tabla N2 17 MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE LA CEPA PROVENIENTE DE LA ZONA ECUATORIAL E-22

Agar PDA. La colonia es de
crecimiento rapido. El crecimiento
inicia con una mancha blanquizca
vellosa. Al tercer dia se forman
colonias de forma circular que se
encuentran diseminadas por toda
la superficie de la placa, presentan
una coloracién negra polvosa.

Al quinto dia las colonias son
completamente de color negro vy
cubren totalmente la placa. El
reverso de la placa es de color
negro.

Agar Czapek

El cultivo es de crecimiento
rapido. Al inicio la colonia es de
color blanco vellosa. Al tercer dia
se observan colonias de forma
irregular sobre la superficie de la
placa, de coloracion verdosa y en
los bordes de color negro.

Al quinto dia las colonias de forma
irregular van adquiriendo una
coloracion negra. El reverso de la
placa también, se observa de color
negro.



Agar Sabouraud. Colonia de
crecimiento lento. .El crecimiento de la
colonia inicia con una mancha blanca
vellosa y algodonosa. De bordes
irregulares

Al tercer dia se observa una colonia de
forma circular vellosa y algodonosa,
muestra en el centro de la colonia una
coloracion rosa, al reverso de la placa
se observa la coloracion rosa de un
color mas intenso.

Tabla N2 18 MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE LA CEPA PROVENIENTE DE LA ZONA ECUATORIAL E-2

Agar Czapek. El crecimiento de
la colonia es lento.

Inicialmente la colonia es una
mancha blanca, vellosa de color
blanco de crecimiento irregular.

Al quinto dia la colonia abarca
toda la superficie de la placa,
presenta una coloracion blanca,
vellosa en el centro un color
rosado.
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Agar PDA. El crecimiento de la colonia es lento.
Inicialmente la colonia es una mancha blanca, vellosa de color blanco.
Al tercer dia la colonia crece uniformemente sobre la placa.

Al quinto dia la colonia abarca toda la superficie de la placa, presenta una coloracién blanca, vellosa y en el
centro un color rosado al reverso de la placa se observa la coloracion rosa de un color mas intenso.
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4.1.5 Actividad 1.5 Identificacion de los mohos aislados

Los microcultivos de las cepas purificadas fueron observados al microscopio,
posteriormente se comparé la estructura observada con las mostradas en la
literatura (Alexopoulos, 1985; Agrios, 1995; Avila, 2001; Sigurd, 1953).

4.1.6 Descripcion microscopica de la cepa E-1

En la figura 8, se observaron
esporangiésporas de forma esférica y de
color blanco, después negro brillante
(Sigurd y Broggers, 1953). Sus rizoides son
numerosos y pardos, la espora germina
mediante el tubo de germinacién que da
origen a un micelio muy ramificado de color
gris (Avila y Sosa; 2001).

Las estructuras corresponden al patégeno

Figura N2 8 .Esporangio(A) Rhizopus stolonifer.

caracteristico de Rhizopus
stolonifer

4.1.7 Actividad 1.6 Inoculacién por contacto del fruto con el patégeno
identificado como Rhizopus stolonifer, |a figura 9 muestra las caracteristicas de
la infeccion.

Al fruto se le provocaron lesiones en toda la

superficie, ya que el patégeno penetra sélo

por heridas (Namesny, 1999).

Descripcion: La pieza mostré caracteristicas

propias de la podredumbre hiimeda: tejido

de la superficie blando provocado por la

enzima galacturonasa producida por el

propio  patégeno, exudando liquido.

Presencia de micelio inicialmente blanco y

al término de la pudriciéon negro. Ademas de

olor a fermentacion (MacNab, 1983; Ponce,  Figura N2 9. Fruto infectado con
1992). Rhizopus stolonifer
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4.1.8 Descripcién microscopica de la cepa E-3

En la figura 10 se muestran las estructuras observadas del microcultivo de la

Figura N2 10. Conidios de Alternaria
solani

cepa E-3.

Se observaron conidiéforos solitarios, los
conidios son alargados con una base
ancha y el extremo es mas delgado con
septos transversales de color oscuro
(Sigurd y Broggers, 1953).

Los conidios de Alternaria tienen septos
transversales y longitudinales y se los
conoce como dictiosporas, ademas son
pardos y picudos. Nacen por la brotacion
apical de una célula conidiégena o de la
espora anterior, dando lugar en este
Ultimo caso a una cadena que suele
2006).Las
estructuras observadas corresponden al

ramificarse (Carrillo,

moho Alternaria solani.

4.1.9 Actividad 1.6 Inoculacion por contacto del fruto con el patégeno

identificado como Alternaria solani,

Las lesiones se provocaron en la superficie
del fruto, en el extremo peduncular (figura
11), ya que la enfermedad tiene su origen en
esa zona (MacNab y Sherf ,1983). El origen
de la cepa fue la zona ecuatorial.
Descripcion: El fruto presenta los sintomas
provocados Podredumbre

por por

Alternaria, la cual se -caracteriza por
lesiones pardo-oscuras ligeramente hundidas
y recubiertas de numerosas esporas del
hongo; el tejido se mantiene firme, vy la
superficie ligeramente deprimida. Alternaria
comunmente aparece en frutos danados por

frio (Enfermedades del Tomate, 2007).

Figura N2 11. Fruto infectado con
Alternaria solani
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4.1.10 Descripcién microscopica de la cepa P-1

En la figura 12 se muestran las estructuras observadas de la cepa P-1

B
A t
Figura N2 12. Esporangios (A) y
zoosporas (B) de Phytophthora
infestans

El  micelio de este hongo produce
esporangiéforos ramificados. En las puntas de
las bifurcaciones se forman esporangios
papilados que tienen forma de limén (Agrios G.,
1995). Los esporangios presentan forma de
limén, dentro de ellos se aprecian algunas
zoosporas (Alexopoulos J. C., 1985).

Las estructuras corresponden al patdégeno
Phytophthora infestans

4.1.11 Actividad 1.6 Inoculacion por contacto del fruto con el patdégeno

identificado como Phytophthora infestans, la figura 13 muestra las

caracteristicas de la infeccién

El sitio donde se le aplicé el inéculo

proveniente de la placa agar- jitomate fue

en el extremo peduncular figura 13, sitio

en donde aparece la enfermedad

(Namesny, 1999). El origen de la cepa fue

el extremo peduncular.

Condiciones: camara himeda,
temperatura 25°C

Descripcion: Los sintomas que presenta,

micelio blanquizco con tejidos blandos y

arrugados (Namesny, 1999).

Figura N2 13 Fruto infectado con
Phytophthora infestans
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4.1.12 Descripcidén microscopica de la cepa E-22

El microcultivo de la cepa E-22 sus estructuras se observan en la figura 14.

Se observaron conidiéforos largos vy

ramificados, los conidios son ovoides de color

negro. La estructura se asemeja a un racimo de

A — uvas, el hongo libera facilmente los conidios y

B

estos son diseminados, provocando asi el

— desarrollo de la enfermedad (Agrios, 1995).

Figura N214 Estructuras de
Botrytis cinerea, (A) conidios vy
(B) conidiéforo

4.1.13 Actividad 1.6 Inoculacion por contacto del fruto con el patdégeno

identificado como Botrytis cinerea, la figura 15 muestra las caracteristicas de la

infeccién

Se provocaron lesiones en toda la superficie
del fruto .Ya que esta Podredumbre gris
ataca toda la superficie del fruto inicialmente
por los hombros del fruto (MacNab y Sherf;
1983).Condiciones: camara himeda,
temperatura 25°C

Descripcion:  Inicialmente  aparece  un
abundante micelio negro posteriormente los
tejidos se ablandan y se vuelven aguanosos,
conforme se pudren los tejidos, la epidermis
del fruto se rompe (Agrios, 1995).

Figura N2 15. Fruto infectado
con Botrytis cinerea,
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4.1.14 Descripcion microscopica de la cepa E-2

En la figura 16 se muestran las estructuras observadas del microcultivo de la
cepa E-2.

Se mostraron conidiéforos simples, cortos
que terminan en varios microconidios,
alargados y estrechos, curvados y con
extremos afilados (Avila y Sosa, 2001).

Los conidios se producen solos o en bolas
de conidios, son hialinos y unicelulares o
tabicados transversalmente. De acuerdo a
la estructura que presenta se identificd
como Fusarium culmorum

Figura N%16. Microconidios de
Fusarium culmorum

4.1.15 Actividad 1.6 Inoculacion por contacto del fruto con el patdégeno
identificado como Fusarium culmorum, la figura 15 muestra las caracteristicas

de la infeccién.

Se le provocaron heridas en toda la superficie del
fruto (figura 17), ya que este patégeno se
desarrolla por medio de heridas en cualquier parte
del fruto (Namesny, 1999).

Condiciones: camara humeda, temperatura 25° C.

Se observaron sintomas caracteristicos de la
Podredumbre por Fusarium micelio de color
blanco cremoso, tejidos arrugados y exudado de

liquido (Namesny, 1999). . ,
‘quido ( Y ) Figura N2 17. Fruto infectado

con Fusarium culmorum
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Los microorganismos aislados y purificados a partir de jitomates enfermos
fueron identificados como: Rhizopus stolonifer, Alternaria Solani, Phytophthora
infestans, Botrytis cinerea y Fusarium culmorum que de acuerdo a la literatura
consultada (Agrios, 1995; Namesny, 1999 y MacNab y Sherf, 1983) estas
infecciones causadas por mohos; se presentan desde el campo y
posteriormente aparecen en la recoleccion. Al inocular los jitomates sanos con
los mohos identificados se observo el desarrollo de la enfermedad asi como los
sintomas provocados; confirmando de esta manera la identificacion de los

patbégenos.

4.2 Objetivo particular 2

4.2.1 Actividad 2.1 Caracterizacion del quitosan. Determinacion del peso

molecular medio.

El peso molecular medio obtenido fue de 80, 700 g/mol, Se determiné el peso
molecular ya que la actividad antifungica del quitosan esta relacionada con su
longitud de cadena (Larez V., 2006), el peso molecular de este quitosan se
considera alto, el cual ha demostrado tener actividad antifungica (Bautista B. y
col.,2005).

4.2.2 Actividad 2.2.1 Pruebas “In vitro’.Inoculacion de las placas agar/

quitosan.

Se evalud la actividad antifungica del quitosan expresando los resultados
obtenidos en base al crecimiento radial de la colonia del moho (Cheah L., 1997
y Bhadkara M., 1997). Se empleé el término fungicida; cuando el quitosan
evitaba el crecimiento del moho y fungistatico cuando el quitosan actuaba como
inhibidor del crecimiento (Aguilar y col., 2004).
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En la tabla 19 se muestra el crecimiento radial del los mohos al tercer y sexto
dia a las concentraciones de 0.5, 1y 1.5 %.

Tabla 19. CRECIMIENTO RADIAL EN PLACAS AGAR-

QUITOSAN
i 0.5% 1% 1.5% Observaciones
Patogeno
[Fodia - [B%dia [3%dia | [B%dia [3%dia [B9dE |

RhZopus Presencia de micelio
stoionifer hien desarrollado.

Ecim Scm. | 1.5cm Acim Acm Acm Inicialmente blanceo &l

término negra.

Alternatia Cesarrallo &l maximo

sofani 3cm acim Zom acm Scm acm de micelio ¥ coloracidn
verdosa.
Fhtophthors . . . . . . .

o — Efecto fungicida.
Botnta Desarrollo al maximo
clneraa e — — el 1.5cm | 3em de sus estructuras.

Fusarium . . . . . . .

N Efecto fungicida.

* (Mo existid crecimiento radial

Las pruebas realizadas “In vitro” para demostrar la actividad antifungica del
quitosan con un peso molecular de 80,700 g/mol a las concentraciones de
0.5%, 1% y 1.5%, mostraron inhibicion del 100% so6lo en dos cepas;
identificadas como Fusarium culmorum y Phytophthora infestans. Esto
concuerda con los resultados obtenidos por Hirano y Nagao (1989); en donde
estudiaron el efecto del quitosan de alto peso molecular, en el desarrollo “In
vitro” de Fusarium y Phytophthora, se encontrd que el quitosan era efectivo en
la inhibicibn de estos microorganismos. El quitosan actio como agente
fungicida.

No se observé el mismo efecto en los patdégenos Rhizopus stolonifer y
Alternaria Solani ya que presentaron un crecimiento radial en toda la superficie
de la placa en las tres concentraciones (0.5, 1 y 1.5%) de quitosan al tercery
sexto dia, estos desarrollaron completamente sus caracteristicas

macroscopicas como presencia de micelio y coloracion.
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El quitosan no actio como agente fungistatico. Morales y Salazar (2001),
reportaron un efecto fungistatico a la concentracién de 0.7% en el patégeno
Rhizopus stolonifer obtenido a partir de fresas enfermas; se esperaban
resultados similares, sin duda es dificil comparar los resultados reportados en
la literatura, ya que el origen del patégeno y las concentraciones nos
proporcionan resultados diferentes.

En el caso de Botrytis cinerea, se mostré6 que sélo en la concentracién de
1.5% se presentd un crecimiento lento sin llegar a desarrollar coloracion negra,
propia que presenta al término de su crecimiento, mientras que a las
concentraciones de 0.5y 1 % el crecimiento es al maximo sobre la superficie

de la placa.

Los mohos Fusarium culmorum'y Phytophthora infestans quedaron totalmente
inhibidos en las concentraciones de 0.5%. 1% y 1.5% de quitosan con un peso
molecular de 80,700 g/mol. Mientras que Alternaria Solani, Botrytis cinerea y
Rhizopus stolonifer presentaron un crecimiento radial total sobre la placa, por lo
que se trabajo con oligbmeros de quitosan, estos han demostrado una mayor
actividad antimicrobiana, los oligdbmeros fueron obtenidos a partir de la

metodologia propuesta por Ronge y Song (2005).

4.2.3 Actividad 2.3 Obtencion y caracterizacion de oligdémeros de quitosan.

Determinacion del peso molecular medio.

El quitosan de 80,700 g/mol se degrad6 hasta obtener un peso molecular
medio de 29,140.50 g /mol, Este peso obtenido es menor que el original esto
nos confirmd la degradacién del quitosan. Se puede suponer que en los
oligbmeros obtenidos existe una mezcla de oligdmeros de diferentes tamarnos,
ya que al hidrolizar el polimero se secciona al azar. Se ha reportado que
oligémeros de quitosan molecular poseen mayor actividad antifungica que los
de alto peso molecular, debido al nimero total de grupos amino en la molécula
(Kittur S. y col, 2005)
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4.2.4 Actividad 2.3.1 Pruebas “In vitro”. Inoculacion de las placas agar/
oligémeros de quitosan

Inicialmente se prepararon las concentraciones 0.1, 0.3 y 0.5 % en donde se
observé un crecimiento lento del moho y en algunos casos fue inhibido
totalmente (Tabla 20). Se evaluo la actividad antifungica de los oligobmeros de
quitosan expresando los resultados obtenidos en base al crecimiento radial de
la colonia del moho (Cheah L., 1997 y Bhadkara M., 1997). Se empleo el
término fungicida; cuando el quitosan evitaba el crecimiento del moho y
fungistatico cuando el quitosan actuaba como inhibidor del crecimiento (Aguilar
y col., 2004).

Tabla 20. CRECIMIENTO RADIAL EN PLACAS AGAR- OLIGOMEROS DE

QUITOSAN
) 0.1% 0.3% 0.5% Observaciones
Patogeno
BPdia BPdia Fdia B°dia Fdia Bodia
Fhizopus Fresencia de micelio
stolonifer gem | 9om. | Gom gom | A5cm | Bom | 8ere0 blanco, sin llegar
a ala coloracion negra.
Efecto fungistatico.
Alfarnaria Desarrollo al maximo
solani 2cm dcm | 1.cm | 3.8cm * * de micelio y coloracidn
werdosa.
Paytaphthora [y ool acm || 1.5em || 3.2em || tem || 15 Efecto fungistatico.
infesfans
B_Dfryns acm gom | 45cm | Gom 9em B Desarrollo al maximo
cingraa de sUs estructuras.
Fusanum e e E E e e Efecto fungicida.
culmarlm

*(no existio crecimiento radial)

En el caso del patdégeno Rhizopus stolonifer presentd un crecimiento total en
la superficie de la placa en las concentraciones de 0.1% y 0.3 % al quinto y
octavo dia; con presencia de micelio aéreo blanco sin llegar a la coloracién
negra; el esporangio solo llegd al color blanco; los oligdmeros presentaron un
efecto fungistatico. Ya en la concentracién de 0.5% se observo una inhibicién
mayor que en las concentraciones anteriores, ya que el crecimiento radial y el
desarrollo aéreo de la hifa se vio reducido.
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Esto podria suponer que existe una mayor exposicion de los oligémeros, frente

al patégeno debido a su menor tamaro, inhibiendo asi el crecimiento del moho.

En el caso de Alternaria solani existid crecimiento en la concentracion de
0.1% al igual que en el la concentracion de 0.3 %; este crecimiento fue minimo
ya que se presentd hasta el quinto dia y transcurrié lentamente hasta el octavo
dia. Ya en la concentraciéon de 0.5% no existi6 crecimiento. Alternaria
desarroll6 favorablemente todas sus caracteristicas macroscopicas como son;
micelio lanoso coloracion verdosa a café pero, su crecimiento radial se detuvo,

los oligdbmeros presentaron un efecto fungistatico.

El crecimiento radial de Botrytis cinerea fue disminuyendo a las
concentraciones de 0.3% y 0.5%. Presenté desarrollo de micelio y coloracion
caracteristicos.

En el moho Fusarium culmorum no existié crecimiento radial en las tres
concentraciones de oligébmeros al igual que en las placas agar- quitosan (0.5, 1
y 1.5%). Se mantuvo el efecto fungicida del quitosan y los oligobmeros de

quitosan sobre el patégeno.

En el caso de Phytophthora infestans existié un crecimiento radial hasta el
quinto dia en las tres concentraciones (0.1, 0.3 y 0.5). Observandose un efecto
fungistatico. Se hace mencién que Phytophthora infestans no mostraba
crecimiento en las placas de agar- quitosan 0.5, 1y 1.5 %.
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En la figura 18 se observa que al ir aumentando la concentracién de oligdmeros

de quitosan el crecimiento y desarrollo de los patégenos se ve reducido.

Figura 18. Crecimiento de hongos patdégenos en
placas agar — oligbmeros de quitosan a
concentraciones de 0.1, 0.3 y 0.5%. Iméagenes
tomadas a los 15 dias de inocular las placas. a)
Phytophthora infestans, b) Rhizopus stolonifer, c)
Botrytis cinerea, d) Alternaria solani y e) Fusarium
culmorum

Con los resultados obtenidos, se aumentdé aln mas la concentracién de

oligbmeros de quitosan, se prepararon placas agar- oligbmeros de quitosan a
las concentraciones de 0.8% y 1%.
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Registrandose los resultados en la tabla 21. Los mohos Phytophthora infestans
y Fusarium culmorum no presentaron crecimiento radial en las dos

concentraciones, quedé totalmente inhibido su crecimiento.

Tabla 21. CRECIMIENTO RADIAL EN PLACAS AGAR- OLIGOMEROS DE

QUITOSAN
0.8% o Observaciones
' 1%
Patogeno
B°dia  8°dia  12dla  B°dia  8°dia  12Pdia

Rmzop_u.e dcm | T om. 8cm 1.5cm | 3cm Hcm Efecto fungistatico .
stolonifer
Allermara x * 1 8em * * * Efecto fungistatico.

solani

Phylophthora . . x " * * Efecto fungicida.

infestans

I * 17cm| 4em * | 3cm | 45cm | Efecto fungistatico.

cinersa
Fusarium o o . » * * Efecto fungicida.
culmorum

*(no existid crecimiento radial)

Se observd en el caso del hongo Rhizopus stolonifer a la concentraciéon de
0.8% al sexto dia el crecimiento radial fue de sélo 4 cm. y llegé hasta 9cm. al
122 dia, con un micelio blanco aéreo, sin llegar a desarrollar la coloracién
negra. En la concentracion al 1% al sexto dia fue de 1.5 cm. y si lleg6 a cubrir
totalmente la superficie de la placa, pero no se desarrollé al maximo ya que el

micelio permanecio de color blanco.

Alternaria solani, mostrd un crecimiento radial de 1.9 cm. en la concentracién
de 0.8%, pero se present6 hasta el doceavo dia, Ya en la concentracion de 1%

se presentd el efecto fungicida ya que no existié crecimiento del patégeno.

En el caso de Botrytis cinerea si existio crecimiento de 1.7 cm. hasta el octavo
dia a la concentracion de 0.8%. En ambas concentraciones el crecimiento llego
hasta 4.5 cm. al doceavo dia. El crecimiento de las colonias no fue total sobre
la placa.
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Los oligbmeros al 1% en las pruebas “In vitro” presentaron un efecto fungicida
en tres mohos identificados como: Alternaria solani, Phytophthora infestans y
Fusarium culmorum. Mientras que en los mohos Botrytis cinerea y Alternaria
solani los oligbmeros presentaron un efecto fungistatico. Segun el reporte de
Aguilar et al, 2004; los oligébmeros de quitosan al 1% no actian como fungicida,
sino s6lo como inhibidor del crecimiento (efecto fungistatico).

En este trabajo los oligbmeros presentaron los dos efectos; fungistatico y
fungicida. Los resultados mostraron que los oligdbmeros de quitosan, pueden
ser usados en la inhibicién de una amplia variedad de mohos patégenos, que
atacan a frutos y hortalizas durante la etapa poscosecha. En la figura 19 se
muestra las placas agar- oligdmeros de quitosan a la concentracion de 0.8 y

1%, el crecimiento radial fue disminuyendo al aumentar la concentracion.

Figura N219. Crecimiento de hongos
patdbgenos en placas agar — oligdbmeros de
quitosan a concentraciones de 0.8 y 1%.
Imagenes tomadas a los 15 dias de inocular las
placas. a) Phytophthora infestans, b) Rhizopus
stolonifer, c¢) Botrytis cinerea, d) Alternaria
solani y e) Fusarium culmorum.
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4.2.5 Las placas agar- oligdmeros de quitosan al 1% se compararon con un
control, el cual sélo contenia agar PDA. En la Tabla 22 se muestran los
resultados obtenidos. En el caso del mohos Rhizopus stolonifer y Botrytis
cinerea, los resultados se presentan en graficos en donde se observé el
efecto del tiempo de incubacion de placas agar-oligobmeros de quitosan
comparado con el control sobre el crecimiento radial del patégeno. En los
mohos Alternaria solani, Phytophthora infestans y Fusarium culmorum solo
se muestran las imagenes en donde se observo el efecto fungicida de los
oligbmeros de quitosan al 1% comparados con el control.
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Tabla N¢ 22 PRUEBAS “IN VITRO” OLIGOMEROS DE QUITOSAN AL 1%
COMPARADOS CON EL CONTROL

Moho 10
97#0—07—
E 8
e, / /
s /
s 6 ! / —e— CONTROL
g’ / —= OLIGQN
Rhizopus o 4 /
stolonifer E s
22 /
i
0,_./ ; ;
0 5 10 15
Tiempo de incubacion (dias)
Control PDA Oligébmeros de QN
Alternaria
solani
Control PDA Oligébmeros de QN
Phytophthora
infestans

Observaciones

En el gréfico se observé
que el control (PDA)
presenté un crecimiento
total sobre la placa (9cm)
desde quinto dia. En los
oligbmeros de quitosan el
crecimiento del moho se
retrasd, ya que hasta el

doceavo dia el
crecimiento radial llegé a
los 9cm. Efecto

fungistatico

Caja Control. Al sexto dia
el crecimiento del moho
es total sobre la placa de
PDA

Caja con oligbmeros de
quitosan. No  existi6
crecimiento radial. Efecto
fungicida

Caja control. Al octavo
dia el crecimiento del
moho se ha extendido por
toda la superficie de la
placa

Caja con oligbmeros de
quitosan. No  existi6
crecimiento radial. Efecto
fungicida
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10
= 9 /‘/\e ——o De acuerdo al grafico, el
e 8 / control (PDA) mostré un
% 7 / crecimiento total sobre la
s © / —e—contro | placa al sexto dia;
Botrvis 2 7 = ouean | | Mientras  que los
ci%e}r/ea g 7 oligémeros de quitosan el
s, / crecimiento total sobre la
6 1 placa fue hasta el
0 Z ‘ ‘ doceavo dia.
0 5 10 15
Tiempo de incubacion (dias)
Control PDA Oligbmeros de QN
Caja control. Al sexto dia
el crecimiento del moho
se ha extendido por toda
. la superficie de la placa,
Fusarium P P
culmorum.

Caja con oligbmeros de
quitosan. No  existié
crecimiento radial. Efecto
fungicida

Los oligébmeros de quitosan al 1% presentaron un efecto fungicida en los
mohos Alternaria solani, Phytophthora infestans y Fusarium culmorum, ya no
existié crecimiento radial, mientras que en los controles el crecimiento fue total
sobre la placa de PDA. En el caso del mohos Rhizopus stolonifer y Botrytis
cinerea, los oligdbmeros de quitosan al 1% mostraron en las gréficas, un
crecimiento que se ve inhibido en los doce dias de incubacién; en cambio los
controles mostraron un crecimiento radial, sobre la totalidad de la placa al
quinto y sexto dia. Con los resultados obtenidos se realizaron las pruebas “In

vivo” de acuerdo a la metodologia planteada.
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4.3 Objetivo particular 3

4.3.1 Actividad 3.2 Aplicacion del recubrimiento por inmersion

Se aplicod el recubrimiento por inmersién de una solucion de oligdmeros de
quitosan al 1%; a un lote de 20 jitomates. Se dejaron secar por una hora, los

jitomates cubiertos presentaron una apariencia brillosa (figura 20).

Figura 20. Fruto cubierto con
oligbmeros de quitosan

4.3.2 Actividad 3.3 Inoculacion por contacto de jitomates sanos
En la tabla 23 se muestra, el sitio en donde se aplicé el indculo

Tabla N2 23. SITIO DE APLICACION DEL INOCULO A JITOMATES SANOS

Inoculacién con: Sitio de aplicacion
Rhizopus stolonifer Zona ecuatorial

Alternaria solani Extremo peduncular

Phytophthora infestans Extremo peduncular
Botrytis cinerea Zona ecuatorial

Fusarium culmorum Zona ecuatorial
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La inoculacién con Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea 'y Fusarium culmorum;
se aplicdo en la zona ecuatorial ya que esta infeccibn aparece en toda la
superficie del fruto (Namesny, 1999). En el caso de Alternaria solani y
Phytophthora infestans el indculo se aplicd en el extremo peduncular ya que la
infeccion se encuentra desde las hojas y se extiende hasta el extremo
peduncular del fruto (Carrillo L., 2006; MacNab y Sherf, 1983).

4.3.3 Pruebas “In vivo” actividad 3.3 Exposicion de jitomates cubiertos, frente

a jitomates infectados con los mohos patdogenos identificados.

4.3.4 Exposicion de cuatro jitomates sanos, frente a un jitomate inoculado con
el patégeno Rhizopus stolonifer, en la tabla 24 se muestran los frutos sanos y
los frutos contaminados al 7°y 12°dia.

Tabla N°24. Rhizopus stolonifer “In vivo”
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El fruto al que se le provocé la infeccién con el moho Rhizopus stolonifer (a)
contaminé Unicamente a un fruto (b), durante los doce dias de exposicidn;
mientras que los tres frutos restantes permanecieron sanos. El fruto al que se
le provocé la infeccion(a) presentd tejidos arrugados, exudado de liquido y
presencia de micelio aéreo color negro ademas de olor a fermentacion;
sintomas caracteristicos de la podredumbre himeda causada por el patégeno
Rhizopus stolonifer (Namesmy A., 1999).

El fruto infectado (b) de acuerdo a la tabla 24, presento la infeccion desde el 7°
dia en la zona ecuatorial, ya al doceavo dia la infeccion era total sobre el fruto
ya que presentd tejidos completamente arrugados y micelio aéreo. La
penetracién del moho se originé posiblemente por una lesion en el fruto que al
aplicar el recubrimiento no se sell6 totalmente. Los frutos cubiertos con
oligémeros de quitosan al 1% que permanecieron sanos, sélo presentaron una
apariencia arrugada, debido a la pérdida de peso el fruto. Esto se debid
posiblemente a la concentracion que se utilizd, ya que la solucion de
oligébmeros de quitosan presentd una baja viscosidad que al aplicarla en los

frutos se obtuvo una mayor permeabilidad de vapor de agua.

Gonzaélez et al, 2005; concluyen que al aumentar la concentracién, aumenta la
viscosidad; obteniendo una menor permeabilidad de agua ya que al aplicar el
recubrimiento se forma una barrera alrededor del fruto, la cual impide que se

pierda vapor de agua.
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4.3.5 Exposicién de cuatro jitomates sanos, frente a un jitomate infectado con el
patégeno Alternaria solani. En la tabla 25 se muestran los frutos sanos y los

frutos contaminados al 7°y 12°dia.

Tabla N2 25. Alternaria solani “In vivo”

El efecto fungicida de los oligémeros de quitosan al 1% se mantuvo durante los
12 dias de exposicién al patégeno, ya que los cuatro frutos expuestos
permanecieron totalmente sanos. Esto se debiéo posiblemente, a las
caracteristicas de los oligobmeros de quitosdn ya que debido a su menor
tamano existié una mayor exposicion frente al patégeno (Kittur S. y col., 2005)
evitando asi su crecimiento. Alternaria solani aparece frecuentemente en el
extremo peduncular 6 a través de heridas en la piel, por lo que los frutos
expuestos al patdégeno no presentaron heridas impidiendo asi, la entrada del
inoculo. El fruto al que se le provoco la infeccion (tabla 25), presentdé micelio
con coloracién verdosa. El efecto fungicida se mantuvo “In vitro” e “In vivo” por
12 dias.
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El jitomate es frecuentemente atacado por Alternaria; aunque los controles
quimicos estan disponibles para esta enfermedad, su uso ha sido restringido
por la salud, utilizar los oligdbmeros de quitosan al 1% puede ser sin duda, la
mejor opcién para el control de la enfermedad provocada por el patdégeno y asi
aumentar la vida poscosecha del fruto. Los oligdmeros de quitosan al 1%
evitaron el crecimiento del moho Alternaria solani al 100%.

4.3.6 Exposicién de cuatro jitomates sanos, frente a un jitomate infectado con el
patégeno Phytophthora infestans, en la tabla 26 se muestran los frutos sanos y
los frutos contaminados al 7°y 12°dia.

Tabla N2 26. Phytophthora infestans “In vivo”

El efecto fungicida de los oligémeros de quitosan al 1% se mantuvo durante los
12 dias de exposicion al patégeno, ya que los frutos no mostraron ningun signo
de contaminacién; sélo presentaron piel arrugada debido a la perdida de peso
durante el tiempo de el tiempo de exposicion. Esto se le atribuyé a la
concentracién de oligbmeros de quitosan utilizada, ya que la barrera formada
alrededor del fruto permiti6é la perdida de vapor de agua. El fruto al que se le
provoco la infeccion(a), mostré el micelio blanquecino del moho, Phytophthora

infestans produce la infeccion en el caliz (Namesmy, 1999).
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Los oligdmeros de quitosan al 1% presentaron un efecto fungicida “In vitro e In
vivo”. Phytophthora infestans aparece desde el campo causando la pudricion
de raiz y tallo, posteriormente aparece en el almacenamiento; la aplicacion de
oligébmeros de quitosan como operacion poscosecha, extenderia la vida util del
jitomate.

4.3.7 Exposicién de cuatro jitomates sanos, frente a un jitomate infectado con el
patdogeno Alternaria solani, en la tabla 27 se muestran los frutos sanos y los
frutos contaminados al 7°y 12°dia.

Tabla N2 27 Botrytis cinerea “In vivo”

Los oligbmeros de quitosan al 1% en las pruebas “/In vivo” presentaron un
efecto fungicida, ya que los cuatro jitomates expuestos permanecieron sanos
durante los doce dias. En las pruebas “In vitro” los oligbmeros presentaron un
efecto fungistatico, ya que soélo inhibian el crecimiento del moho, en las
pruebas “In vivo” se esperaba un resultado similar, sin embargo ningun fruto se
contaming; esto se debié a que el fruto al que se le provocd la infeccion tabla
27 (a), no desarroll6 totalmente los sintomas de la enfermedad, ya que no hubo
desarrollo de micelio color negro ni exudado de liquido, esto fue determinante

para que los demas frutos no se contaminaran.
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4.3.8 Exposicion de cuatro jitomates sanos, frente a un jitomate infectado con el

patégeno Fusarium culmorum, en la tabla 28 se muestran los frutos sanos y los

frutos contaminados al 7°y 12°dia.

Tabla N¢ 28. Fusarium culmorum “In vivo”

Desde el 5° dia uno de los cuatro frutos cubiertos con oligbmeros de quitosan
mostré tejidos arrugados e infeccion en el peddnculo (b); mientras que los tres
restantes se mantuvieron sanos. El fruto infectado (b) mostré contaminacién en
el extremo peduncular, mostrando micelio blanquizco y exudado de liquido. El
fruto al que se le provoco la infeccion(a) presenté los sintomas caracteristicos
propios de la infeccibn, como son micelio blanquizco cremoso y una
podredumbre humeda. Fusarium culmorum presenté un efecto fungicida “In
vitro” el efecto no se mantuvo en las pruebas “In vivo’. Debido a que este
fitopatogeno penetra sélo por heridas, por o que al aplicar el recubrimiento a
los frutos, posiblemente la pelicula no sell6 pequenas fisuras en el fruto, que
permitieron la entrada del in6culo del moho. Los oligémeros de quitosan al 1%
evitaron la contaminacion de tres frutos a pesar de estar expuestos con las

esporas del moho.
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4.3.9 COMPARACION DEL EFECTO “In vitro “e “In vivo”

Al realizar la comparacion entre ambos, no se observé el mismo efecto; ya que
en el caso de las pruebas “In vitro” con oligbmeros de quitosan al 1% los
mohos patégenos Rhizopus stolonifer, y Botrytis cinerea presentaron un efecto
fungistatico; mientras que los hongos Phytophthora infestans, Alternaria solani
y Fusarium culmorum se inhibieron totalmente. En las pruebas “In vivo” con
oligbmeros de quitosan al 1% Rhizopus stolonifer y Fusarium culmorum
mostraron un efecto fungistatico; mientras que Phytophthora infestans, Botrytis
cinerea, Phytophthora infestans y Alternaria solani quedaron totalmente
inhibidos. En la tabla 29 se muestra el resumen del las pruebas “In vitro “e “In

vivo”.
Tabla N2 29 Resumen “In vitro “e “In vivo”

Oligémeros de quitosan al 1%

Moho “In vitro” “In vivo”
Efecto
Rhizopus fungistatico fungistatico
stolonifer
Alternaria fungicida fungicida
solani
Phytophthora fungicida fungicida
infestans
Botrytis cinerea fungistéatico fungicida
Fusarium fungicida fungistatico
culmorum

Esto se debid probablemente a las caracteristicas que presento la solucion de
oligébmeros de quitosan al 1%, ya que mostré una baja viscosidad que se le
atribuye al bajo peso molecular de los oligobmeros (Aguilar et al, 2004), al aplicar
el recubrimiento a los jitomates, la pelicula posiblemente no sell6 aquellas
lesiones o fisuras en la piel del fruto, provocando la entrada del inéculo de los
fitopatogenos é también se puede suponer que al trabajar con una solucion de
oligbmeros de bajo peso molecular, se formé una pelicula muy delgada
provocando a su vez una pérdida de peso en los frutos; ya que presentaron
tejidos arrugados.
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En las pruebas “In vitro” no intervienen las caracteristicas del fruto ya que, sélo
nos sirvié como un dato de apoyo y tener una idea de con cual concentracion
se puede formar la pelicula, para inhibir el crecimiento de los mohos
identificados. Mientras que en las pruebas “In vivo” intervienen las
caracteristicas del fruto, tales como la pérdida de peso y color; ademas de las
caracteristicas de la pelicula.

En la figura 21, se observan los frutos cubiertos que fueron expuestos a los
mohos patdgenos, a los 12 dias de exposicidn. Los frutos se mostraron sanos,
en la parte interna y se observo la coloracion roja, tipica del estado de madurez
en que se encuentran. Los oligdmeros de quitosan sin duda, alargan la vida util
del jitomate por un periodo de 12 dias a temperatura ambiente, ya que inhiben
el crecimiento de los mohos que comunmente atacan al jitomate en la etapa
poscosecha. El trabajo realizado nos muestra las bases para realizar futuros
proyectos, teniendo como referencia los resultados “In vitro “e “In vivo”, se
requiere modificar la concentracién de los oligémeros de quitosan para obtener
el efecto fungicida sobre los mohos que comunmente atacan la vida
poscosecha del jitomate. Ademas de evaluar los parametros fisicos y quimicos

del fruto que presenta durante el periodo de almacenamiento.

Figura N2 21. Frutos cubiertos con oligbmeros de quitosan al 1%
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5. CONCLUSIONES

+ A partir de jitomates enfermos se realizé el aislamiento, purificacion e
identificacion de cinco cepas: Rhizopus stolonifer, Alternaria solani,
Phytophthora infestans, Botrytis cinerea y Fusarium culmorum,
causantes de las podredumbres poscosecha que atacan al jitomate.

+ Se resembraron las cinco cepas en medios diferentes y se observd que
Alternaria solani, Phytophthora infestans no presentan cambios en sus
estructuras; mientras que Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea y
Fusarium culmorum presentaron cambios en coloracion, forma de
crecimiento y tipo de micelio, debido a la composicion de los nutrientes

de los medios de cultivo.

+« Para la identificacion de las cepas aisladas, se requirié la descripcion

completa del patégeno en la literatura consultada.

#- En las pruebas “In vitro” con quitosan de alto peso molecular, presento
un efecto fungicida soélo en los mohos Phytophthora infestans y
Fusarium culmorum. Mientras que en los mohos Rhizopus stolonifer,
Botrytis cinerea y Alternaria solani, el quitosan no mostro efecto
fungicida ni fungistatico.

+ Los oligdmeros de quitosan obtenidos por radiacion bajo condiciones en
microondas, presentaron una mayor actividad fungicida y fungistética
que el quitosan de alto peso molecular, frente a los principales mohos
que atacan la vida poscosecha del jitomate, que tiene como
consecuencia prolongar la vida util del jitomate.

« En las pruebas “In vitro” los oligbmeros a la concentracién de 1%
presentaron un efecto fungicida frente a las cepas identificadas como
Alternaria solani, Phytophthora infestans y Fusarium culmorum mientras
que con las cepas Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea, presentaron un

efecto fungistatico.
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+ En las pruebas “In vivo” se decidié recubrir los frutos en el estado de
madurez rosado, al término de 12 dias los frutos desarrollaron la
coloracion roja, tipica del estado de madurez rojo maduro.

+« En las pruebas “In vivo® se inhibieron totalmente los mohos Botrytis
cinerea, Phytophthora infestans y Alternaria solani mientras que en los
mohos Rhizopus stolonifer y Fusarium culmorum se observo un efecto

fungistatico.

+« Los frutos cubiertos con oligdbmeros de quitosan, presentaron tejidos
arrugados debido a la pérdida de peso, durante los 12 dias de
exposicién. Esto se puede mejorar realizando algunos ajustes al
recubrimiento, como aumentar ain mas la concentracion, para crear una
pelicula de mayor grosor sin modificar las caracteristicas fisicas,

fisicoquimicas y quimicas del jitomate.

+ El uso de peliculas de oligébmeros de quitosan es una alternativa viable
para mantener la calidad y aumentar la vida de anaquel del jitomate.
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6. RECOMENDACIONES

Al llevar a cabo la realizacidén del proyecto, sin duda surgen nuevas cuestiones

0 variables que pueden dar inicio a nuevos proyectos:

+ Manejar otra variedad del jitomate 6 en diferentes estados de madurez
para evaluar si se tiene el mismo efecto antifungico de los oligémeros de
quitosén al 1%

+ Trabajar individualmente con cada moho, variando las concentraciones
de los oligbmeros de quitosan.

+« Recubrir los frutos y someterlos en diferentes condiciones
almacenamiento.

+= Combinar el recubrimiento con algun tipo de cera y observar el efecto y
asi descartar el uso de fungicidas.

+ Realizar pruebas fisicas, quimicas y fisicoquimicas a frutos cubiertos
durante el periodo de almacenamiento, para observar si el recubrimiento

no modifica sus caracteristicas.

4+ Obtener por otro método la hidrolisis del quitosan, para obtener

oligbmeros de diferente peso molecular.
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ANEXOS
ANEXO 1

Preparacion de medios de cultivo

1. Agar Papa Dextrosa PDA

Composicién por litro
Papa 200g
Dextrosa 20g

Agar bacterioldgico 15g

Disolver 39 g de agar Papa Dextrosa en 1L de agua destilada.
Ajustar pH 5.6 + 0.2

Esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 121 °C
Desinfectar el area de trabajo con fenol y se colocar dos
mecheros en el area, para mantener condiciones estériles. Dejar

enfriar, y vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar.

2. Agar Czapek

Composicidn por litro

Sacarosa 30g

Nitrato de sodio 29

Disolver 49 g de agar Czapek en 1L de agua destilada

Ajustar pH 7.3

Esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 121 °C
Desinfectar el area de trabajo con fenol y se colocar dos
mecheros en el area, para mantener condiciones estériles. Dejar

enfriar, y vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar.

3. Agar Sabouraud

Composicién por Litro

Peptona especial 10

D (+) —glucosa 40

Agar —agar 15
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e Disolver 65 g de agar Sabouraud en 1L de agua destilada.
e Se clarifica el medio
e AjustarpH 5.6 + 0.1

o Esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 121 °C

Desinfectar el area de trabajo con fenol y se colocar dos mecheros en el
area, para mantener condiciones estériles. Dejar enfriar, y vaciar en

cajas petri estériles y dejar solidificar

. Agar jitomate
Material utilizado

Triturador Agar bacteriolégico
Matraz Erlenmeyer 500ml Jitomates sanos
Autoclave

Mecheros

Probetas

e Llavar 700 g. de jitomate “Saladett” en un estado de madurez rojo o
maduro, se picaron en pequenos trozos, posteriormente se realiz6 un
pure.

e Obtener 450ml de puré y aforar hasta 1 L con agua destilada y se
adicionaron 15g de agar bacteriolégico previamente disuelto en
200ml de agua. Se mezclaron perfectamente, se ajust6 el pH a 5.6 +
0.2

e Esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 121 °C

Desinfectar el area de trabajo con fenol y se colocar dos mecheros en el
area, para mantener condiciones estériles. Dejar enfriar, y vaciar en

cajas petri estériles y dejar solidificar
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ANEXO 2
Preparacion de las Placas agar- quitosan

Agar Papa Dextrosa PDA
Preparar agar PDA de acuerdo al anexo 1, reduciendo la cantidad de agua
destilada al 50%

Quitosan/ oligémeros de quitosan

e Disolver en 500 ml el quitosan 6 oligbmeros de quitosan a la

concentracién que se requiera.

e Disolver al 2% con acido acético.

e Ajustar pH 5.5

e Esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 121 °C
Mezclar ambas soluciones preparadas, evitando el enfriamiento de las
mismas.
Desinfectar el area de trabajo con fenol y se colocar dos mecheros en el
area, para mantener condiciones estériles. Dejar enfriar, y vaciar en cajas

petri estériles y se dejan solidificar.
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PRODUCTOS ALIMENTICIOS NO INDUSTRIALIZADOS PARA CONSUMO HUMANO -
HORTALIZAS FRESCAS - TOMATE - (Lycopersicun esculenturn Mill.) - ESPECIFICACIONES

1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma mexicana establece las especificaciones minimas de calidad que deben cumplir los
tomates o jitomates (Lycopersicun esculentum Mill.) de ia familia de las Solanaceas, en todas
sus variedades, para ser consumidos en estado fresco y comercializados en territorio nacional,
despues de su acondicionamiento y empacado. Se incluyen los tomates destinados para el
procesamiento industrial, asf como sus esquilmos o rezaga (ver Apéndice B).

NOTA - En algunas regiones de la Republica Mexicana el tomate es conocido como jitomate.

2 REFERENCIAS

La presente norma se complementa con la siguiente norma oficial mexicana y Ias siguientes
normas mexicanas vigentes:

NOM-030-SCFlInformacién comercial - Declaracién. de cantidad en la etiqueta -
especificaciones.

NMX-FF-006 Productos alimenticios no industrializados para consumo humano - Fruta
fresca - Terminologia.

NMX-FF-009 Productos alimenticios no industrializados para consumo humano - Fruta
fresca - Determinacion del tamarfio en base al diametro ecuatorial.

NMX-Z-012/1 Muestreo para la inspeccion por atributos-Parte 1: Informacién general y
aplicaciones.

NMX-Z-012/2  Muestreo para la inspeccion por atributos - Parte 2: Métodos de muestreo, tablas
y gréficas.

NMX-Z-012/3 Muestreo para Ia inépeccién por atributos -Parte 3: Regla de calculo para la
determinacion de planes de muestreo.

NMX-FF-031-1897-SCFI

3 DEFINICIONES

Para efectos de esta norma deben consultarse las definiciones establecidas en la norma
mexicana NMX-FF-006. (ver 2 Referencias), ademas de complementarse con lo indicado a
continuacion:

31 Algo suave

Cuando el tomate no es &spero o con protuberancias.

3.2 Apariencia

Aspecto externo del tomate que denota un color, forma y tamafio normales, caracteristicos del
tipo de tomate (tipo bola o tipo atargado como la variedad saladette).
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3.3 Bien desarrollado

Cuando el tomate manifiesta un crecimiento normal. Los tomates con protuberancias o aquellos
que contienen puipa seca y espacios abiertos no son considérados como "bien desarrollados”.
3.4 Bien formado

Cuando el tomate no presenta deformacion fisica de acuerdo a la forma tipica de la variedad,;
para el tipo bola debe ser un fruto oblongo simétrico, siendo mayor su diametro ecuatorial que su
diametro polar; para el tomate tipo alargado su forma es oblonga alargado simétricamente,
siendo mayor su diametro polar que su diametro ecuatorial.

3.5 Bofo (fofo) '

Cuando el tomate por sus espacios internos vacios cede faciimente a una presién ligera manual.
36 Coloracion

Se refiere a la manifestacion de color que puede presentar el tomate en sus dos tipos (bola y
alargado), tanto interna como externamente. Este factor se asocia con la madurez del producto y
puede presentarse dentro de la escala de color indicada en el inciso 5.3.2.

3.7 Dafio )

Cuando el tomate pfesenta un defecto, el cual disminuye su apariencia o su calidad comestible
(ver tabla 2).

3.8 Dafio muy severo

Cuando el tomate presenta un defecto, el cual disminuye muy seriamente su calidad o
apariencia (ver tabla 2).

3.9 Dafio severo

Cuando el tomate presenta un defecto el cual disminuye seriamente su apariencia o calidad
comestible (ver tabla 2).

3.10  Enteros

Cuando los tomates estan exentos de mutilacién o golpes que alteren su integridad.

3.11  Flojo ‘

Cuando el tomate presenta un exceso de flacidez por magulladuras o demasiado maduro.

3.12 Forma

Los tomates deben presentar la forma tipica de la variedad, misma que esta en funcién de los
tipos cultivados en México, el tipo bola y el tipo alargado (ver inciso 5.3.1).

3.13 Homogeneidad

Cuando los tomates son similares en tamario, forma, color y grado de madurez.

3.14  Limpio

Cuando el tomate esta practicamente libre de tierra y otras materias extrafias.
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3.15 Madurez

Indica el estado de desarrollo alcanzado por el fruto, es decir, cuando ha alcanzado la madurez
fisiologica y el estado de desarrollo que le asegura alcanzar un completo proceso de maduracion

comercial. Se considera tierno, cuando el fruto aun esta en etapa de crecimiento y no ha
alcanzado la madurez comercial.

3.16  Malformado

Cuando el tomate difiere de su forma tipica de la variedad (la forma tipica del tomate tipo bola
debe ser un fruto oblongo simétrico y para el tipo alargado oblongo alargado simétricamente; se
considera malformado aquel fruto que tiene forma de rifidn).

3.17  Poco aspero

Cuando el tomate presenta protuberancias o ranuras leves.

3.18 Sanos

Cuando los tomates estan libres de enfermedades o defectos severos que afecten su calidad.
3.19  Tiernos

Son aquellos tomates cortados antes de su puhto sazodn, por lo que no alcanza su madurez
fisioldgica.
320 ~ Tomate
El fruto carnoso, oblongo u ovalado, de color verde a rojo, suculento y fragante, de la planta de
tallos rastreros, perteneciente a la familia de las Solanaceas, género y especie (Lycopersicun
esculentum).
4 CLASIFICACION Y DESIGNACION DEL PRODUCTO.
4.1 Clasificacién
El producto objeto de esta norma se clasifica en los grados de calidad siguientes:
México 1
México 2
Meéxico 3
NOTA- Ademas existe la combinacién entre los grados México 1 y México 2, la cual se
especifica en el inciso 5.7.3.3.
4.2 Designacion
El tomate en sus tres grados de calidad, se designa en dos tipos: bola y alargado.
5 ESPECIFICACIONES

El tomate objeto de esta norma, debe cumplir con las especificaciones siguientes:
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5.1 Requerimientos minimos
En todos los grados de calidad y sin perjuicio de las disposiciones especiales establecidas para
cada una de las tolerancias admitidas, los tomates deben cumplir as siguientes especificaciones,

las cuales se verifican sensorialmente.

a) Estar enteros,
b) De aspecto fresco,
c) Caracteristicas similares de variedad (ver inciso 5.4),
d) Sanos interior y exteriormente; excluyendo los productos afectados de pudricion
o de alteraciones que los haga no aptos para el consumo,
€) Maduros,
f) No sobremaduro o flojo,
g) Limpios,
h) Bien desarroliados,
i) Sin dafos manchados por heladas o congelacion,
i Libres de dafios por asoleado,
k) Exentos de olor y/o sabor extrarios,
) Exentos de humedad exterior anormal,
m) Estar exentos de dafios causados por plagas o enfermedades.

52 Madurez y consistencia

521 Madurez

El tomate debe presentar un punto de madurez minimo, el punto sazén o grado de madurez
fisiologico, que es cuando los frutos presentan el color, la forma, el tamafo y textura
caracteristicos de la variedad, esto se verifica sensorialmente.

522 Consistencia

En relacion a su consistencia los frutos pueden ser compactos y bofos (fofos); en los primeros la
placenta llena todas las camaras o gajos y en los segundos, la placenta no llena las camaras o
gajos. Asi mismo, los frutos pueden ser duros, cuando a una presién manual mantienen su
forma; firmes, cuando a la misma presion sufre cierta deformacion: y suaves, cuando cambia su
forma.

5.3 Forma y color

53.1 Forma

La forma se determina por el indice obtenido de dividir el diametro polar entre el didmetro
ecuatorial. Para el tipo bola sus valores son menores a la unidad y para el tipo alargado sus
valores son mayores a la unidad.
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Los tomates deben presentar la forma tipica de la variedad, misma que esta en funcién del tipo
de tomate.
Al evaluarse la homogeneidad del producto de acuerdo a 'su forma, los tomates se dividen en
bien formados, razonablemente bien formados y malformados.
5.3.2 Color
La coloracién que presente la epidermis o piel del tomate indica su etapa de maduracion. EI
tomate debe presentar cualquiera de los siguientes seis colores, los cuales se verifican
visualmente:
a) Verde.- Significa que la: piel de! tomate esta completamente verde. El color
verde puede variar de verde claro a oscuro.
b) Quebrando (verde - rosa):-Significa que hay una interrupcién distinta en el color
de verde hasta amarilio, rosado o rojo en no mas del 10 % de Ia piel.
c) Rayado (rayando).-Significa que entre el 10 % y el 30 % de la superficie del
tomate muestra un cambio definido del color verde hasta amarillo, rosado o rojo, o una
mezcla de éstos.
d) Rosa.- Significa que entre el 30 % y el .60 % de la superficie del tomate,
muestra un color rosado o rojo.
e) Rojo claro.-Significa que entre el 60 % y el 90 % de la superficie tiene color
rosado/rojo o rojo.
f) Rojo.-Significa que mas de! 90 % de la superficie del tomate muestra color rojo.
NOTAS:
1-Ver apéndice B que muestra la carta de colores del tomate.
2-Cualquier tomate que no satisfaga los colores antes mencionados, debe considerarse
como de color mixto.
3.-Se encuentran. algunas variedades de tomate de colores poco comunes como
anaranjados, amarillos, etc., que no se encuentran sujetos en esta norma.
54 Caracteristicas similares de variedad
El tomate una vez empacado, debe presentar las caracteristicas de firmeza de pulpa, color,
tamafio, forma y madurez, que corresponden a la variedad indicada.
Las variedades de pulpa blanda y maduracién temprana no se deben mezclar con variedades de
pulpa firme y maduracién intermedia o tardia, y las variedades de fruto rojo no se mezcian con

variedades de color diferente.
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5.5 Especificaciones de grados de calidad

551 México 1

Los tomates de este grado deben ser de calidad superior. y presentar la forma, el desarrollo y
coloracién tipicos o propios de la variedad.

Deben ser uniformes en cuanto al grado de madurez, coloracién y tamano, debiendo cumplir
integramente con las especificaciones sefaladas en el inciso 5.1, ademas de satisfacer los

requisitos siguientes:

a) Bien formados (tipica de la variedad),
b) Suaves,
c) Exentos de cualquier dafio.

No deben tener defectos, salvo que sean superficiales y muy leves, siempre y cuando no afecte
el aspecto general del producto, calidad, conservacion o presentacion del mismo.
5.5.2. México2
Este grado comprende los tomates que no pueden clasificarse en el México 1, pero que
satisfacen las especificaciones sensoriales minimas detalladas en el inciso 5.1, ademas de
satisfacer los requisitos siguientes:

- Razonablemente bien formados.

- Ligeramente suaves.

- No presentar dafios severos (ver tabla 2).

NOTA- El México Combinacion, consiste en la combinacion de los tomates de
los grados de calidad México 1 y del México 2, de tal forma gque cuando menos el 60 %
de los tomates cumplan con los requerimientos del grado México 1.
553 Mexico 3
Este grado comprende los tomates que no pueden clasificarse en los grados de calidad
superiores, pero que satisfacen las especificaciones sensoriales minimas detalladas en el inciso
5.1, ademas de satisfacer los requisitos siguientes:

a) Pueden estar malformados,
b) Ligeramente suaves,
c) No presentar dafios severos (ver tabla 2).

5.6 Especificaciones de tamario
El tamafio de los tomates se determina con base en su diametro ecuatorial, utilizando la norma
mexicana NMX-FF-009 (ver 2 Referencias).
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Los tomates en sus dos tipas (bola y alargado) se calibran de acuerdo a lo indicado en la tabla
1.Para los tomates del tipo alargadc se consideran las variedades roma que son cerasyformes y
piriformes comdnmente llamados “roma",” "pera”, "bulle", o "guaje” y saladette que es
denominado “elongatum”. El tamafio de estas variedades debe ser especificado conforme al

diametro minimo. y diametro maximo expresados en milimetros, de acuerdo a la tabla 1.

TABLA 1.-  Clasificacién por tamaiio del tomate
a.-Tipo bola
Diametio en, mm (in)

Tamario Minimo ” Maximo.?

mm | (n) [mm| (in)
Chico 54 | (21/8) || 58 (2 9/32)
Mediano 57 (21/4) | 64 (2 17/32)
Grande 63 | 212y | 71 (2 25/32)

Extragrande 70 (2 3/14) En adelante
NOTAS:

1) Cuando el tomate en, posicion vertical, no puede pasar por una
abertura circular del diametro designado.

2)  Cuando el tomate, en cualquier posicion, puede pasar por una
abertura circular del diametro designado.

b.- ' Tipo alargado
Diametro en, mm (in)
Tamario Minimo " Maxiro ?

mm (in) mm (in)
Chico 38 | (11/2) 52 (2 1/16)
Mediano 51 | (2) 60 (2 3/8)
Grande 59 | (25/16) 71 (2 13/186)
Extragrande 70 (23/4) En adelante
NOTAS:

1) Cuando el tomate, en posicion vertical, no puede pasar
por una abertura circular del diametro designado.

2)  Cuando el tomate, en cualquier posicion, puede pasar
por la abertura circuiar del diametro designado.
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5.7 Especificaciones de tolerancia

Las tolerancias con respecto al tamafio, color y defectos de los tomates que no cumplen con las
especificaciones de los grados indicados, 'se determina en'porcentaje de unidades o de masa
sobre el total de productos contenidos en el mismo empaque, mediante el conteo de unidades o
por determinacion de masa (pesada) de las mismas respecto al total del empaque admitiéndose
las indicadas en esta seccién.

5.7.1 Tolerancia de tamario

En cualquier lote del producto y para todos los grados de calidad, se acepta un 10 % de tomates
que sean mas pequefios que el diametro minimo especificado, o0 mas grandes que el diametro
maximo-especificado.

5.7.2 Tolerancia de color

En cualquier lote del producto y para todos los grados de calidad, se acepta un 10 % de tomates
gue no retnan el color especificado, incluyendo el 5 % de tomates de color verde, siempre y
cuando el color declarado no sea éste.

5.7.3 Tolerancias de defectos

5.7.3.1 México 1

a) - Para defectos en punto de embarque: Se permite que el 10 % de los tomates de
cualquier lote no satisfagan los requerimientos para esta clasificacion, con tal de que no mas de
la mitad de esta tolerancia (5 %), presenten defectos ocasionados por dafios muy severos (ver
tabla 2), incluyendo tomates con no mas de 1 % de pudricién.

b) Para defectos en transito o en destino: Se permite que el 15 % de los tomates de
cualquier lote no satisfagan los requerimientos para esta clasificacion, con tal de que los tomates
en este porcentaje no excedan los porcentajes de los siguientes defectos:

1) El'5 % de tomates estén aguados o dafiados por pudricién.

2) El 10 % de los tomates estén dafiados por maguilamiento en los hombros,
decoloracion o por cicatrices en cualquier parte del tomate.

3) El 10 % de los tomates tengan otros defectos, con tal-de que no mas del 5 %
sean tomates que estén muy seriamente dafiados por cualquier causa, con la excepcion de
tomates aguados o podridos (ver tabla 2).
5.7.3.2 México 2

a) Para defectos en punto de embarque: Se permite que el 10 % de los tomates de
cualquier lote no satisfagan los requerimientos para esta clasificacidn, con tal de que no mas de
la mitad de esta tolerancia (56 %), sean defectos ocasionados por dafios muy severos,
incluyendo tomates con no mas de 1 % de pudricién.

b) Para defectos en transito o en destino: -Se permite que el 15 % de los tomates
de cualquier lote no satisfagan los requerimientos para esta clasificacion, con tal de que los

tomates incluidos en este porcentaje no excedan los porcentajes de los siguientes defectos.
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1) El'5 % de tomates estén aguados o dafiados por pudricion.

2) El 10 % de tomates estén dafiados por maguilamientos en los hombros,
decoloracion o por cicatrices en cualquier parte dei tomate.

3) El 10 % de tomates que tengan otros defectos, con tal de que no mas del 5 %
sean tomates que estén Mmuy seriamente dafiados por cualquier causa, con Ia excepcion de
tomates aguados o podridos (ver tablg 2). .
5.7.3.3 México combinacion

a) Para defectos en punto de embarque; Se permite que el 10 % de los tomates de
cualquier lote no satisfaga los requerimientos del México 2, con tal de que no mas de la mitad de
esta tolerancia (5 %), sean defectos ocasionados por dafios muy  severos, incluyendo tomates

b) Para defectos en transito o en destino: Se permite que el 15 % de los tomates
de cualquier Iote no satisfaga los requerimientos def Meéxico 2, con tal de que los tomates
inciuidos en este porcentaje no excedan los porcentajes de los siguientes defectos:

1) El'5 % de tomates aguados o dafados por pudricién, 10 % para tomates dafiados
por magullamiento en jos hombros, decoloracion o por cicatrices en cualquier parte def tomate.

2) El 10 % de tomates tengan otros defectos, con tal de que no mas del 5 % de Jos |
tomates se encuentren dafiados muy  seriamente por cualquier causa, con la excepcion de
tomates aguados o podridos (ver tabia 2).

5734 Meéxico 3

Para defectos en punto de embarque: Se permite que el 10 % de los tomates de Cualquier lote
no satisfagan los requerimientos de esta clasificacion, con taj de que no mas de Ia mitad de esta
tolerancia (5 %), presenten defectos Ocasionados por dafios muy severos, originados por
insectos y no mas de un décimo de I tolerancia (1 %) sean tomates aguados o podridos.

Para defectos en trénsito o en destino: Se permiten que el 15 % de los tomates de cualquier lote
no satisfagan los requerimientos para esta clasificacion, con tal de que los tomates incluidos en
este porcentaje no excedan los porcentajes de ios siguientes defectos:

a) El 5 % de ios tomates se encuentren aguados o dafadds por pudricion, o bien, el
10 % de los tomates estén dafiados por magullamiento en los hombros, decoloracion o por
Cicatrices en cualquier parte del tomate.

b) EI 10 % de Ios tomates para tomates tengan otros defectos, con tal que no mas
del 5 % sean tomates estén seriamente dafiados por insectos (ver tabla 2).
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TABLA 2.-

Clasificacion de dafios

Daiio

Dafio severo

| Dafio muy severo

" Cicatriz

de largo acumulado

Mas de 10 mm (3/8 in)

Mas de 16 mm (5/8 in)
de largo acumulado

acumulado

Mas de 25 mm (1 in) de largo

Rajaduras de crecimiento (radicales)

Mas de 13 mm (1/2 in)
de largo

largo

Mas de 19 mm (3/4 in) de

Mas de 25 mm (1 in) de largo

Rajaduras de crecimiento (concéntricas)

Mas de 13 mm (1/2 in)
de largo acumulado

Mas de 19 mm (3/4 in) de
largo acumulado

largo acumulado

Mas de 73 mm (2 7/8 in) de

Decoloracién interna (mancha café)

Mas de 13 mm (1/2 in) Mas de 25 mm (1 in) de|Mas de 32mm .
de diametro acumulado | didmetro acumulado (1 14 in) . de diametro
acumulado
Estrias
Cualquier cantidad | Mas de 16 mm (5/8 in) Mas de 25 mm (1 in) en el area’
aparente en el area i

Areas hundidas

Cualquier cantidad que
afecte la apariencia

afecte

Cualquier cantidad que

seriamente

apariencia

la | muy seriamente la apariencia

Cualquier cantidad que afecte

Cara de gato

Mas de 13 mm /1/2 in)
circular

circular

Mas de 19 mm (3/4 in

Mas de 25 mm (1 in) circular

Cicatriz de cierre

Mas de una cicatriz de
cierre compieta que no

Una o mas cicatrices de
cierre que afecten

afecte seriamente Ia|apariencia muy | seriamente
apariencia seriamente
NOTA-

Una o mas cicatrices de cierre
lajque afecte la apariencia muy

viceversa.

Estas medidas estdn basadas en tomates de 64 mm
de diametro. Si el tomate es mas grande el dafio permitido sera mas grande y

(2 1/2in)

6 MUESTREO

Para efectuar la verificacion de las especificaciones de calidad, tamafio y color del producto
objeto de esta norma, se debe aplicar un muestreo de comtn acuerdo entre el proveedor y el
comprador, recomendando el empleo de uno de los sistemas de muestreo contemplados en las

normas mexicanas NMX-Z-012/1, NMX-Z-012/2 y/lo NMX-Z-012/3 (ver 2 Referencias) o de lo
contrario el método indicado en la tabla 3.



97

TABLA 3.- Determinacién de una muestra representativa
Lote Muestra

(No. de cajas) (No. de cajas)
1- 100 2
101 - 400 4
401 - 600 6
601 - 1000 8
1001- 1400 10
1401- 1800 12
1801- 2200 14
2201- 28600 16
2601- 3000 18
3 001 -En adelante 20

7 METODO DE PRUEBA

Para verificar el tamarfio del producto objeto de esta norma, deben apiicarse los métodos de
prueba indicados en la norma mexicana NMX-FF-009 (ver 2 Referencias), asi como lo indicado a
continuacion:

7.1Calculo de porcentajes

Cuando se conoce el ntimero de unidades contenidas en el empagque, el calculo de porcentajes

se debe determinar en base a un conteo de los frutos. Cuando las unidades contenidas en el

empaque se desconocen, el célculo se debe determinar en base al peso neto (masa neta) de los

tomates muestreados en relacion al peso neto (masa neta) del empaque o por otro método
equivalente.

8 MARCADO, ETIQUETADO, EMPAQUE Y EMBALAJE
8.1Marcado o etiquetado

Para el marcado o etiquetado se recomienda tener en cuenta las disposiciones establecidas en
ta norma oficial mexicana NOM-030-SCF1 (ver 2 Referencias).
8.1.1Empaques destinados al consumidor final

Ademas de las especificaciones establecidas en la norma, siempre que el contenido no sea

visible desde el exterior, se debe indicar mediante marcado o etiquetado, la naturaleza del
producto, siendo opcional el indicar la variedad del producto.

8.1.2Empaques no destinados a la venta al por menor

Cada empaque debe llevar en la impresion o etiqueta, en letras agrupadas en el mismo lado, con

caracteres legibles, indelebles y visibles desde el exterior, las indicaciones siguientes.
- Identificacion.

Debe contener el nombre y domicilio o identificacion reconocida del productor,
expartadar, importador, empagcador y/a expedidor.
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Naturaleza de! producto.

a) Nombre del producto, si el contenido no es visible desde el exterior,

b)Tipo comercial [bola o alargado].

Pais de origen.

Debe especificarse ademas del pais de origen, la region donde se cultiva o
denominacién nacional, regional o local.

Identificacién comercial.

a) Grado de calidad,

b) Tamanfo,

c) Masa neta en kilogramos al empacar.

Para cualquier lote de producto y cuando los empaques estén marcados de acuerdo-a fa tabla 1,
la informacién del marcado o etiquetado deben ser legibles en un 85 %.

Empaque

a) Con excepcién de lo dispuesto en el inciso 5.7, el contenido de cada empaque debe

ser homogéneo, compuesto por tomates del mismo origen, grado de calidad, tamafio, variedad
y/o tipo comercial.

En grado México 1', el contenido de cada empaque debe ser también

homogéneo en madurez o color.

bjLa parte visible del contenido del empaque debe ser representativo de todo el
contenido.

c) Los tomates deben empacarse de modo que se les asegure una proteccion
conveniente.

d) Los empaques deben estar exentos de cualquier material y olor extrafo.

e) Los empaques deben satisfacer las caracteristicas de calidad, higiene, ventilacion y
existencia para asegurar la manipulacion, el transporte y la conservacion adecuada de!
producto.

f) Los materiales usados en el interior del empaque deben ser nuevos, limpios y de
calidad que eviten dafios externos o internos al producto.

g) El uso de materiales, especiaimente papel o sellos, que lleven especificaciones
comerciales, esta permitido siempre y cuando la impresion o el etiquetado se realice con

tintas o pegamentos no téxicos.

h)Los empagues que se utilizan comunmente para los tomates tipo bola y alargados, son
los siguientes:

1) Caja de 15,14 cm (5 3/4 in) de aitura, de cartén (2 tandas)..

2) Caja de 18,4 cm (7 1/4 in) de altura, de carton (3 tandas).

3) Caja de 11,3 kg (25 libras) de cartén ( a granel).

4) Caja 4/7 de bushel de carton (a granel).

5) Mini-jaba o mini-reja de 18,4 cm (7 1/4 in) de altura, de madera.
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NOTAS:

1-Las medidas interiores de los empaques no se proporcionan, debido a la diferencia
que existe de un fabricante a ofro. Estos empagues no deben rebasar los 20 Kg. netos.

2-La mini-jaba o mini-reja Unicamente se utiliza para mercado . nacional o d
domeéstico.

3-El tamafio de los tomates empacados en cuaiquier tipo de envase debe ser

sefialado de acuerdo a la tabla 1. Los contenedores individuales no deben marcarse con

mas de una designacion de tamafio. Estadn exentos los empaques destinados al

consumidor final y en caso de que los paquetes fuesen marcados se deben aplicar los
mismos requisitos.

8.3 Embalaje

El embalaje debe ser de un material que garantice et buen manejo y conservacion del producto.
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11 CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES

Esta norma no concuerda con ninguna norma internacional por no existir referencia alguna al
momento de su elaboracion.

APENDICE INFORMATIVO

Apéndice A
Tomate para Procesamiento Industrial

Requisitos que debe cumplir el tomate industriat:

1.- Completamente maduro. Color 6 o mas (ver Apéndice B).
2.- A granel sin empaque.
3.-

Debe contar con la autorizacion de movilizacion del organismo de certificacion,

quién a su vez debe verificar la existencia del contrato de compraventa entre el productor
y la industria procesadora.
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4.- Pasar por los puntos de inspeccion o revision, con que cuente el organismo de

certificacion encargado de la aplicacién de la norma con el fin de verificar que los
requerimientos sean cumplidos.

Apéndice B
Escala de colores del Tomate. La presente carta de colores original se encuentra disponible en el
Comité Técnico de Normalizacion Nacional de Productos Agricolas, Pecuarios y Forestales; cede
en la Secretaria de Agricuitura, Ganaderia y Desarroflo Rural, domicilio en Lope de vega 125
P.H., Col. Polanco, C.P. 11560, México D.F., Tel. 250-94-65
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