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RESUMEN

Como una propuesta para reducir las pérdidas poscosecha en frutos de aguacate
se evalué el efecto que tiene la aplicacién de tratamientos por irradiacion UV-C en

el control de la antracnosis y su efecto e la calidad del aguacate variedad ‘Hass’.

El trabajo se realizd con frutos de aguacate variedad ‘Hass’ en estado
preclimaterico provenientes del estado de Michoacan y adquiridos en la Central de
abastos de la Ciudad de México, se realizaron experimentos para establecer las
tiempos de irradiaciéon seleccionando 10, 20, y 30 minutos a condiciones que no
dafnaran a los frutos. Para evaluar el efecto de los tratamientos de los frutos de
aguacate en el control de antracnosis se inocularon con una solucion de esporas
del hongo Colletotrichum gloesporioides, previo a este se realiz6 un aislamiento,
purificacion e identificacion del hongo a partir de frutos de mango y aguacate
enfermos, posteriormente se seleccion6 el mejor método de inoculacion y
condiciones de almacenamiento de los frutos inoculados, para ser almacenados
durante 24 horas a 20 °C. se aplicaron los tratamientos de irradiacion y se evalué
la presencia de la enfermedad a lo largo del proceso de maduraciéon. Los
parametros de calidad ( acidez, pH, firmeza y color), la respiracién y el indice de

decaimiento se determinaron durante la maduracién de los frutos.

Se evaluaron las actividades enzimaticas (Polifenoloxidasa y Perxidasa) y el
efecto de los fenoles presentes en la piel del aguacate variedad ‘Hass’ en el

crecimiento del hongo C. gloesporioides a partir de pruebas in vitro.

De los resultados obtenidos, se comprobd que los tratamientos de irradiacion
fueron efectivos para inhibir el crecimiento del hongo, registrando menor dafio a
frutos a mayor tiempo de exposicién (30 minutos) y moderado a 20 minutos. Con
respecto a los parametros de calidad, en donde se reflejé un mayor efecto fue en

la pérdida de peso y la firmeza manteniéndola por un mayor tiempo durante el
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& RESUMEN

almacenamiento, el indice de decaimiento se observé un control importante sobre

la antracnosis a los tres tiempos de irradiacion.

Se concluye que los tratamientos de irradiacion a 20 y 30 minutos ayudan a
conservar por un tiempo mas prolongado la firmeza y disminuir la pérdida de
peso; mientras que a 40 minutos ocasionan quemaduras en la piel del aguacate y
a 10 minutos no se tiene un efecto benéfico sobre el control de la antracnosis. La
aplicacion del tratamiento de UV-C por 30 minutos redujo la actividad del hongo
Colletotrichum gloesporioides.

Los tratamientos de irradiacion UV-C disminuyeron la actividad PPO durante la
maduracion y a PDO solo de forma parcial. La aplicacion de fenoles en el hongo
Colletotrichum gloesporioides no resultdé un método efectivo para la inhibiciéon del
hongo mediante pruebas in vitro, por lo que la causa de la disminucién de los

sintomas de antracnosis fue la irradiacion UV-C.
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INTRODUCCION

El aguacate es un alimento que se consume preferentemente en fresco y tiene un gran
valor nutrimental, porque contiene 7 de los aminoacidos esenciales requeridos por el
organismo, contiene los acidos grasos esenciales, ademas de la vitamina E, utilizado
como antioxidante, predominan los acidos grasos monoinsaturados e insaturados, por lo

que no contiene colesterol (Ortega, 2003).

Los frutos de aguacate para consumo en fresco que se destina tanto para el mercado
nacional, como al de exportacion requieren que el proceso de conservacion se lleve a
cabo en las mejores condiciones posibles. Se tienen que tomar en consideracion aspectos
relacionados con el estado de madurez la maduracién las temperaturas (limites maximos
y minimos) de conservacion y transporte mismos que pueden alcanzar una variacion en
un porcentaje alto durante el trayecto y las maniobras de desembarque del cargamento en

la bodega del cliente que puede prolongarse hasta dias (Téliz y Mora, 2000).

Lamentablemente la produccion de aguacate tiene muchas pérdidas postcosecha debido
al manejo y control fitosanitario, almacenaje y distribucion inadecuado que inciden en la
calidad final del fruto; pero la principal pérdida de aguacate ‘Hass’ se debe a la
enfermedad de la antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides, que afecta
la calidad de la produccion hasta en un 80 y 90 %, expresando su dafo principalmente en
etapa postcosecha por medio de manchas obscuras que no aparecen hasta que se
produce la maduraciéon y para el control de la enfermedad se han usado ampliamente
productos quimicos que no controlan definitivamente la enfermedad y sigue produciendo
pérdidas importantes que se ven reflejadas al exportar productos a los mercados de
Europa y Japodn; sin embargo el efecto contaminante de estos tratamientos se prolonga
hasta el consumidor debido a que son aplicados en etapas proximas a la cosecha y en
postcosecha, por este motivo se ha promovido el desarrollo de nuevos métodos de control
con productos alternativos que resulten menos téxicos y bajo este nuevo esquema de
produccién, ha sido necesario recurrir a procesos como la irradiacion ionizante y no
ionizante, el cual tiene varias funciones, pero la principal es la inactivacion de
microorganismos; ya que prolonga la vida y reduce el deterioro de la calidad de los
alimentos, ademas de que no presentan efectos toxicos y el valor nutritivo es similar al de

los alimentos procesados por otros métodos .
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Ademas diversos estudios han demostrado que la irradiacion ayuda a conservar por un

tiempo mas prolongado los frutos; asi como la firmeza de los mismos. Como es el caso
de los ajos y cebollas que al ser irradiadas se ha logrado inhibir la germinacion, reduccién
de pérdidas por pudricion y peso, en mangos cortados se ha logrado mantener la firmeza,
la calidad del producto y disminuir el indice de oscurecimiento (Alcantar ef al., 1999;
Anderson, 2003; Blande et al., 1990; Cardenas et al., 2001; Cepeda, 1998; Iglesias et al.,
2000; Iglesias y Salcines, 2000; Iglesia y Fraga, 2000;lglesias y De hombre, 2000;
INFOAGRO, 2006; Gonzalez-Aguilar et al., 2007; Lépez y Cajuste, 1999; Reyes, 1996).
Como una propuesta para reducir las pérdidas poscosecha en frutos de aguacate debido
a la antracnosis se estudiaran los efectos que tiene la aplicacién de irradiacion UV-C
como medida para el control de la enfermedad. Por este motivo el objetivo del trabajo sera
la evaluacién de la aplicacion de tratamientos por irradiacion UV-C en el control de la
antracnosis y su efecto en la calidad del aguacate variedad ‘Hass’.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Historia.

El nombre de “aguacate” viene de la palabra nahuatl ahuacatl (INFOAGRO, 2006). Segun
pruebas arqueoldgicas, se ha determinado que México es el centro de origen del
aguacate (Persea americana Mill.). La evidencia mas antigua del consumo de esta fruta
data de 10,000 afios A. C. y fue encontrada en una cueva localizada en Coxcatlan,
Puebla. El origen del aguacate tuvo lugar en las partes altas del centro y este de México,

y partes altas de Guatemala (Téliz, 2000).

Esta misma regidon esta incluida en lo que se conoce como Mesoamérica, y también es
considerada como el area donde se llevé a cabo la domesticacién del mismo. Por otra
parte en el Codice Mendocino existen jeroglificos donde se indica el poblado Ahuacatlan
como el “lugar donde abunda el aguacate” que esta compuesto por un arbol con
dentadura en el tallo “ahuacacahuitl’ y un “calli’ que significa poblado o lugar. En el caso
de la matricula de tributo que se daba al imperio Azteca y que se utilizaba para identificar
la mercancia del poblado de Ahuacatlan era el “ahucacahuit!” solo. Mientras que, en el
cédice Florentino se mencionan tres tipos de aguacate: aoacaquauitl, tlacacolaoacatl y
quilaoacatl, los cuales, es posible que correspondan a las tres razas que son conocidas
ahora. En la época colonial los espafoles introdujeron el aguacate a otros paises
americanos y a Europa. A finales del siglo XIX y principios del XX el consumo de
aguacate estuvo basado en la produccion de plantas de las razas mexicanas y antillana.
Posteriormente con la adopcién de técnicas de propagacién como el injerto y con el
descubrimiento del aguacate “Fuerte” comenzd el establecimiento de las primeras
huertas. En las décadas de los 50, 60 y 70’s comienza el cultivo de las variedades ‘Hass’,
‘Fuerte’, ‘Bacon’, ‘Rincén’, ‘Zutano’ y criollos raza mexicana. En 1963 se establecen los
primeros viveros comerciales de la variedad ‘Hass’ con una produccion potencial entre 18
y 20 mil plantas utilizando yemas certificadas procedentes de Santa Paula California,
USA. Con el incremento de la superficie de la variedad ‘Hass’, México es actualmente el
mayor productor y consumidor de aguacate en el mundo. Actualmente el aguacate
mexicano tiene acceso a 19 estados del mercado Estadounidense (Sanchez-Colin et al.,
2001).
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1.2 Clasificacion botanica.

Tipo Fruta

Nombre Comun Aguacate

Nombre cientifico Persea americana mill
Origen Ameérica

Familia Lauracea

Género Persea

Fuente: Asohofrucol (2003).

1.3 Descripcion.

Origen: México, y luego se difundié hasta las Antillas.

Tipo: Baya.

Descripcidon: Exocarpio grueso, mesocarpio carnoso y una capa muy delgada de
endocarpio préxima a la cubierta exterior de la semilla. La testa es dura.

Fruto: Baya unisemillada, oval, de superficie lisa o rugosa (Figura. 1). El envero
s6lo se produce en algunas variedades y la maduracion del fruto no tiene

lugar hasta que éste se separa del arbol (Asohofrucol, 2003).

Su pulpa verde es abundanw
Semilla Pequefia /

Su textura exterior es dura y de color negro

Figura 1. Descripcion del fruto de aguacate.
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Planta: Arbol extremadamente vigoroso (tronco potente con ramificaciones
vigorosas), pudiendo alcanzar hasta 30 m de altura (Figura. 2).

Altitud de siembra de arboles: 1400- 2000 msnm.

Hojas: Arbol perennifolio. Hojas alternas, pedunculadas, muy brillantes

Flores: Flores perfectas en racimos subterminales; sin embargo, cada flor abre en
dos momentos distintos y separado; los érganos femeninos y masculinos
son funcionales en diferentes tiempos, lo que evita la autofecundaciéon. De
acuerdo a ello, las variedades se clasifican con base en el comportamiento
de la inflorescencia en dos tipos A y B. En ambos tipos, las flores abren
primero como femeninas, cierran por un periodo fijo y luego abren como

masculinas en su segunda apertura.

Figura 2. Planta de aguacate. Fuente: FAO (2008).

1.4 Composiciéon quimica y valor nutrimental.

La composicion quimica del aguacate se muestra en la Tabla 1. Este fruto es rico en
grasa y carbohidratos, se considera una buena fuente de energia.
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Tabla 1. Composicién quimica del aguacate

Detalles Porcion Agua | Cenizas | Proteina | Grasa (g) | Fibra | CHOS | Valor de

comestible | (g) (9) (9) (9) (9) energia
Kcal | KJ
Pulpa 53% 74.0 0.8 1.6 13.5 2.5 7.6 144 | 593

Fuente: Leyva y Ruiz (2004).

El Aguacate es un alimento que puede ser consumido en fresco, ademas de que aporta

practicamente todas las vitaminas requeridas por el organismo; a excepcion de la vitamina

B12 (Figura. 3). Pero se encuentra en una gran cantidad el acido ascérbico que

Figura 3. Aguacate variedad ‘Hass'.
Fuente: FAO (2008).

El aguacate contiene un bajo porcentaje de acidos grasos saturados y mayoritariamente
monoinsaturados que va del 66 al 72% en acido oleico, aporta una minima cantidad de

hidratos de carbono, es pobre en sodio y rico en minerales como (Ortega-Tovar 2003):
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o El potasio el cual ayuda a la generacion del impulso nervioso y la actividad

muscular.

e El magnesio, el cual ayuda al funcionamiento de intestino, nervios y musculo,
forma parte de huesos y dientes, mejora la inmunidad y posee un suave efecto
laxante.

o Destaca su contenido de vitamina E (antioxidante, interviene en la estabilidad de
las células sanguineas y en la fertilidad) y de ciertas vitaminas hidrosolubles del
grupo B, como la B6 o piridoxina, que colabora en el buen funcionamiento del

sistema nervioso.
Beneficios.

El aguacate por la cantidad de vitaminas, grasas monoinsaturadas y minerales que
contiene, tiene efectos benéficos en el organismo en diferentes formas (Fresh California
Avocados, 2007):

e Ayuda a la digestidn ya que contiene fibra.

o Fortalece el cerebro.

e Calma los nervios.

e Ayuda a combatir reumatismo, gases, problemas renales y afecciones de la
piel.

o Favorece la produccion de glébulos rojos.

o La cascara es laxante en infusion.

e Las hojas en infusion combaten el cansancio, dolor de cabeza, menstruacion
irregular y trastornos respiratorios, resfriados, catarros, tos, ronquera,
inflamacion de la boca y garganta.

o El hueso seco, triturado y mezclado con miel, se puede utilizar para dolores

musculares y articulares.

Consumirlo mezclado con miel pura de abeja es altamente energético con un aporte muy
considerable de proteinas, siendo muy importante en el desarrollo de la fibra muscular,
fortalece el cerebro, limpia el higado, regula los niveles de colesterol, estabiliza la sangre
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y €s muy rico en vitamina “A”, ayudando en la formacién de los huesos y dientes, bueno

para la piel y los ojos.

1.5 Variedades de aguacate producidas en México.

1.5.1 Variedades.

El aguacate pertenece al género Persea de la familia de las Lauraceas, y se dividen en

tres variedades botanicas 6 razas: raza Mexicana, raza guatemalteca y raza Antillana.

Estas tres razas de aguacate, desde la antigiiedad se fueron mezclando naturalmente
entre ellas por medio de su propio sistema de reproduccion. El resultado de estas
fusiones; producidas por medio de “polinizacion cruzada”; dieron origen a incontables
variedades Hibridas naturales indefinidas. A partir de principios del siglo pasado (1900) se
comenzaron a seleccionar aguacates de excelentes atributos para ganar mercados
consumidores, dando origen a los distintos cultivares que durante décadas lideraron los
mercados mundiales; sin embargo actualmente se consideran a las tres razas dentro de la
especie Persea americana Mill. El posible lugar de origen de estas razas se muestra en la
Figura 4(Sanchez-Colin et al., 2001).

Figura 4. Posibles centros de origen de las tres razas de aguacate.
Fuente: Sanchez (2001).
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1.5.2 Clasificacion mexicana.

(,/ Raza mexicana

Esta raza procede de los alrededores de las ciudades de Puebla y Atlixco (zona centro de
México). La época de floracidon se da de diciembre a abril, con un periodo de maduracion
de 5-7 meses, realizando la recoleccion en verano (Tabla 2).
Caracteristicas:
e Estos frutos presentan hojas mas pequefias que las otras razas y cuya diferencia
la caracteriza por la esencia que desprenden parecido al anis.
o Los frutos son pequefios de 30 a 80 mm de longitud.
o El peso varia de 90-180 g.
o El pedunculo es cilindrico y delgado, de diametro uniforme en toda su longitud.
e La cascara o pericarpio es delgada, de 0.8-1.6 mm de espesor y de superficie
exterior lisa.
e EIl mesocarpio esta conformado por una pulpa no fibrosa, con un contenido de
grasa entre 20 y 25% y un caracteristico olor a nuez.
La forma del fruto es piriforme y el hueso de pequefio tamafo (lbar, 1986 y Queralt,
1987).

Antes de 1963 la variedad de aguacate que predominaba en México era el criollo,
altamente resistente a las plagas, pero a partir de ese afno fue sustituido por algunas
variedades injertadas al arbol endémico, entre ellas la del aguacate Hass, que cuenta con
excelentes caracteristicas de productividad, calidad (tanto en su contenido nutricional
como en su presentacion) y resistencia para su manejo comercial, por lo que ha llegado a
ser el numero uno en todo el pais (Fig. 5). En Michoacan se cultivan alrededor de 90 mil

hectareas de este producto (Sanchez- Colin et al., 2001).
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Figura 5. Aguacate variedad Hass.
Fuente: Fresh California Avocados (2007).

En el caso de la variedad Hass cuenta con un 10-15% de genes de la raza mexicana y el
resto de la raza guatemalteca. La resistencia de acoplarse a diversas altitudes y climas
templados se lo confiere la raza mexicana; por lo que esta caracteristica permite que se
cultive todo el afio en el pais.
Caracteristicas (Téliz, 2000):

o El peso varia entre 170y 350 g.

e Pulpa cremosa de sabor excelente.

e Sin fibra.

¢ Presenta un contenido de aceite del 23.7%.

e (Cascara algo coriacea, rugosa, color purpura oscura al madurar.

e Semilla pequefa y adherida a la cavidad.

e El fruto puede mantenerse en el arbol por algunos meses después de la madurez

fisiologica.
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1.6 Produccion y exportacion de aguacate.

1.6.1 Estados productores.

Los principales estados productores son Michoacan, Nayarit, México, Puebla y Morelos,
en los que se concentra la mayor superficie plantada, cosechada y la mayor produccion
(tabla 3).

De acuerdo con cifras oficiales, Morelos, Yucatan, Sinaloa, Baja California Sur, Jalisco y
Veracruz han superado a Michoacan en la produccién promedio por hectarea (8-12 ton),

aunque la produccion en la mayoria de esos estados no es con el cultivar Hass.

Tabla 3. Produccion, superficie sembrada y cosechada de aguacate por estado en el
2006.

Estado Sembrada Cosechada  Volumen de producciéon

Miles de toneladas (Riego + Temporal)

Michoacan
Morelos
México
Nayarit
Puebla
Subtotal
Otros
Total

nacional

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, SIAP/SAGARPA (2008).

México es el principal productor, exportador y consumidor de aguacates en el mundo; ya
que el pais produce aproximadamente un millén de toneladas de aguacate, de las cuales
el estado de Michoacan participa con el 88.5% de la produccién nacional de aguacate y la
produccién que se exporta a los Estados Unidos proviene de 12 municipios del estado de

Michoacan.
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Michoacan es el principal estado productor y exportador de aguacate Hass, producto que
se consume tanto en México como en otros paises, como Japon, Estados Unidos,
Francia, la Unién Europea, Centroamérica, Canada, Corea y China, entre otros mercados
(Figura 6).(SIAP-SAGARPA 2008).

Producciéon Mundial de Aguacate

Republica
. Dominicana
__ Chie Colombia 5% indonesia _
Espafia 5% 5% Brasil

4%

4% 6%

USA
7%

Otros (54 paises)
30%

México
34%

Figura 6. Produccion Mundial de Aguacate.
Fuente: Elaborado con datos de IMA (2006).

El cultivo del aguacate genera aproximadamente 250 mil empleos directos e indirectos en
Michoacan; para la cosecha 2005-2006 se exportaron 16 mil toneladas a 49 estados
(Figura 7). Con la caida del muro fitosanitario se espera que las exportaciones alcancen
las 200 mil toneladas.

En los ultimos 10 afios se han exportado casi 400 mil toneladas, sin ningun problema
fitosanitario con los frutos de aguacate, ni rechazo de los embarques por parte de los
paises importadores.
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Figura 7. Estados Exportadores de aguacate en México.
Fuente: elaborado con datos de SIAP-SAGARPA (2008).

1.6.2 Comercializacion.

La comercializacion del aguacate en fresco sigue siendo la forma mas comun de
distribuirlo. Por ello en temporada alta (Octubre-Febrero) y media (Marzo-Mayo) de
abasto, se tiene la intervencibn de un gran numero de medio mayoristas en la
comercializaciéon. Estos se encargan de distribuir entre los comerciantes detallistas del
mercado, los vastos volumenes que concentran los principales mayoristas (Figura. 8).

En cambio durante la temporada baja (Junio-Septiembre) cuando la oferta total representa
entre el 64% y 54%, con respecto a la temporada media y alta, el grado de concentracion
se profundiza, ya que dejan de intervenir muchos de los medios mayoristas mas
destacados elevan su participacion como proveedores de los detallistas que contintan
comercializando el producto (SIAP-SAGARPA, 2008).
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Figura 8. Circuito de Comercializacion.
Fuente: SAGARPA con informacion de ACERCA (2004).

De acuerdo a la Coordinacion General de Abastos y Distribucion (Coabasto) se conocen
cinco canales de comercializacion:
¢ Intermediario local en cual se comercializa cerca del 64% de la produccion total.
e Intermediario de otras ciudades que comercializa un 15%.
e Empacadoras locales, contribuyen con el 15%.
e Comisionistas, participan con el 3%.
e Vinculacién directa entre productor y comerciante mayorista, el cual comercializa

solo el 3%.
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1.7. Cambios fisiolégicos y bioquimicos asociados a la maduracion del aguacate.

Cuando las frutas y hortalizas pasan de la etapa de crecimiento a la etapa de maduracién
ocurren diversos cambios fisiolégicos y morfolégicos que ocurren a diferente velocidad
segun la longevidad de cada érgano.

El tipo de fruto y su forma de consumo constituyen los parametros que definen la etapa de
maduracion en que esta debe cosecharse; como el caso del aguacate que se cosechan
cuando estan en maduracion fisiologica de tal forma que estas se puedan transportar o
almacenar para que después alcancen su maduracion de consumo (Diaz-Montenegro
2002).

El proceso de maduracion es una serie de cambios fisico-quimicos que se presentan en el
fruto y que determina que este llegue a tener un color, sabor y una determinada textura
apta para su consumo. Para saber el tipo de maduracién de los frutos necesitamos
conocer el ciclo biolégico del mismo: Formacion del fruto (influyen la T, luz y hormonas),
crecimiento del fruto, maduracion del fruto y envejecimiento del fruto (senescencia).
Cuando comienza la maduracién, ocurren varios cambios, pero los mas evidentes son la

relajacion y el desglose de la pared celular y la hinchazén (Platt-Aloia y Thomson, 1981).

Los cambios asociados en la madurez del fruto de aguacate son:

e Cambios de color: hay disminucion del color verde en las frutas (clorofila) debido
a una disminucién de su contenido de clorofila ya que se descompone durante la
maduracion; la degradacion de la clorofila ocurre en los cloroplastos e implica la
presencia de la enzima clorofilasa, cambios en el pH y reacciones de oxidacion.
Después de desaparecer la clorofila comienza un incremento en la sintesis de

pigmentos de color amarillo, naranja y rojo (carotenoides y antocianinas).

e Cambios de sabor: esto es debido a la hidrdlisis de los almidones que se
transforman en azucares, por la desaparicion de los taninos y otros productos
causantes del sabor astringente y por la disminucion de la acidez debido a la

degradacion de los acidos organicos.
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e Cambios de textura: en frutos de pulpa carnosa, este representa uno de los
cambios mas importantes, ya que este afecta la capacidad de ser almacenado o
transportado. La pérdida de firmeza se debe a la pérdida de rigidez estructural de
la pared celular cambia en las frutas debido a la hidrdlisis de los almidones y de
las pectinas, por la reduccion de su contenido de fibra y por los procesos
degradativos de las paredes celulares. Las frutas se tornan blandas y mas
susceptibles de ser danadas durante su manejo. Los cloroplastos en los frutos de
aguacate mantienen su integridad hasta después de la cosecha en contraste con
otros frutos cuyos cloroplastos se desintegran antes de la cosecha (Blanke, 1992).
Durante el desarrollo y crecimiento del aguacate sucede una serie de cambios que

conllevan a la adquisicién de las caracteristicas tipicas del aguacate (Figura 9).
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Figura 9. Desarrollo y crecimiento de frutos.
Fuente: FAO (1989).
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Los cambios que presenta la pulpa y la semilla van acompanados por la variacion de
acidos grasos, humedad y azucares. Por tal motivo, estas caracteristicas han sido
propuestas como indicadores de la maduracién del aguacate, o bien puede relacionarse
con la variacion de las propiedades fisicas del producto durante el desarrollo (Leyva y
Ruiz, 2004).

Los cambios a controlar en la post-recoleccion son:
= Respiracion.
= Transpiracion.

= Maduracién (produccion de etileno).

1.7.1. Respiracion.

Las células vivas de un fruto respiran de un modo continuo durante todo su desarrollo.
Mientras la fruta se encuentra en el arbol, los sustratos para la respiraciéon se derivan

principalmente de la fotosintesis (Diaz-Montenegro 2002).

Durante la respiracién la produccién de energia proviene de la oxidacion de las propias
reservas de almiddn, azucares y otros metabolitos, Una vez cosechado, el producto no
puede reemplazar estas reservas que se pierden y la velocidad con que disminuyen sera
un factor de gran Importancia en la duracion de la vida de poscosecha del producto. La
respiracion es necesaria para la obtencion de energia, pero parte de esa energia produce
calor que debe ser disipado de alguna manera, o de lo contrario el producto se calentara,
sobreviniendo la degradacién de los tejidos y la muerte. La importancia de la disipacién
del calor del producto fresco reside en el hecho que la respiracion consiste en una serie
de reacciones catalizadas por enzimas, cuya velocidad aumenta al incrementar la
temperatura. En consecuencia, una vez que el producto comienza a calentarse, se
estimula aun mas la respiracion y el calentamiento y de este modo se vuelve muy dificil de
controlar la temperatura del producto (FAO, 1989).

Aun cuando todos los frutos respiran durante su desarrollo y maduracion, la dinamica de
esa respiracion es diferente segun la edad del fruto. Al inicio del crecimiento cuando hay
mucha divisién celular, la respiracion por unidad de peso es muy alta para después

reducirse de manera gradual y mantenerse baja hasta que se inicia la maduracion. A
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partir de esta ultima etapa los distintos tipos de frutos muestran un diferente patron de

respiracion dependiendo si son frutos climatéricos y no climatéricos.

En las frutas no climatéricas el proceso de madurez, es un proceso gradual pero continuo.
En las frutas climatéricas, el proceso natural de madurez es iniciado de acuerdo a
cambios en la composicion hormonal. El inicio de la maduracién climatérica es un proceso
bien definido, caracterizado por un rapido aumento en la velocidad de la respiracion y el
desprendimiento de etileno por la fruta, en un momento de su desarrollo, conocido como

respiracion climatérica (FAO, 1989).

La cantidad de oxigeno a la que se exponen los frutos después de ser cosechados
influira en la cantidad y velocidad de respiracion de los frutos. Conforme el contenido
interno de oxigeno baja la respiracion se reduce, y viceversa; en algunas especies como
el aguacate, el incremento respiratorio es progresivo y alcanza un maximo cuando llega
a 18% de oxigeno para después mantenerse ahi. Aun cuando los frutos climatéricos se
distinguen por el aumento de respiracion, la intensidad y duracion de tal incremento
resulta diferente dependiendo de la especie frutal, como el caso del aguacate que

presenta una tasa de respiracion muy pronunciada pero corta (Figura 10).
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Figura 10. Curvas de respiracion de frutos.
Fuente: FAO (1989).
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En los frutos climatéricos el inicio del incremento de la respiracion coincide con el
momento en el que se alcanza el maximo tamano del fruto y cuando se llega a la cima del
aumento respiratorio es el momento que corresponde al estado 6ptimo de madurez de
consumo o muy cercano a él o bien para almacenamiento y todos lo eventos metabdlicos
de maduracion de los frutos climatéricos pueden ocurrir tanto si el fruto esta o no adherido
al arbol. En algunos cultivares de aguacate no se dan cambios de maduraciéon mientras el
fruto este adherido al arbol y solo se inician cuando se le separan de la planta. Hay
pérdidas de materia seca y del sabor dulce (por los azlicares que se han degradado). Al
aumentar la respiracion la degradacion es mas rapida (Diaz-Montenegro 2002; Coleto,
1989). En las celdas de la fruta el CO, de la respiracion mitocondrial se disuelve, se
acumula y se difunde. Dentro de la fruta lamolécula de CO, tiene que superar varias
resistencias de difusién de la mitocondria a través de la pared celular y el espacio
intercelular antes de que pueda ser liberado a través de la piel (Blanke, 1992).

El fruto consume O, y desprende CO,, H,O y calor, por esto es por lo que se aceleran
todas las reacciones oxidativas. El agua se acumula en la superficie por lo que el producto

esta mas expuesto a la accién de microorganismos (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de intercambio de CO, que se produce preferentemente a través de

estomas de la cascara en frutos de aguacate.
Fuente: Blanke, 1992.
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La respiracion junto con la sintesis de etileno constituyen los procesos iniciadores de la
maduracion; inmediatamente después acontecen otros cambios bioquimicos (Diaz-
Montenegro 2002).

1.7.1.1. Produccion de etileno.

La formacion de etileno en los frutos puede iniciarse en sitios especificos. En el caso del
aguacate comienza en la parte distal del fruto lejos del pedicelo y de areas de muchos
haces vasculares. La cantidad de etileno que requiere el aguacate para su maduracion es
de 10 uL /L™ de etileno La produccién auto catalitica de etileno en frutos climatéricos se
puede ir aumentando en distintas dosis con lo que aumenta la respiracién y se adelanta la

maduracion (Diaz-Montenegro, 2002).
1.7.1.2. Transpiracion

Las frutas y hortalizas frescas se componen principalmente de agua (80% o mas) y en la
etapa de crecimiento tienen un abastecimiento abundante de agua a través del sistema
radicular de la planta. Con la cosecha, este abastecimiento de agua se corta y el producto
debe sobrevivir de sus propias reservas. Al mismo tiempo que ocurre la respiracion, el
producto cosechado continta perdiendo agua hacia la atmadsfera, tal como lo hacia antes
de la cosecha, por un proceso conocido como transpiracién. La atmésfera interna de
frutas y hortalizas esta saturada con vapor de agua, pero a la misma temperatura el aire
circundante esta menos saturado. Por ello existe un gradiente a lo largo del cual el vapor
se mueve desde el producto al aire que lo rodea .El efecto neto de la transpiraciéon es una
pérdida de agua del producto cosechado, que no puede ser reemplazada. La velocidad
con que se pierde esta, sera un factor determinante en la vida de poscosecha del
producto. La pérdida de agua causa una disminucion significativa del peso y a medida que
avanza, disminuye la apariencia y elasticidad del producto perdiendo su turgencia, es
decir, se vuelve blando y marchito (FAO, 1989). A continuacidon se presentan algunos

cambios fisicoquimicos que ocurren en los tejidos durante la maduracion (tabla 4).
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1.7.2. Enzimas involucradas en la maduracién del aguacate.

Las frutas y vegetales durante su maduracion adquieren una mayor importancia ya que
presentan una serie de cambios de los que depende la calidad fisica, quimica y
organoléptica del fruto.

Existen diversos tipos de hormonas, hay propias del fruto (llamadas naturales) pero
también las hay sintéticas (fabricadas por el hombre e inyectadas en el fruto). El
ablandamiento de la pulpa en los frutos carnosos es uno de los cambios mas importantes
durante la maduracion, la cual afecta su comestibilidad, la capacidad de ser almacenado o
transportado y en algunos casos su posible transformacién (Diaz-Montenegro, 2002).
Durante la maduracion de los frutos se presenta la pérdida de consistencia debida a la
acumulacién de agua y al debilitamiento de las paredes celulares. Este debilitamiento
ocurre por la transformacién de las protopectinas insolubles en pectinas solubles.

El etileno también actua sobre la maduracion de los frutos, presentando una sintesis baja
durante el crecimiento, pero antes de que se inicien los cambios con la maduracion
(incluyendo respiracion) se produce un aumento de la hormona y la formacién de esta
puede presentarse en lugares especificos como el caso del aguacate que comienza en la
parte distal del fruto lejos del pedicelo y de areas de muchas haces vasculares (Diaz-
Montenegro, 2002). Se ha establecido la importancia de algunas enzimas que provocan la
degradacion de las paredes celulares como la celulosa y poligalacturonasa. También
algunos frutos como es el caso del aguacate se pardean después de haber sufrido algun
tipo de dafio, corte, magulladura o infeccién, provocado principalmente por

polifenoloxidasas y peroxidasas.

1.7.2.1. Definicion y funcién de las enzimas.
La mayor o menor sensibilidad de las frutas y hortalizas al pardeamiento enzimatico esta

influido por la especie y variedad, la edad del fruto, la naturaleza y cantidad de los
sustratos fendlicos, la actividad de las enzimas oxidativas, la disponibilidad de O, .
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Tabla 4. Cambios fisicoquimicos durante la maduracién del aguacate.

CAMBIOS ATRIBUTOS PARA
CALIDAD

Maduracion de la semilla

Cambios en pigmentacion: Color
» Degradacion de clorofila
» Sintesis de carotenoides

» Sintesis de antocianinas

Pérdida de firmeza: Consistencia
» Cambios en composicion de pectina.
» Alteracion de otros componentes de la pared celular.

» Hidrolisis de compuestos almacenados.

Cambios en composicion de carbohidratos:
» Conversion de almidén a azucar.

> Interconversion de azucares.

Produccion de compuestos aromaticos Sabor

Cambios en acidos organicos

Caida de fruto

Cambio en el patrén respiratorio

Cambios en la velocidad de sintesis de etileno. Sabor

Cambios en permeabilidad de tejidos. Sabor

Cambios en proteinas:
» Cuantitativo
» Cualitativo

Desarrollo de ceras en la superficie.

Fuente: Diaz-Montenegro (2002).
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1.7.2.2. Pardeamiento enzimatico.

Se denomina pardeamiento enzimatico a la transformacion enzimatica en sus primeras
etapas de compuestos fendlicos, en polimeros coloreados generalmente pardos o negros
(Marshall et al., 2000).

La aparicion de pigmentos pardos ocasiona importantes modificaciones de las cualidades
organolépticas y son de origen enzimatico.

La puesta en contacto de los compuestos fendlicos (de localizacion vacuolar) con las
enzimas de oxidacion (citosdlicas o de membrana). Para que tenga lugar el comienzo del
pardeamiento se debe producir una modificacion en la compartimentacion subcelular; esta
se da por muchos factores como: traumatismos mecanicos, choques térmicos o
alteraciones fisiologicas. La mayoria de estos pardeamientos son de forma muy rapida y
son ocasionados por la oxidacion enzimatica de los compuestos fendlicos debido a la
accion de las polifenoloxidasas (PPO) y peroxidasas (PDO) (Billiot, 2002).

1.7.2.3 Polifenoloxidasa.

La polifenoloxidasa (E.C.1.11.1.7) es una enzima oxidorreductasa de importancia; ya que
se relaciona con el pardeamiento enzimatico en frutos y vegetales. En el pardeamiento
enzimatico los procesos de cambios de color de frutas que sufren un dafo se debe a la
presencia en los tejidos vegetales de enzimas como la ascérbico oxidasa y
polifenoloxidasa, (que a mayor cantidad el fruto pardea mas) (Patifio, 1996).

Para que se produzca el pardeamiento enzimatico oxidativo es necesaria la presencia de
tres componentes: oxigeno, enzima (PPO) y sustrato oxidable como tirosina, catecol,
acido galico, hidroquinonas, antocianos, flavonoides, etc. Si cualquiera de estos
componentes falta o se impide que actue, se evitara el obscurecimiento.

Diversos articulos han expresado que de varios sustratos estudiados los oxidados mas
rapido por la enzima en aguacate era el acido nordihidroguayarético, el catecol y la
catequina, pensando que la enzima era una sola. Posteriormente se encontré que las
fracciones enzimaticas extraidas del aguacate contenian por lo menos 6 isoenzimas, cada
fracciéon presentaba cierta especificidad caracteristica hacia algun sustrato en especial
(Patifio, 1996)
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El término Polifenoloxidasa se refiere a varias enzimas, las cuales tienen como principal
caracteristica su capacidad para usar el oxigeno molecular durante la oxidacién de los
compuestos fendlicos (Gonzalez-Aguilar et al., 2005 b). La PPO es una proteina que
contiene cobre como grupo prostético y puede catalizare dos tipos de reacciones
diferentes:

Las reacciones se dividen en dos grupos principales:
— (Actividad de cresolasa)

Hidroxilacién de monofenoles —®o-difenoles
Catecol oxidasa < Catalizan:

—>

Oxidacion de o-difenoles o-quinonas

(Actividad de catecolasa)
—

Estas reacciones se llevan a cabo en presencia de oxigeno molecular.

En el aguacate las enzimas mas importantes en las reacciones de pardeamiento
enzimatico son las polifenoloxidasas y dentro de los sustratos sobre los cuales actua, se
encuentra principalmente el catecol seguido en orden decreciente por catequinas, acido
caféico, acido clorogénico, dihidroxifenilalanina y quercetina (Tirilly y Bourgeois, 2001).

Las polifenoloxidasas del aguacate se caracterizan por tener un pH de actividad optima
entre 6.5 y 8.0 .Existen varias formas de evitar este tipo de reacciones en el aguacate,
pero todas ellas apuntan a inhibir la enzima o a eliminar el oxigeno ya que sobre el

sustrato oxidable no es posible actuar (Soto, 1995).

1.7.2.4 Lipoxidasas.

Otro problema que es comun es preservar la pulpa del aguacate, esto se debe a que el
aguacate posee un alto contenido de aceite y se le conoce como oxidacién de lipidos.

Los sustratos de estas reacciones son principalmente los acidos grasos no saturados.
Cuando estan libres, estos acidos se oxidan por lo general mas rapidamente que cuando
son parte de moléculas de triglicéridos o fosfolipidos. Pero sobre todo es el grado de
instauracion el que influye en la velocidad de oxidacion. Los acidos grasos saturados solo

se oxidan a temperaturas superiores a los 60°C, mientras que los acidos grasos
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poliinsaturados se oxidan incluso durante el almacenamiento de los alimentos (Saavedra,
1995). En el aguacate se produce principalmente la rancidez del tipo oxidativa. En ella, los
acidos grasos de grandes cadenas no saturadas, al estar en contacto con enzimas
lipoxidasas, pueden ser fragmentados en acidos grasos de cadenas cortas los cuales
poseen un olor caracteristico y desagradable, siendo los primeros responsables del sabor
rancio de los aceites expuestas al oxigeno (Saavedra,1995).

Para evitar que un producto alimenticio se enrancie, existen varios compuestos que se
pueden usar, sin embargo estos compuestos deben cumplir con una serie de requisitos:
ser liposolubles; carecer de accion toxica; no modificar los caracteres organolépticos de
los productos sometidos a su accién; actuar en muy pequefas concentraciones,
generalmente entre 0,01 y 0,1%; y conservar su accion protectora el mayor tiempo posible
(Soto, 1995).

2.7.2.5 Peroxidasa (POD).

La POD ( EC -1.11.1.7; donador, Peréxido de hidrogeno oxidorreductasa POD); es una de
las enzimas que controlan el crecimiento fisiolégico de las plantas, su diferenciacion y
desarrollo. Esta enzima también puede contribuir al pardeamiento enzimatico; ya que
contiene un grupo prostético hemo que se asocia generalmente a procesos de
cicatrizacion de heridas.

La funcién principal de la PDO es catalizar la oxidacion de donadores de hidrégeno a
expensas de peroxido de hidrégeno (H,0,), aceptando como donadores de hidrégeno a
un amplio rango de polifenoles.

El mecanismo de reaccién se basa en la formacién de complejos de enzima-donador de
hidrogeno y dos pasos de oxidacion univalente. Los productos primarios provenientes de
la oxidacion de fenoles son quinonas similares a las obtenidas con la PPO.

A continuacion se presenta la actividad de la POD:
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POD
ROOH + AH, » HO + ROH + A

Donde:

R= H°, CH3, C,Hs,

AH2= donador de hidrégeno em forma reducida.
A= donador de hidrégeno em forma oxidada.

Figura 12. Mecanismo de accion de POD.

La actividad de POD esta limitada por el bajo nivel de H,O, que existe en los vegetales;
debido a ello no se le relaciona directamente con el pardeamiento. Aunque se ha
propuesto que la PPO actia como promotora de la actividad POD, ya que genera H,0O,
durante la oxidacion de algunos compuestos fendlicos en reacciones catalizadas por PPO
(Gonzalez-Aguilar et al., 2005 b).

La POD se encuentra ampliamente distribuida en las plantas; sin embargo su papel dentro
del pardeamiento enzimatico en frutas y vegetales todavia se encuentra en duda, debido

a la poca disponibilidad del peréxido de hidrogeno dentro de la célula.
1.7.3. Compuestos fenoélicos.

Los compuestos fendlicos que presentan un grupo orto-difendlico se oxidan facilmente por
las polifenoloxidasas. Los principales sustratos de estas son las catequinas y los
derivados hidroxicinamicos. En el aguacate se han encontrado fenoles como el 4-
metilcatecol, acido clorogénico, catequna, dopamina y acido cafeico (Patifio, 2006).
Debido a la amenaza de la infeccion, plantas han desarrollado una multiplicidad de
productos quimicos y de estructuras que se incorporan en su tejido fino con el fin de la
proteccién. Estas defensas pueden rechazar, disuadir o intoxicar incluyendo follaje,
resina-cubierto o fibroso, conductos resina-llenados y cavidades o compuestos
antimicrobianos (Bekker et al., 2007). A estos componentes se les conoce como
metabolitos secundarios y se han estudiado sus propiedades de algunos de ellos
sirviendo como una alternativa de control biolégico sobre el control de hongos
fitopatdgenos (Mendoza et al., 2007).

La mayoria de los pardeamientos son debidos a la oxidacién enzimatica de los

compuestos fendlicos por la accion de las polifenoloxidasas o de las peroxidasas.
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Las células vegetales contienen compuestos fendlicos que, en presencia de oxigeno, se
oxidan facilmente a quinonas por la accién de enzimas de las que principalmente son las
polifenoloxidasas y peroxidasas. Las quinonas a su vez se oxidan, sin intervencién de
enzimas particulares y se polimerizan dando compuestos pardos que son los
responsables de los pardeamientos superficiales o profundos que aparecen en ciertas
condiciones; cuando se lesionan las células ocasionadas por un corte, contusion o ataque
parasitario, la vacuola y el citoplasma se encuentran mezclados debido a que se rompid
la membrana que los divide y en presencia de oxigeno se produce la reaccion de los
compuestos fendlicos apareciendo de esta manera los pardeamientos (Tirilly y Bourgeois,
2001).

1.8. Principales pérdidas postcosecha en aguacate.

Las pérdidas postcosecha de frutas alcanzan valores de 25-50% y son causadas
principalmente por. mal manejo, deterioro por diferentes microorganismos vy

almacenamiento inadecuado.
1.8.1 Dailos mecanicos.

Las frutas y hortalizas son alimentos muy perecederos, debido principalmente al elevado
contenido de agua que presentan y si a esto no se le pone especial cuidado durante la
cosecha, manipulacion y transporte se dafan rapidamente y ocasionan muchas pérdidas
al productor.
La manipulacion negligente de los productos frescos ocasiona un deterioro en el fruto que
provoca pudriciones y marchitamiento que causan un deterioro fisiolégico anormal,
hendiduras y grietas de la piel que aumentan rapidamente la pérdida de agua e
infecciones en el fruto (FAO, 1989).
Las principales lesiones mecanicas se presentan en la norma NMX-FF-006-1982 (SCFl,
2008) y son:
1.- Practicas de recoleccion poco adecuadas por parte de los agricultores que pueden
ocasionar en el fruto:

e Impacto (golpe).

e Presién o compresion (movimiento fisico).
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e Magulladuras (reblandecimiento 0 manchas en la cascara o pulpa ocasionadas
por golpes, compresiones)
2.- Utilizacion para la cosecha de cajas inadecuadas, con astillas, clavos o grapas

salientes.

e Picaduras (heridas mas o menos profundas ocasionadas por medios
mecanicos o por depredadores como aves, roedores u otros.)
e Raspaduras (lesiones causadas en la cascara de las frutas, por un roce

violento).

3.- Colocacién excesiva o insuficiente de frutos en las cajas, que causa vibracion durante

el transporte, en la mayoria de las ocasiones por empaque sueltos.

4 .- Manipulacién poco cuidosa durante la clasificacion, transporte o comercializacién, que
provoca abrasion por el roce que se produce de unas con otras.
Las magulladuras ocasionadas por el mal manejo dejan la piel intacta y pueden no ser
visibles por fuera y estas son causa de (Arcilla, 2003):

e Aumento del ritmo de respiracion.

e Produccién de calor.

o Decoloracién interna como consecuencia de la decoloracion de los tejidos.

e Cambios fisicos de sabor

¢ Ablandamiento del tejido

e Maduracion mas temprana del fruto.

o Pérdida de peso (permeabilidad al vapor de agua)

o Facilidad de invasion de microorganismos.

1.8.2. Plagas.

Existe un complejo endémico de plagas que constituye uno de los factores limitantes para
la obtencion de frutos mas sanos, repercutiendo este en el ambito internacional al haber
insectos cuarentenados que impiden la comercializacion del fruto. Entre las plagas mas

comunes estan las de las hojas, flores y frutos (Tabla 5).
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Tabla 5. Principales plagas presentes en aguacate.

Nombre

Agente
Causal

Consecuencias

Tratamiento

Taladrador del
tronco

(Coptorimimus
persea Gunthe)

Taladra el tronco,
ramas y crecimientos
nuevos, las partes
afectadas
desprenden serrin.

Poda y quema de ramas
afectadas, se debe
aplicar en los cortes una
pasta con sulfato de
cobre, cal, agua y aceite
agricola en la proporcién
1:6:4:1. Si el ataque es
pequefio, se puede
aplicar piretroide en las
perforaciones.

(Heilipus lauri
Boh
(Coleodptera:
Curculionidae)

El adulto perfora la
cascara del frutos,
deposita sus huevos,
al nacer las larvas se
introducen en la
semilla de la cual se
alimentan en su

Se deben recoger los
frutos que caen al suelo
y enterrarlos bajo 40 cm

de tierra, rociar
insecticida, se puede
controlar atomizando el
fruto pequeno y el follaje

Heilipus pithien estado larvario, el cada 22 dias con
Taladrador de la (Barber) fruto se cae o se acetato o endulsofan,
semilla pudre. Los insectos | esto debe suspenderse
se alimentan de 22 dias antes de la
brotes, hojas y frutos cosecha.
(Heliothrips Su ataque provoca -
! . . Insecticidas como
haemorrhoidale | que la epidermis de L .
Diazinén, Malathion,
s)(Bouche) los frutos y de las
] ; acefato, monocrotofos, o
(Thysanoptera: hojas se engrose y . )
- . piretroides.
Thripidae) se agriete.
Quema de los nidos o
colocacion de
(Trigona insecticida granulado en
silvestrianum Dafian el follaie v 1os la colmena, se puede
Vach) ey atomizar el fruto y follaje
. ) frutos ;
(Himenoptera: con malathion o
Apidae) fenthion, teniendo

Arragres o abeja
congo

presente suspenderlos
antes de la cosecha.
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La larva se introduce
en el fruto cuando

Aplicaciones mensuales
de carbaril cuando el

(Stenomena . L
Catenier) esta en dese_lrrollo y fruto esta recién
perfora la piel y la cuajado, destruccion de
pulpa frutos caidos.
Perforador del
fruto
Adhiere o pega las Se controla con
hojas, raspa su insecticidas, cuando se
(Plaatynota epidermis y las inicia el brote de
spp) deseca, se puede renuevos foliares, se

Gusano arrollador

de la hoja

extender a todo el
follaje.

utiliza oxidemeton-metil
o el triclorfon.

Fuente: INFOAGRO (2008); FAO (2008).
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1.8.3. Desodrdenes fisiologicos.

Los desordenes fisiologicos de fruto se desarrollan después de que el fruto inicia la
madurez y son mas frecuentes en frutos que han sido almacenados o transportados en
refrigeracion (cerca de 5.5 °C) por periodos prolongados. Ademas de la nutricién, el
cultivar, la madurez a la cosecha, la localidad, las practicas de riego, el porta injerto y el
rendimiento del arbol pueden afectar la susceptibilidad del fruto a los desérdenes internos
(Salazar, 2007).

Los desordenes fisioldgicos de la pulpa del fruto del aguacate mas frecuentes son (Tabla
6):

e Oscurecimiento de haces vasculares.

e Pulpa gris.

¢ Mancha de la pulpa.

e Danos por frio.

e Deficiencia o exceso de nutrimentos.

1.8.4 Enfermedades.

Existen muchas causas que provocan la pérdida postcosecha de los frutos de aguacate,
como los danos mecanicos, desdrdenes fisioldgicos y las enfermedades, esta ultima
resultando muy perjudicial para los productores porque hay algunas de las enfermedades
que no se detectan a tiempo solo cuando es la cosecha o estan maduros, lo cual
repercute en la distribucion y comercializacion del fruto y la aplicacion de productos
quimicos no resulta efectivo para su eliminacion, ocasionando serias pérdidas de la fruta

en términos de cantidad y calidad.
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Tabla 6. Desordenes fisiolégicos mas frecuentes en aguacate.
Desorden fisiologico Causa Sintoma
Su presencia aumenta en suelos de
. textura ligera (arenosos) y altamente
Elevacionde | . o
Ca* Mg K | lixiviados; asi como la aplicacion
enelsuelo. | excesiva de Nitrdgeno que puede
o incrementarlo.
Oscurecimiento de las haces
vasculares
- Aguacates Oscurecimiento interno de la pulpa

expuestos a

(pulpa grisacea, pulpa manchada,

3-5 ° C (37- | pardeamiento de los haces
41°F) vasculares), problemas para madurar y
Pulpa gris y mancha de la aumento de la susceptibilidad al ataque
pulpa. de microorganismos patégenos.
El sintoma mas comun de dafno por frio
en aguacate es una decoloracion café
grisacea en la pulpa, especialmente en
De0-2°C . .

] el tejido vascular, una maduracion

por mas de 7 . o
di anormal, un picado, encafecimiento

ias.
tipo escaldado y oscurecimiento de la
cascara y desarrollo de sabores y
. i olores desagradables
Daino por frio.

Durante las etapas tempranas de
S Deficiencias | crecimiento del fruto, pueden causar
cronicas de | deformacién y pueden resultar en una
B odeZn | tasa elevada de rechazo a momento de

Deficiencia o exceso de

nutrimentos

la cosecha.

Fuente: Salazar (2007); FAO (2003); Yahia e Higuera (1992).
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Dentro de las enfermedades mas comunes en el fruto del aguacate se encuentran:

Tabla 7. Enfermedades mas comunes del aguacate:

Nombre

Agente
Causal

Consecuencias

Tratamiento

Pudricion de la
raiz o marchitez
del aguacate.

Phytophthora
cinnamomi
rands

Amarillamiento de las
hojas, las nuevas hojas
brotan acucharadas y de
color verde claro, al
evolucionar la
enfermedad el arbol
muestra marchitez, las
raices se vuelven color
oscuro y quebradizas, la
produccién disminuye en
calidad y cantidad hasta
desaparecer.

Buen drenaje, sembrar
semilla certificada vy
tratada con agua
caliente a 48°C vy
proveniente de
semilleros
desinfectados, evitar
intercalar el cultivo con
cultivos susceptibles al
hongo (citricos, frutales),
eliminacion total (de
raiz) de arboles
afectados, se puede
aplicar fungicidas como
clorotalonil, mancozeb,
metalaxil tanto al suelo
como al follaje.

Mancha negra o
cercéspora

(Cercospora
purpura Cooke)

Ataca a las hojas vy
produce pequeias
lesiones de color marrén
oscuro, puede causar su
caida, en los frutos
produce lesiones
pequeias
resquebrajamiento de la
corteza, dichas lesiones
facilitan la entrada de
patdgenos como
Colletotrichum.

Aspersiones con
funguicidas a base de
cobre como oxicloruro
de cobre, hidréxido de
cobre o sulfato de cobre,
ya sean solos o
mezclados con oftros
como clorotalonil,
benomilo, etc.

Mildiu polvoso

(Oidium sp)

Inicialmente hay
presencia de micelio
blanco o grisaceo sobre
las hojas y racimos de
flores tiernas, las hojas
se arrugan y deforman,
produce quema y caida
de frutos pequenos vy
flores y por las lesiones
ingresan otros
patdgenos.

Usar dinocap,
preparados de azufre,
las atomizaciones deben
hacerse antes y
después de la floracion,
a intervalos de 8 a 15
dias de acuerdo a la
intensidad del ataque.
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Mancha negra o
Atracnosis

(Colletotrichum
gloesporioides)

El hongo infecta el fruto
durante el periodo de
desarrollo en el campo
permaneciendo latente
mientras el fruto tenga
una consistencia dura.
Durante la maduracion
del fruto la infeccion se
extiende hacia la pulpa

causando coloracion
oscura, con aparicion de
manchas circulares

sobre el fruto y el centro
de estas puede hundirse
0 agrietarse.

Fungicidas cupricos que
pueden controlar al
hongo si se aplican en
yema hinchada. Los
funguicidas kocifol
MCW, sulfato de cobre,
hidroxido de  cobre,
maneb, entre otros dan
buen resultado.

Maya y
Fusariosis

El follaje se
homogéneamente,
permaneciendo adherido
a las ramas.

seca

Destruir troncos viejos
en descomposicion,
evitar acumulacion de
tierra y materia organica
sobre el tallo, evitar
heridas en tallos vy
raices, quitar y quemar

en el mismo lugar
arboles infectados,
desinfectar los hoyos

con PCNB 75% en una
concentracion de 10 g/ |
y proporcionar buen
drenaje al terreno.

Anillameinto
del pedicelio

La formacién sobre el
pedunculo de un anillo
color café rojizo en el
lugar de la  unién
abarcando un tamano
desde 2 mm hasta 2 cm,
con una zona seca y
descortezada.
Generalmente el fruto
tiende a tomar forma
redonda y una coloracion
purpura en el pericarpio,
en el caso de la cascara
este muestra una
coloracion oscura.

Aspersion de fungicidas

Fuente: Téliz, 2000); INFOAGRO (2006).
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1.9 Antracnosis en aguacate.

1.9.1 Importancia.

La antracnosis es una enfermedad endémica (se presenta cada afo), que dafa la
apariencia del fruto y causa problemas en su comercializacion. La enfermedad se ha
observado con alta incidencia en el estado de Michoacan sobre la variedad ‘Hass’,
México, Morelos y Guanajuato (Téliz, 2003).

Reino: Fungi @

Filum: Deuteromycota .

Clase: Coleomycetos

Orden: Melanconiales. \

Familia: Melanconiaceae \ Q:#*"“"’“, ®

Genero: Colletotrichum | K;

Especie: gloesporioides 2 \
DA

Fuente: Yousef-Carlstrom (2003).

El principal dafio del fruto se da en la huerta, en el transporte, almacén o mercado. El
hongo infecta a los frutos, durante el periodo de desarrollo en el campo, permaneciendo
latente mientras el fruto tenga una consistencia dura. Una vez que el fruto inicia su
ablandamiento el hongo invade la cascara y la pulpa causando su pudricion.

Todas las Melanconiales estan agrupadas en una sola familia-forma, las Melanconiaceas.
Muchos de sus representantes son parasitos de plantas y causan un grupo de

enfermedades denominadas antracnosis (Alexopolus, 1985).

1.9.2 Organismo causal.

La antracnosis es causada por el hongo Colletotrichum gloesporioides (Penz.); que en su
forma sexual corresponde a Glomerella cingulata (Stonem.). Uno de los géneros-forma
que se encuentran con mayor frecuencia en las Melanconiales es el genero Colletotricum.
Existen formas especiales de Colletotrichum y Gloesporium causando antracnosis. Hasta
el afio de 1992 existian 9000 especies asignadas a Colletotrichum y cerca de 600
especies descritas para C. gloesporioides basandose en criterios culturales y morfolégicos
(Diaz, 2002).
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1.9.3 Morfologia.

Las colonias de C. gloesporioides son variables, de blanco grisaceo a gris oscuro, al
reverso del color blanco a gris oscureciéndose especialmente con la edad. Micelio aéreo
liso y fieltro o en mechdn asociado con conidi6foros. Conidios formados en masas de
color salmén, su tamario varia de 12-17 x 3.5-6.0 ym y de 16 a 18 ym de largo por 4 a 6
pm de ancho (Pluetz et al., 1994).

El género Colletotrichum produce conidios tipicamente alargados, hialinos, con extremos
redondeados (Figura 13). Los conidios que son mas estrechos en la parte central que en

los extremos (Martinez, 1998).

Figras 3: a) Conidios de C Ioesporioides b) hifas del hogo C. gloesporioides
Fuentes: CENIAP, (2005) y Farrera et al., (2007).

1.9.4 Sintomatologia.

La enfermedad se observa en los frutos después de la cosecha. Apareciendo manchas
circulares en el fruto, el centro de estas manchas puede hundirse ligeramente y agrietarse
(Figura 14).

Figura 14. Dafio en aguacate por hongo C. gloesporioides.
Fuente: INFOAGRO, (2006).
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Con humedad alta, el centro de las manchas muestra un polvo y granos de color rosa,
que son las esporas del hongo. Durante la maduracién del fruto la infeccion se extiende
hacia la pulpa y causa una coloracion oscura (Figura 15). Durante el transporte o
almacenamiento se desarrollan manchas oscuras que al fusionarse cubren areas
extensas; la infeccién ocurre generalmente en la floracion pero se manifiesta hasta
después de la cosecha (Téliz, 2000).

En lugares con mucha humedad se presentan hojas en forma de manchas de color café
claro, también pueden llegar a presentarse necrosis café- oxidada que se inicia en el

margen, posteriormente las hojas se caen.

Figura 15. Lesiones en fruto de aguacate por antracnosis.
Fuente: INFOAGRO, (2006).

1.9.5 Ciclo de vida.

La fuente de inéculo primario del hongo son los frutos momificados que se encuentran
adheridos a las ramas o tirados en el suelo, la hojarasca y las ramas secas que se
encuentran en el suelo adheridas al arbol, donde se forma la fase teleomorfa (sexual) del
hongo (Glomerella cingulata) encontrandose peritecios con ascas y ascosporas a
condiciones del 80% H.R y de 18 a 26° C ocasiona lesiones en cualquier parte de los
6rganos ( ramas, hojas, flores, frutos), en donde se desarrolla la parte anamorfa (asexual)
del hongo Colletotrichum gloesporioides (Téliz, 2000).

Los conidios que son estructuras asexuales inician lesiones secundarias y se reproducen
cada 15 dias. Los brotes de desarrollan a partir del mes de julio y son infectados por el
hongo, coincidiendo asi con la madurez fisioldgica de la fruta con la floracién y cuajado de

la fruta loca, asi como una nueva brotacion vegetativa que presenta infecciones.
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1.9.6 Control cultural y quimico.

Como control cultural se tiene:
= Podar ramas secas e improductivas.
= Aclarar huertas sobrepobladas, para reducir humedad ambiental.
Como control quimico:
= Fungicidas cupricos que se aplican en yema hinchada.
=  Kocifol MCW, oxicloruro de cobre, sulfato de cobre, hidroxido de cobre,

thiabendazol, captan, zineb, entre otros (Téliz, 2000).

1.10 Tratamientos postcosecha aplicados al aguacate.

El nivel perecedero de frutas y hortalizas; aunado al mal manejo postcosecha y uso de
tecnologias de almacenamiento y acondicionamiento inadecuadas, provoca elevadas
pérdidas de la calidad durante su comercializacion y distribucién en los mercados. Pero
en los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias postcosecha, que en conjunto
con buenas practicas de manejo del producto, permiten reducir las pérdidas por
alteraciones fisiologicas, danos mecanicos y ataques de fitopatdgenos; este ultimo
causando en los frutos de aguacate importantes pérdidas que llegan a un 75%.

Los tratamientos que utilizan atmodsferas modificadas, controladas, temperaturas de
acondicionamiento, encerado, baja presién, choque térmico y otros, son ampliamente
usados para conservar la calidad y reducir diferentes desérdenes durante el
almacenamiento; sin embargo en algunos casos se limita el uso por el tiempo requerido
para el tratamiento y los dafos que puede provocar en la calidad organoléptica del fruto
(Gonzalez-Aguilar et al., 2005a).

Debido a ello se han desarrollado nuevas tecnologias que presenten cortos tiempos de
aplicacion, como una nueva alternativa para mantener la calidad de los frutos en estado
fresco (Tabla 8).
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Tabla 8: Tratamientos aplicados al aguacate para su conservacion.
Tratamiento Condicién Efecto Control
AM Aplicacion de vacio | Reduce pérdida | Ayuda a prolongar
(Atmosferas con pelicula Vacum- | fisiologica de | vida de anaquel.
modificadas) 300. peso.
Microondas Frecuencias de | Rapidez y | Conservacion del
2450 y 915 MHz de | uniformidad en el | color original.
10-70 s. tratamiento sin | Inactivacién de PPO.
pérdida de
componentes
nutricionales.
Intercambiador | 85° C X 4 min Mantiene pH y color.
de superficie 73°C x 10 min Desactivacion de
raspada PPO.
(ICSR)
Altas presiones | 21° C a 5%. Evita desarrollo de | Modifica
HHP m. o e insectos. mecanismos de
maduracion y
senescencia.
Radiaciones Cobalto 60 Incrementa Aumenta contenido
Gamma 0-100 KGy. sensibilidad y | de proteina y sabor.

danha apariencia

externa.
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Tabla 8: Tratamientos aplicados al aguacate para su conservacion, continuacion.

Tratamiento
Agua caliente/

Vapor

Quimico

Biologicos

Calor por

Inmersion

Enfriamiento

rapido

Pelicula

comestible

Condicioén
46-55° C x 10-13

min.

B- tocoferol
Ac. L-ascorbico

Butilhidroxi-tolueno

Amicus-L .

Bafino termostatico
de 50-55° C x 3-5

min.

Refrigeracion ultra
rapida por
inmersién a 2.5 °C
hasta alcanzar 3°C.

Inmersién en metil
celulosa x 1 min a
20 °C, y secado por

10 min.

Efecto
Disminuye color

de pulpa.

Inhiben o retrasan
la oxidacion de

otras moléculas

Reduccion de
pudriciones y
efecto antifungico.
Causaron

suberificacion de
lenticelas y
manchas

marrones en piel.

No hay
diferencias.
Retarda la
maduracion,

alarga proceso de

respiracion.

Control
Mayor firmeza. Mayor
tiempo de vida de
anaquel.
Disminuye pudricion
por hongos como en
C. gloesporioides.
Retrasan
degradacion
oxidativa de lipidos y
mejoran calidad y
valor nutricional.
Inhibe C.

gloesporioides.

Disminucion de

frutos podridos.

Disminuye incidencia
de pudricion en

pedunculo.

Incrementa el tiempo

de vida.

Fuente: Maftoonszad y Ramaswamy (2004); Hermoso y Farré (2003); Arévalo et al.,

(2002).
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1.10.1 Irradiacion.

Su definicion es la emision y propagacion de energia a través del espacio o de un medio
material en forma de ondas (Satin, 1992).

La irradiacion de alimentos es un método fisico de conservacion, comparable a otros que
utilizan el calor o el frio. Consiste en exponer el producto a la accion de las radiaciones
(radiacion capaz de transformar moléculas y atomos en iones, quitando electrones)
durante un cierto lapso, que es proporcional a la cantidad de energia que deseemos que
el alimento absorba. Esta cantidad de energia por unidad de masa de producto se define
como dosis, y su unidad es el Gray (Gy), que es la absorcion de un Joule de energia por
kilo de masa irradiada: 1000 Grays = 1 kilo Gray (Nutrinfo, 2000).

El espectro electromagnético presenta la totalidad del rango de frecuencias o longitudes
de onda de la irradiacion electromagnética (figura 16).
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Figura 16. Espectro electromagnético.
Fuente: Wikipedia (2008).

Las aplicaciones de irradiacion de alimentos pertenecen a cualquiera de los dos tipos
basicos:
¢ Prevencion de pérdidas de alimentos.
¢ Descontaminacion microbiolégica de los productos alimentarios o la inactivacion
de los parasitos humanos soportados por los alimentos.
La irradiacion de los alimentos ha sido identificada como una tecnologia segura para

reducir el riesgo de ETA (Enfermedades Transmitidas por Alimentos), en la produccion,
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procesamiento, manipulaciéon y preparacion de alimentos de alta calidad. Es a su vez, una
herramienta que sirve como complemento a otros métodos para garantizar la seguridad y
aumentar la vida en anaquel de los alimentos. Cuenta con la aprobacion de importantes
organismos internacionales, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacién Internacional de Energia
Atémica (IAEA).
Entre los beneficios que presenta la irradiacion se encuentran:
e Lairradiacion es el tratamiento mas rapido disponible.
e La velocidad del tratamiento es independiente del tamafo de la fruta.
¢ Reduccién de la poblaciéon microbiana.
e Prolongacién de la vida util de frutas y vegetales mediante la inhibicion de la
germinacion.
e Prorrogar los plazos de conservacion de productos frescos, mediante la
destruccion de microorganismos que dan lugar a su descomposicion.
e Los alimentos no son sometidos a la accion del calor y por lo tanto sus
caracteristicas organolépticas apenas si se modifican.
o Las necesidades energéticas del proceso son muy bajas.
o El proceso puede controlarse automaticamente y requiere poca mano de obra.
(Molins, 2004; Satin, 1992; Ramirez, 2002; Bande, 1990).

Existen dos tipos de irradiacion : irradiacion ionizante y no ionizante :

Irradiacion ionizante.

Es una emanaciéon de fotones con la energia suficiente para desplazar electrones de las
moléculas sobre las que incide. Este tipo de irradiacién se caracteriza por poseer un alto
contenido de energia, gran poder de penetracion y accipn letal debida a su liberacion a
nivel molecular, como rayos alfa, rayos gamma y rayos X.
Para la apliacion de esta irradiacién se utilizan 2 fuentes de enrgia ionizante :

e Rayos gamma de Cobalto radoactivo *°Co.

e Rayos gamma de Cobalto radoactivo **'Cs.
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Irradiacidn no ionizante.

Es una onda o particula que no es capaz de arrancar electrones de la materia que ilumina
produciendo soélo exitaciones electrénicas. La luz visible esta en este rango, por lo que es
el menos dafnino para los humanos, como microondas, infrarrojo, ultravioleta (CENIAP,
2009).

Entre las aplicaciones mas importantes de este tipo deirradiacion esta la destruccién o
reproduccion de microorganismos mediante el dfio que realiza sobre el material genetico.
El dafio al material genético tiene lugar como resultado de una colision directa entre la
energia radiente y el material genético, la vida y reproduccién depende de sus acido
nucleicos, ADN (acido desoxirribonucleico) y ARN (acido ribonucleico) ; debido a que son
macromoléculas grandes y complicads son muy sensibles a la ionizacién, los leves
cambios que origina son sufucuentes para impedir su crecimiento y reproduccion ; porque
la doble hélice de ADN es incapaz de desplegarse impidiendo la duplicacion celular
(Molins, 2004; Satin, 1992).

1.10.1.1 Irradiacién UV.

La radiacion solar ultravioleta o radiacién UV es una parte de la energia radiante del sol,
se transmite en forma de ondas electromagnéticas y su longitud de onda fluctia entre 100
y 400 nm. Estas ondas son absorbidas por la parte mas alta de la atmosfera,
especialmente por la capa de ozono (SMA, 2009).

La radiacién UV se clasifica con relaciéon a su comportamiento en la atmodsfera terrestre en
tres sub- bandas: UV-A, UV-B Y UV-C.

e UV-A: banda de 315-400 nm, es la mas cercana al espectro visible, la que llega
en mayor proporcioén y no es absorbida por el ozono.

e UV-B: banda de 280-315 nm, es absorbida casi totalmente por el ozono. Es un
tipo de radiacidon energética y dafina, especialmente para el ADN.

e UV-C: su longitud de onda fluctua entre los 100-280 nm, constituye la fracciéon mas
energética y la mas letal de las UV para todas las formas de vida (rayos X, rayos
gamma y rayos cosmicos) es absorbido absolutamente por el ozono y el oxigeno.
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1.10.1.1.2 Irradiacion UV-C.

La irradiacion de alimentos ha sido estudiada por mas de 50 afos y esta aprobada por
mas de 40 paises; asi como que cuenta con la probacion de la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), FAO (Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura) y la IAEA

(Organizacion Internacional de Energia atémica).

l‘:\

\_/

Figura 17. Simbolo de alimento irradiado.
Fuente: NTA (2007).

La irradiacion de los alimentos ha sido identificada como una tecnologia segura para
reducir el efecto de ETA (enfermedades transmitidas por alimentos) y una de las
aplicaciones es la luz ultravioleta C (UV-C); la cual es una radiacion no ionizante con una
longitud de onda de 100 a 280 nm; tiene un pico de emisién a 254 nm donde presenta la
mayor accion germicida, por lo cual se ha estudiado en varios tejidos vegetales, la cual es
su mayor aplicacién en alimentos (Rivera et al., 2007).

Las ventajas que presenta este tipo de aplicacion son:

e Tratamiento alternativo para preservar frutas y verduras.
¢ No deja residuos.
¢ No afecta las caracteristicas sensoriales (aroma y sabor).

e No produce alteraciones o favorece los procesos de deterioro del producto.
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1.10.1.1.3 Aplicaciones.

El efecto germicida de la irradiacion UV-C se emplea en diferentes alimentos como un
método de desinfeccién superficial a temperatura ambiente que no deja residuos en el
producto, por lo que es considerado una buena alternativa para la conservacién de los
alimentos, ademas, es de bajo costo y facil aplicacion (Tecnologias asociadas, 2008).

En funcién de la intensidad y longitud de onda, la irradiacién UV puede inducir un estrés

biolégico en plantas y activar mecanismos de defensa en tejidos vegetales.

Alguno de los efectos benéficos atribuidos a la irradiacion UV-C son (Rivera et al., 2007):

e Induccion de mecanismos de defensa (sintesis de fitoalexinas), las cuales estan
relacionadas positivamente con las resistencia a diferentes patégenos y con la
reduccion de desordenes fisiologicos que ocurren durante el almacenamiento en
frio.

e Capacidad de mejoramiento de las propiedades nutracéuticas, debido al
incremento en los compuestos bioactivos con capacidad antioxidante.

e Inactivacion de enzimas relacionadas con los procesos de maduracion y
senescencia.

e Retraso de la maduracién y senescencia.

Inactivaciéon de microorganismos.

Se utiliza como una alternativa para la esterilizacion quimica, porque reduce el
crecimiento de microorganismos en superficies inertes y en frutos (Gonzalez- Aguilar et
al., 2005 a).

La aplicacion de irradiacion UV-C en frutas y hortalizas ha resultado un sistema efectivo
para prolongar la vida util de los productos por ser letal para la mayoria de los
microorganismos, donde la velocidad de mortalidad varia entre patégenos, dosis
aplicadas y tiempos de exposicién; ha controlado en fresa la pudricidon por Botritys
cinérea, pudricion en durazno por Monilia fructicola, Penicillium en mandarina, reduccion
de deterioro por Erwinia en tomates inoculados; entre otros (Rivera et al., 2007).

Algunos reportes sugieren que la composicién quimica y ordenamiento estructural propia
del alimento, representa un papel importante en el dafo causado por la irradiacion UV-C
en el ADN de los microorganismos, ya que dosis similares de UV-C tiene efectos
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diferentes en el crecimiento de una misma especie microbiana, debido a esto es
importante evaluar el tratamiento en los frutos de aguacate para establecer las

condiciones optimas de aplicacion y posibles cambios de calidad.

Retraso de maduracion y senescencia.

Se ha reportado que losa tratamientos de irradiacion UV-C en manzana y durazno han
retrasado el proceso de maduracién , el cual esta relacionado a una mayor resistencia al
deterioro, en tomate se ha logrado una mayor firmeza por reduccion de las enzimas de la
degradaciéon de pared celular como poligalacturonasa, pectin metilesterasa, celulasa, etc
(Rivera et al., 2007).

Cambios en membrana y pared celular.

La pared y membrana celular son organelos blanco de a irradiacion UV-C, ya que los
componentes de la membrana (fosfolipidos y glicolipidos) y de pared (proteinas vy
ligninas) absorben energia en el rango ultravioleta; mientras que la irradiacién genera
especias reactivas de oxigeno que causan estrés oxidativo9 y afectan la estabilidad de la
pared y la membrana celular y como respuesta a este efecto se involucra el aumento o
activacion de compuestos antioxidantes y la inactivacion de enzimas. Aunque la
sensibilidad de los tejidos al tratamiento con UV-C difiere en la funcién del genotipo, este
tratamiento se ha estudiado como un tratamiento alternativo reciente para la preservacion
de frutas y hortalizas, como es en fresa, manzana, mango, durazno, nectarina, limén,

entre otros (Rivera et al., 2007).

La irradiacion ultravioleta C se emplea como desinfectante de frutos y hortalizas frescos y
al tomar en cuenta algunas respuestas naturales de defensa inducidas por la irradiacion
proporcionan un valor agregado al alimento.

El tratamiento de irradiacion UV-C puede considerarse como una herramienta
complementaria a la refrigeracion y envasado para preservar la calidad organoléptica y

nutricional y aumentar su comercializacion.
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2. OBJETIVOS

Objetivo General.-

Estudiar el efecto de tratamientos por irradiacion UV-C en el control de la
antracnosis en aguacate variedad ‘Hass’; que permita alargar la vida util y
preservar la calidad del fruto.

Objetivo Particular 1.-
Realizar el aislamiento y caracterizacion del hongo C. gloesporioides del aguacate
causante de la antracnosis en el fruto.

Objetivo Particular 2.-

Establecer el mejor método de inoculacién del hongo C. gloesporioides en el
aguacate variedad ‘Hass’ que permita contar con lotes de frutos con sintomas de
antracnosis.

Objetivo Particular 3.-
Seleccionar los tiempos de exposicién a las irradiaciones UV-C que ayuden a la
inactivacion del hongo C. gloesporioides y no dafien la calidad del aguacate.

Objetivo particular 4.-

Evaluar los efectos provocados por la irradiacion UV-C en el control de la
antracnosis y la calidad del aguacate (pH, acidez, firmeza, color, pérdida de
peso).

Objetivo Particular 5.-

Relacionar los cambios en las enzimas PPO (Polifenoloxidasa) y POD
(Peroxidasa) con la disminucién de los sintomas de antracnosis en aguacate
irradiados por UV-C.

Objetivo Particular 6.-

Identificar el efecto de los fenoles presentes en la piel del aguacate variedad
‘Hass’ en la inhibicién del crecimiento del hongo C. gloesporioides a partir de
pruebas in vitro.
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3.2 Material biologico.

Se emplearon aguacates variedad “Hass” adquiridos en la Central de abastos de la
Ciudad de México, provenientes del estado de Michoacan en etapa preclimatérica y se
transportaron en huacales de madera envueltos en papel de estraza al Laboratorio de
Postcosecha de Productos Vegetales del Centro de Asimilacion Tecnoldgica de la UNAM

para su estudio (figura 18).

Figura 18.Aguacates variedad ‘Hass’.

3.3 Tratamiento de la muestras.

Para contar con lotes de frutos con caracteristicas homogéneas se seleccionaron frutos
en base al tamano (diametro longitudinal y ecuatorial) color, peso y sin evidencia de

dafios mecanicos, por insectos o enfermedades y con el mismo grado de desarrollo.

Los frutos se lavaron con agua para eliminar la suciedad y fueron secados con corrientes
de aire, posteriormente fueron enumerados para facilitar su manipulacion. Los frutos

seleccionados se distribuyeron en 5 lotes de 22 frutos de aguacate cada uno.
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3.4 Caracterizacion fisica, quimica y fisiolégica del aguacate.

Para la evaluacion de las caracteristicas fisicas, quimicas y fisiologicas se utilizaron frutos
en estado de madurez comercial a temperatura ambiente, a los cuales se les determino
los parametros de calidad como son: pH, acidez titulable, textura, color; asi como sus
caracteristicas quimicas: proteina, grasa, cenizas totales y contenido de humedad Las
evaluaciones de los distintos parametros se realizaron de acuerdo a las técnicas

descritas en el apartado 3.11.
3.5 Seleccion del sistema de tratamiento por irradiacion UV-C.

Para realizar los tratamientos por radiacion UV- C se utilizé una camara de 80 cm x 100
cm x 80 cm forrada en su interior con papel aluminio para una mayor efectividad del
tratamiento. La camara esta provista de 2 lamparas germicidas (marca Sankyo Denki
Modelo G15 T8) de 15 watts (figura 19). La radiacién emitida por este tipo de lamparas
representa alrededor del 82 % dentro de la region del UV —C; con longitud de onda de
250-280 nm (Erkan et al., 2000). Dentro del espectro electromagnético la regiéon de la
irradiacion UV-C se encuentra en la longitud de onda entre 100-280 nm (INM, 2006).

Figura 19. Interior de la camara de irradiacion UV-C.

Como medida de seguridad al realizar los tratamientos se utilizd6 una mascara industrial de
policarbonato con filtros para gases y guantes (figura 20); se evitd el contacto con la luz

UV-C, apagando la lampara antes y después de abrir y cerrar la puerta.
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Figura 20. Equipo de seguridad.

3.6 Establecimiento de las condiciones de irradiacion UV-C.

Para la seleccién de los tiempos de irradiacion ultravioleta (UV-C) se realizd6 un
experimento previo para determinar cuales son las condiciones que no dafan al fruto,

alarguen el tiempo de vida util y controlen la antracnosis.

Para establecer las condiciones del tratamiento se realizaron 7 lotes de 12 aguacates
cada uno y se realizaron pruebas de irradiacion UV-C de acuerdo a las siguientes
condiciones: 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos y un lote sin tratamiento como control, los
lotes fueron seleccionados, lavados, secados y enumerados, posteriormente fueron
colocados en una superficie plana a una distancia de 15 cm entre cada lampara (figura
21).

Figura 21. Colocacién de frutos de aguacate dentro de la camara UV-C.
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Al concluir los tratamientos los frutos fueron colocados en una campana de extraccion de
gases para remover el ozono que puede ser generado durante la irradiacion (Gonzalez-
Aguilar et al., 2004).

Posteriormente los lotes de aguacate fueron almacenados a20+1°CyHR de 90 £ 5 %
para ser observados durante 10 dias y seleccionar las condiciones adecuadas para los

tratamientos.

En cada uno de los tiempos de irradiacion se procedié a evaluar la respiracion y se
tomaron muestras a lo largo del proceso de maduracion para poder evaluar los

parametros de calidad (pH, acidez, color, firmeza), descritas en el apartado 3.11.2.

Los tiempos seleccionados fueron aquellos que no provocaron quemaduras de manera

evidente en la superficie del fruto.

3.7 Efecto de los tratamientos UV-C en el control de antracnosis.
3.7.1. Aislamiento, purificacion e identificacion del hongo C. gloesporioides.

Para poder evaluar la aplicacién de los tratamientos de irradiacion UV-C en el control de
antracnosis en aguacate se requiere aislar, purificar e identificar la cepa del hongo en

estudio.
3.7.2. Aislamiento del hongo.

Para realizar el aislamiento del hongo Colletotrichum gloesporioides se adquirieron frutos
(mango y aguacate) que presentaran sintomas de antracnosis como son: manchas negras

y hundimientos en la superficie del fruto (figura 22).

Figura 22. Frutos con sintomas de antracnosis.
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Se realizaron cortes en las zonas del tejido enfermo de aproximadamente 1cm x 1cm con

ayuda de un bisturi previamente flameado. Los cortes del tejido enfermo se sumergieron
en una solucion de NaOCI al 2% por un tiempo de 1 minuto y después en agua
esterilizada para eliminar el exceso de NaOCI; esto con el fin de desinfectar

superficialmente al tejido y disminuir el crecimiento de otros microorganismos (figura 23 y

24).

Figura 23. Corte del fruto. Figura 24. Desinfeccion de los
cortes.

Posteriormente se secaron en toallas estériles y se sembraron por el método de superficie
(figura 25) en los medios de cultivo propuestos para su crecimiento que fueron: Agar Papa
Dextrosa (PDA) y agar papa zanahoria (PZA) descritos en el anexo 1. Se incubaron a 25+

1° C por un periodo de 7 dias.

Figura 25. siembra en superficie.
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3.7.3. Purificacién del hongo.

A partir del aislamiento del hongo se procedié a realizar la purificacion de las cepas que
de acuerdo con la morfologia correspondian al hongo causante de la antracnosis C.
gloesporioides.

Para realizar la purificacion con ayuda de una aguja de diseccion, se tomo una porcion de
la cepa obtenida a partir del aislamiento que presentara un micelio blanco y al fondo un
color salmoén (figura 26). Se realizé una siembra en tres puntos equidistantes de la caja
por el método de superficie en medio agar papa dextrosa (PDA), al cual se le adicionaron
previamente 50 mg de antibiotico Choramphenicol por cada 500 ml de Agar para evitar la
contaminacion de la cepa; asi como acido tartarico al 25% para ajustar el pH y se
incubaron en foto periodo ( 12 horas de luz blanca y 12 horas de luz negra) a 25 °C por 7

dias; para favorecer y estimular la esporulacion del hongo.

Para realizar la identificacion de las cepas obtenidas se observaron las caracteristicas

macroscoépicas del hongo (figura 26), siguiendo las claves de Sutton (1980).

Figura 26. Cepa del hongo aislada.
3.7.4. Microcultivos.

Para realizar la identificacién del hongo en estudio se realizaron microcultivos de las

cepas aisladas de PDA; las cuales posteriormente se sembraron en agar avena.

Se cortaron pequefios cuadros al agar previamente solidificado de aproximadamente
1cm? con ayuda de un bisturi previamente flameado (figura 27a) y se colocaron sobre la
superficie del agar, posteriormente se tomo una pequefia porcién de la cepa con una
aguja de diseccion y se sembro en las esquinas del bloque de agar (figura 27b y 27¢)

después con ayuda de pinzas estériles se tomé un cubreobjetos, se sumergio en alcohol,
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se flameo, se dejo enfriar y se colocd sobre el bloque de agar previamente inoculado, se

incubaron en foto periodo a 25 °C por 2 dias.

Figura 27. Preparacion de microcultivos: a) bloques de agar, b) obtencion de la cepa,

c) siembra en bloques

Para la identificacién del hongo, los cubreobjetos se colocaron sobre un portaobjetos,
agregando previamente una gota de alcohol polivinilico y se observo al microscopio a 40x

para verificar si existia la formacion de apresorios (figura 28)..

El objetivo de realizar microcultivos fue propiciar la formacion de apresorios que nos

permitiera la identificacion del hongo Colletotrichum gloesporioides (figura 29).

Figura 28. Microcultivos. Figura 29. Fotografia microscopica del hongo.

3.8 Seleccion del método de inoculacion.

Para la determinacién del método de inoculacién mas eficaz se realizaron pruebas
preliminares en frutos de aguacate para seleccionar cual de los tres métodos de
inoculacion (frotacién, inyeccion y zona especifica) a dos diferentes condiciones de

almacenamiento (camara humeda vy cierre hermético) desarrollaban mejor la
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sintomatologia de la antracnosis causada por el hongo Colletotrichum

gloesporioides.Para ello se realizaron 8 lotes de 14 aguacates cada uno, acomodados de

la siguiente manera:

Método de frotacion (7 en camara humeda y 7 en cierre hermético), método de inyeccion
(7 en camara humeda y 7 en cierre hermético), método de zona especifica (7 en camara

himeda y 7 en cierre hermético) y control (7 en camara hiumeda y 7 en cierre hermético).

Para la realizacion de esta etapa se seleccionaron los frutos, se lavaron, secaron y

etiquetaron.

3.8.1 Preparacion del inoculo.

Se realizo la siembra de las cepas previamente purificadas en Agar Papa Dextrosa (PDA)
y se incubaron en foto periodo a 25 °C por 7 dias, posteriormente se realizé la preparacion
de la solucion de esporas.

Para la preparacion de la solucion de esporas se adicionaron 5 ml de tween al 0.5%
(para reducir la tensién superficial del agua) sobre las cajas para arrastrar las esporas y
con ayuda de un bisturi previamente flameado se raspo6 toda la superficie de las colonias
fitrando el sobrenadante por medio de una gasa y un embudo, realizando este

procedimiento en cada caja por duplicado (figura 30).

Figura 30. Preparacion de solucién de esporas.

A partir de la solucion de esporas preparada se obtuvo la concentracion, para esto se
realizaron conteos en un hemacitémetro (figura 31), el cual esta formado por 4 campos de
dimensiones conocidas; al realizar los conteos se obtuvo la concentracion de esporas por

mililitro de la suspension inicial.
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Para realizar el conteo se colocod una gota de la solucidon de esporas en el centro del

hemacitémetro y un cubreobjetos evitando la formacién de burbujas y el derrame de la

muestra, para posteriormente contar en el microscopio (figura 32).

Figura 31. Hemacitometro. Figura 32. Conteo en microscopio.

Para obtener la concentracion deseada se realizaron diluciones con tween al 0.5% en la
solucién de esporas hasta obtener la concentracion final que fue 1 x 10° esporas por

mililitro (Ardi et al., 1998); la cual se establecié mediante referencias bibliograficas.

3.8.2 Inoculacion por el método de frotacion.

El método por frotacion se realizé con ayuda de una gasa previamente empapada de
inoculo a la concentracion deseada. Los frutos se pusieron en contacto con la solucion

esporas Y se frotaron con la gasa en toda la superficie cuidando de no maltratarlo.
3.8.3 Inoculacion por el método de inyeccién.

El método por inyeccién se realizé por medio de una jeringa estéril, tomando 1ml del
in6culo e inyectando poco a poco en la zona del pedunculo de los frutos dejando penetrar

toda la solucion en el fruto lentamente.

3.8.4 Inoculacion por el método de zona especifica.

Para el método por zona especifica se realizé marcando una zona en el fruto y por medio
de una jeringa estéril se tomd 1ml del inoculo y se dej6 caer sobre la zona marcada hasta

que penetré poco a poco.




& MATERIALES Y METODOS

3.9 Evaluacion del efecto de tratamientos de irradiacion UV-C en el control de

antracnosis en aguacate.

Para evaluar la efectividad del tratamiento de irradiacion en el control de antracnosis se
formaron 5 lotes de 22 aguacates y se inocularon por el método de frotacion a
concentracion de 1 x 10° conidios/ml almacenados en camara himeda e incubados por un
periodo de 24 horas a 25 °C. Posteriormente se irradiaron a 10, 20 y 30 minutos
respectivamente y cada dia se evalué el indice de decaimiento descrito en el apartado
3.11.2.5.

Para determinar el efecto del tratamiento en la fisiologia y vida util del fruto se evaluaron
los parametros de calidad en cada etapa de maduracion (Eq: preclimatério, E,: inicio del
climaterio, E3: maximo climaterio y E4: postclimaterio) como son: pH, acidez, color, COx,

pérdida de peso, firmeza).

También se evalud el efecto del tratamiento sobre la actividad PPO (Polifenoloxidasa) y
POD (Peroxidasa) por medio de las técnicas descritas en el apartado 3.8.

3.10 Evaluacion de los fenoles presentes en la piel de aguacate en el crecimiento
del hongo C. gloesporioides a partir de pruebas in vitro.

3.10.1 Mantenimiento y crecimiento del hongo.

Para la realizacion de las pruebas in vitro se requiri6 mantener al hongo en estudio; se
preparé6 agar papa-dextrosa (PDA) como medio de crecimiento para el hongo
C.gloesporioides y se sembré de acuerdo al anexo 1; posteriormente se incubd en foto

periodo durante 7 dias a 25 °C hasta formar los apresorios.
3.10.2. Obtencion de fenoles totales a partir de frutos de aguacate.

Consecutivamente se realizd la obtencion de los fenoles totales utilizando el reactivo
Folin-Ciocalteu (acido fosfomolibdicosfotugstico) de acuerdo al método descrito por
Slinkard y Singleton (1977), con ligeras modificaciones, descrito en el apartado 3.11.5.

A partir de los extractos obtenidos se midi6 la absorbancia y se calcularon los mg de acido
galico / g de peso fresco presentes en la muestra y se ajustaron las muestras a 3
concentraciones diferentes (23, 40 y 80 mg / ml),esto con el fin de conocer a que

concentracion se puede inhibir el crecimiento del hongo C. gloesporioides y se realizd
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evaporando a bafio maria hasta obtener los miligramos necesarios y aplicarlos en los

bioensayos; asi como una solucion de acido galico a las mismas concentraciones; esto
con el fin de poder utilizar un fenol sintético que sirviera como patrén y poder establecer
las concentraciones de los extractos crudos del aguacate que ayuden a la inhibicién del

hongo.

Obtencidn de la Maceracién con Colocacion de la
muestra nitrogeno liquido muestra en tubo
eppendorf

Tubo eppendorf ¢/ Centrifugacion a Adiciéon de 1 ml de
muestra centrifugada 3000 x 15 min metanol al 80% y
borteo

Evaporacion en Obtencion ’d‘el
bafio maria a 70° C extracto fenodlico

Figura 33. Preparacion del extracto fendlico a partir de piel de aguacate.
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3.10.3 Siembra y preparacioén de los bioensayos.

Después del periodo de incubacion y la obtencion de los fenoles totales se realizaron los
bioensayos siguiendo el método utilizado por (Mendoza et al., 2007) con ligeras
modificaciones.

Para la preparacion de los bioensayos se cortaron pequeinos biodiscos de papel filtro, se
colocaron en bolsas de papel estraza y se esterilizaron. Después por medio de un
sacabocados, se extrajeron discos de 1.5 cm del cultivo puro y se trasladaron a nuevas
cajas con PDA, las cuales se prepararon previamente para ser utilizadas como medio de
aislamiento del cultivo puro del hongo C. gloesporioides, posteriormente se colocaron los

biodiscos en diferentes cajas petri estériles para incorporarles a cada uno 100 pl del

extracto fendlico a las diferentes concentraciones.

Colocacion de la Aplicacion del extracto

Corte d i i
orte de cepa cepa en agar PDA fenolico a bioensayos

Incubacién a 25° C Colocacidn de biodiscos en cada una de las secciones
x 7 dias

Figura 34. Bioensayo para establecer el efecto del extracto fendlico en la inhibicién del

crecimiento de C. gloesporioides.
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En las cajas petri con el cultivo de C. gloesporioides activado, se delimitaron 4
secciones; en cada una de estas se colocd un disco de papel filtro estéril previamente
empapado del extracto fendlico. Se realizaron tres repeticiones para cada una de las
concentraciones propuestas; asi como un control para cada una de las mismas. Los
cultivos se incubaron durante 7 dias es foto periodo (12 horas de luz blanca y 12 horas de
luz negra) a 25°C, realizando una evaluacion visual diaria de la actividad del extracto

sobre el hongo en estudio.

3.11 Métodos Analiticos.

3.11.1 Parametros quimicos.
3.11.1.2 Determinaciéon de humedad.

El contenido de humedad se determiné por el método de estufa, en el cual el agua se
elimina por efecto del calor aplicado a la muestra. Calculando el contenido de humedad
en la muestra por pérdida de peso debido a la evaporacion del agua por calentamiento
a 70°C hasta obtener peso constante (Pearson, 1998). El resultado se expres6 como
porcentaje de humedad.

4.11.1.3 Determinacion de grasa.

El contenido de grasa se determind por el método de Soxhlet (Pearson, 1998), en el cual
la grasa se extrae de la muestra, por arrastre con éter de petrdleo a partir del residuo
desecado, el solvente se elimina por evaporacion quedando el residuo de grasa,
expresando los resultados en g/100 g de muestra.

3.11.1.4 Determinacion proteina.
El contenido de proteina presente en la muestra se determind por el método de Lowry et
al., (1951), donde las proteinas reaccionan con el Cobre en solucién alcalina y mediante

reduccion del reactivo Folin-Ciocalteau, que se reduce a heteromolibdeno azul por la

oxidacién de aminoacidos aromaticos que es catalizada por cobre. La reaccion se lleva a
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cabo en medio alcalino (pH 10.0- 10.5), tomando como estandar albumina sérica bovina,

para la realizacion de la curva patron. Los valores de concentracion de proteina se
determinaron por interpolacion grafica de la curva patron obtenida de una longitud de

onda a 720 nm.

3.11.1.5 Determinacion de cenizas totales.

Las cenizas totales se determinaron por el método de Klemm (Pearson, 1998),
fundamentado en la obtencién de del residuo inorganico resultante de la calcinacion e
incineracion de la materia organica a 550°C. Los resultados se expresaron en g / 100 g de

muestra.

3.11.2 Parametros de calidad.

3.11.2.1 Determinacion de pérdida de peso.

La pérdida de peso se determiné utilizando una balanza (marca OHAUS serie 800) con la
cual se obtuvo la variacién del peso inicial del fruto y el peso en cada estadio de
maduracion. La diferencia entre el peso inicial y el peso final de los frutos se expreso
como el porcentaje de pérdida de peso de los frutos.

3.11.2.2 Determinacién de Firmeza.

La firmeza se obtuvo de acuerdo a la fuerza necesaria para ocasionar la ruptura de la piel
y la penetracién del fruto por medio de un penetrometro manual (modelo FT 327) sobre

una de las caras laterales del fruto y la fuerza de ruptura de la piel, expresando los

resultados en Kg / cm2.
3.11.2.3 Determinacién de Acidez total y pH.
La acidez titulable se determind por titulacién directa de NaOH 0.1 N de acuerdo al

meétodo AOAC (1990); se pesaron 10 g de muestra diluida en 90 ml de agua destilada, se

homogenizé vy filtro la solucidn, posteriormente se tomo una alicuota de 20 ml, a la cual
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se le adicionaron 3 gotas de fenoftaleina como indicador y se titulo. El porcentaje de

acidez se expres6 como acidez como porcentaje de acido malico.

El pH fue medido con un potencidémetro manual digital (marca HANNA instruments,
mod.HI98127) por inmersion del electrodo en la muestra anteriormente preparada a

temperatura ambiente.
4.11.2.4 Determinacion de color.

El color en los frutos se midié por medio de un Colorimetro (MINOLTA, modelo CR300)
realizado por el sistema Hunter Lab, el cual mide el grado de Luminosidad (L) y a*b* la
cromaticidad. El sistema Hunter Lab representa la cromaticidad en coordenadas
rectangulares, en donde L* indica la luminosidad o reflactancia, dando valores de L=0
tonalidades en color negro y L=100 representa el color blanco, los valores de a*
representan la gamma de color desde el color verde para valores negativos y para valores
positivos el color rojo; los valores de b* representan la gamma de color desde el azul para
valores negativos y amarillo para valores positivos. Los valores de a* y b* representan las
coordenadas de la cromaticidad (croma) o de la saturacién de color y estas son utilizadas
para evaluar el tono al calcular el angulo Hue el cual va de valores de 0= rojo-purpura,
90= amarillo, 180= azul-verde y 270= azul para cada uno de los frutos en sus cuatro
estadios de maduracion tanto en piel como en pulpa (McGuire, 1992).

3.11.2.5 indice de decaimiento (IDC).

Para evaluar la efectividad del tratamiento, se utilizaron escalas de grados de
enfermedad, basados en la apreciacion subjetiva de la infeccion por parte de un
observador (Smoot y Segall, 1963). Los dafios causados por las irradiaciones, asi como
por condiciones de almacenamiento en los frutos se evaluaron visualmente de acuerdo al

porcentaje de la siguiente escala:
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Tabla 9. Escala de evaluacion del IDC
ESCALA |NIVEL DE DANO

Para frutos que no presentan dafo
Frutos con dafio que no excedan del 25%
Frutos con dafo del 25-50%

Frutos con dafno >50%<75%

Frutos dafios severos 75-100%

a A WO N -

IDC - Z (Nivel.de.dario)x( Numero.de. frutos.del .nivel)
Numero.de. frutos totales

3.11.3 Parametros fisiolégicos.
3.11.3.1 Respiracion.

Se determind la respiracion de los frutos tomando en cuenta la produccion de CO,
generado por las muestras, utilizando el sistema cerrado. Los frutos de aguacate se
colocaron en un recipiente sellado, después de un periodo de 1 hora, para evitar dafar el
fruto por agotamiento de O, y acumulacién de CO,, en la atmésfera que lo rodea, se midid
la acumulacién de CO, en la atmdsfera del recipiente sellado. La produccion de CO, se

registrd al conectar a la salida de ventilacion del contenedor el analizador de gas

(ANALYZER Nitec, LLC). Los resultados se expresaron en mg CO2 Kg-1h —1.

3.11.4 Determinacion de las actividades enzimaticas de Polifenoloxidasa (PPO) y
Peroxidasa (POD).

3.11.4.1 Preparacion de los extractos crudos.

El extracto crudo enzimatico se preparé de acuerdo al método propuesto por Cano et al.
(1990) con algunas modificaciones. Se pesaron 200 mg de pulpa de aguacate, se
maceraron utilizando nitrégeno liquido, posteriormente la muestra homogeneizada se
colocd en microtubos (marca eppendorf) a los cuales se les adiciond 1 ml de solucién

buffer fosfato 0.2 M con polivinilpirrilodina (PVP) a pH 6.5, agitandolos durante 1 minuto
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en agitador de velocidad constante (marca Lab-line, modelo 1195), después fueron

centrifugados a 14,000 rpm durante 15 minutos en microcentrifuga (marca Daigger 4350).
Terminado el tiempo se extrajo el sobrenadante y se descartd el pellet. Por ultimo estas
muestras fueron filtradas con microfiltros (marca Gelman laboratory 4317) y membranas
de nylon (marca SUPELCO PARK 58067) para obtener de esta forma el extracto utilizado
para las actividades enzimaticas de PPO, PDO y el contenido de proteina de las

muestras, manteniendo las muestras almacenadas a —20° C.

3.11.4.2 Determinacién de la actividad Polifenoloxidasa (PPO).

La actividad enzimatica se determind de acuerdo al método propuesto por Cano et al.
(1990) con algunas modificaciones.

Se utilizé buffer fosfato 10 mM a pH 6.5 y 0.07 M de dopamina hidroclorada (marca
SIGMA), y se incubo a 55° C C por 2 minutos, posteriormente se agregaron a una celda
1.45 ml de la disolucién y 100 ul del extracto enzimatico, se agité para homogeneizar la
muestra. Los cambios de absorbancia ocasionados por la accion de la PPO provocando la
oxidacion de la dopamina se registraron en un espectrofotometro (marca Termo
Spectronic, modelo Genesis 10 UV) a 420 nm por un periodo de 4 minutos. La actividad
especifica enzimatica se calculé con base en la pendiente lineal de la curva a 420 nm

contra el tiempo y se expresd como AA,» min'mg proteina.

3.11.4.3 Determinacion de la actividad Peroxidasa (POD).

La actividad enzimatica se determind de acuerdo al método propuesto por Cano et al.
(1990) con algunas modificaciones.

Se mezclo 1.35 ml de buffer fosfato 0.04 M pH 6.5, 100 ul de p-fenildiamina, 50 ul de
H>0,. y 100 ul de extracto enzimatico.

Los cambios de absorbancia ocasionados por la oxidacién de la p-fenildiamina en
presencia de la enzima POD se determind por la medicion del aumento de la velocidad de
la absorbancia a 485 nm por un periodo de 4 minutos y a 25° C en un espectrofotometro
(Termo Spectronic, modelo Genesis 10 UV). La actividad enzimatica se calculé con base
en la pendiente lineal de la curva a 485 nm contra el tiempo, se expres6 como AAygs

min"'mg proteina.
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3.11.5 Determinacion de Fenoles Totales.
3.11.5.1 Preparacion del extracto.

Se determind el contenido de fenoles totales utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu (acido
fosfomolibdicofosfotungstico) por el método sugerido por Slinkard y Singlanton (1977)
ligeras modificaciones. Se obtuvo el extracto tomando 200 mg de pulpa ¢ piel,
posteriormente las muestras fueron trituradas en un mortero utilizando nitrégeno liquido y
la muestra homogenizada se colocé en microtubos (marca eppendorf), a los cuales se les
agrego 1 ml de metanol al 80%, después se agitaron por un periodo de 1 minuto en un
agitador de velocidad constante (marca Lab-line, modelo 1195), centrifugandose a 3000
rom por 15 minutos en una microcentrifuga (marca Daigger 4350). De cada uno de los
microtubos se extrajo el sobrenadante (primera extraccion), y al pellet se le adicioné 0.5
ml de metanol al 100% y se repitié el procedimiento, tomando el segundo sobrenadante y
mezclandolo con el primero, para finalmente ajustar el volumen del extracto a 1.5 ml con

metanol.
3.11.5.2 Cuantificacion de Fenoles Totales.

Para la determinacion del contenido de fenoles totales, se tomé una alicuota de 200 pl del
extracto y se coloco en tubos de ensaye, posteriormente se le agregaron 1500 ul de agua
destilada y 100 ul del reactivo Folin-Ciocalteu, después se adicionaron 200 ul de Na,CO;
al 20% y se agitaron a velocidad constante, dejandolo reposar por un periodo de 30
minutos , pasado este lapso se procedié a medir la absorbancia en un espectrofotdmetro
(marca TERMO SPECTRONIC, modelo GENESIS 10 UV) a una longitud de onda de 765
nm. El contenido de fenoles totales se calculdé con base en la pendiente de la proporcion

lineal de la curva a 765 nm, expresandolos como mg de acido Galico / g de peso fresco.

3.12 Anadlisis estadistico.

Los experimentos se realizaron por triplicado con el fin de obtener resultados significativos
y con ello poder realizar un analisis estadistico confiable y representativo. Se aplico a los
resultados obtenidos el analisis estadistico (ANOVA) , llevando a cabo este analisis por

medio del programa estadistico SPSS 9.0 for Windows Student Version.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion fisica, fisicoquimica y quimica del aguacate.

Debido a que los frutos presentan cambios durante su maduracion y estos influyen en las
caracteristicas fisicoquimicas y quimicas del producto; se realizd la caracterizacion del

fruto en estudio.

Para la evaluacion de las caracteristicas fisicas, quimicas y fisiolégicas se utilizaron frutos
de aguacate en estado de madurez comercial almacenados a temperatura ambiente. Los
frutos presentan los siguientes parametros de calidad: pH, acidez titulable, textura y las
caracteristicas quimicas: proteina, grasa, cenizas totales y contenido de humedad (tabla
10).

Tabla 10. Composicién quimica y fisicoquimica del aguacate cv. ‘Hass’.

Parametros
Proteina (%)? 1.6
Grasa (%)° 19.63
Cenizas (%)° 1.84
Humedad (%) 71.24
pH 9.2
Acidez (% ac. Malico) 0.5

@ método de Lowry; ® método de shoxlet ¢ método de Klemm:; ¢ método de secado en
estufa.

Del analisis quimico se puede observar que presentan un alto contenido de humedad y
grasa, que no son grasas sino aceites, ya que estos permanecen liquidos a la
temperatura ambiente. La proteina es de gran valor nutrimental, ya que tiene presentes en
su amino grama, siete de los aminoacidos esenciales, los cuales no pueden ser
sintetizados por el organismo y deben de ser incluidos en la dieta en forma regular.

El aguacate presenta acidos grasos monoinsaturados e insaturados que contienen

vitaminas liposolubles en cantidad suficiente y que no presentan colesterol (Ortega, 2003).

Se llevé a cabo una caracterizacion fisica de los frutos de aguacate para conocer el
material en estudio y obtener lotes similares. Se mididé el peso, la longitud ecuatorial y
polar, los cuales proporcionaron una idea del estado fisiolégico, siendo el tamano, color y
forma una de caracteristicas tipicas del fruto.

El aguacate presento los siguientes parametros fisicos (tabla 11):
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Tabla 11. Propiedades fisicas del aguacate.

Fruto Promedio
Diametro axial

13.05+1.15
Diametro ecuatorial 21.47 + 0.97

Peso 217.50 + 33.77

Los valores muestran la media de tres replicas + desviacién estandar.
Los valores mostrados son la media de 110 frutos.

Por lo que se observa que de acuerdo a la norma del Codex Alimentarius (2009) para el
aguacate (CODEX STAN 197-1995, EMD. 1-2005) , los frutos presentaron calibre 18,
perteneciendo a la categoria Il, dentro de la clasificacion extra. El calibre del aguacate
nos da un importante criterio de calidad que puede ser medido facilmente con soélo

obtener el peso.

4.2 Aislamiento, purificacion e identificacion del hongo C. gloesporioides.

Para poder evaluar la aplicacion de los tratamientos de irradiacion UV-C en el control de
antracnosis en aguacate se requirid aislar, purificar e identificar la cepa del hongo en
estudio; por lo que a partir de frutos infectados (mango y aguacate) se realizé el
aislamiento del hongo C. gloesporioides descrita en el anexo 2, utilizando como medio de
crecimiento el agar Papa Dextrosa, debido a que en este medio se desarrollo mejor la
cepa del hongo; se dejo incubar en fotoperiodo durante 8 dias a 25° C, presentando las
siguientes caracteristicas: al inicio la colonia presentd crecimiento de micelio aéreo en el
centro en color blanco algodonoso, después fue tornandose de color café al centro con
crecimiento a las orillas de color blanquecino y al reverso un color salmén y al final del
crecimiento éste presentaba halos grisaceos y de color salmén, como se muestra en la
figura31a,31by31c.
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Figura 35 a) Micelio aéreo blanquecino, b) Halo blanco c¢) Halos grisaceos y salmén.

Para la purificacion del hongo se observaron las colonias que presentaron las

caracteristicas del hongo C. gloesporioides para la purificacion del mismo.

Posteriormente para confirmar la identificacion del hongo en estudio se realizaron

microcultivos en agar papa avena como se muestra en la figura 36.

Figura 36. Microcultivo en agar avena.

Los conidios fueron observados al microscopio presentando forma ovoide, unicelulares. El
micelio presentd hifas septadas (divisiones) color hialino (figura 37 a y 37 b), lo cual
confirma que se trata del hongo C. gloesporioides y se corrobora con lo reportado por la
bibliografia (Sutton, 1980).
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Figura 37. A) Conidios de C. gloesporioides y B) Apresorios de C. gloesporioides

Posteriormente se realizaron resiembras de la cepa purificada para que el hongo
esporulara, para esto se incubaron en fotoperiodo (12 horas de luz blanca y 12 horas de

luz negra) por un periodo de 8 dias a 25° C.

4.3 Seleccion del método de inoculacion.

Para seleccionar el método de inoculacién que presentara mejor la sintomatologia de la
antracnosis causada por el hongo Colletotrichum gloesporioides, se realizaron pruebas
con tres métodos diferentes de inoculacion: frotacion, inyecciéon y zona especifica,

almacenados en camara humeda y cierre hermético.

La concentracion de esporas se estableci6 mediante referencias bibliograficas a
concentracién de 1 x 10° conidios/ ml. Posteriormente se realizé el conteo y se inocularon
los frutos de aguacate utilizando los tres diferentes métodos descritos en el apartado 3.8
de materiales y métodos. Cada uno de los métodos fueron evaluados visualmente cada
dia por un periodo de 7 dias a 20° C.

El método de inoculacién por inyeccion resultd mas dificil de aplicar en los frutos, debido a
que la solucion de esporas penetrd6 muy lentamente por la zona del pedunculo; ademas
de que so6lo penetraron 0.2 ml de toda la solucion y debian colocarse en las canastas de
forma vertical par evitar la caida del mismo. En el caso de la inoculacién por zona
especifica se tuvo que marcar zonas homogéneas en los frutos, ya que conforme
maduran los aguacates cambian de color verde a negro-violaceo, lo cual no permite
distinguir los cambios en la epidermis. Ademas presentaron una dificil penetracién de la
solucion de esporas, debido a que se dejaba caer gota por gota en la zona marcada y se
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debia esperar a que esta penetrara completamente para seguir inoculando, lo cual

representd mayor tiempo de trabajo y una incompleta penetracién de la solucion. Los
resultados se observan en la tabla 12 y 13. Los frutos presentaron las siguientes

caracteristicas:

Tabla 12. Desarrollo del hongo en frutos de aguacate por inoculacion.

Observaciones

Método
Camara humeda Cierre hermético
D+.No hay presencia de hongo. D+.No hay presencia de hongo.
D,. Presencia de manchas pardas. D.,. Presencia de micelio blanco
Ds. Deshidratacion en piel y cercano al pedunculo.
In ion . . -
YECeIon |, ndimiento de la pulpa. Ds. micelio blanco en toda la superficie
del fruto, por causa de anaerobiosis,
con desprendimiento de compuestos
volatiles ocasionando mal olor.
_ D+.No hay presencia de hongo.
D+.No hay presencia de hongo.
. _ D,. Presencia de micelio blanco
D,. Presencia de ablandamiento en )
o cercano al pedunculo.
=t algunas zonas del fruto, micelio
rotacion . -
blanco cercano al peddnculo. Ds. micelio blanco en toda la superficie
) o ] del fruto, por causa de anaerobiosis,
Ds. Deshidratacion en piel y o
o con desprendimiento de compuestos
hundimiento de la pulpa. . ,
volatiles ocasionando mal olor.
D+.No hay presencia de hongo.
D1.No hay presencia de hongo. D,. Presencia de micelio blanco
D.,. Presencia de ablandamiento en cercano al pedunculo.
Zona I del frut
algunas zonas del fruto. D -
especifica g Ds. micelio blanco en toda la superficie
Ds. Deshidratacion en piel y poca del fruto, por causa de anaerobiosis,
presencia de antracnosis. con desprendimiento de compuestos
volatiles ocasionando mal olor.

D1= dia 1, D3y= dia 5 Yy D5= dia 5.
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Tabla 13. Métodos de inoculacion

Método de

inoculacion

Camara Himeda

Sintomas

Cierre Hermético

Aparicion de manchas color café | Se observaron inicios de los
en toda la pulpa y aparicién de | sintomas en Ila zona del
Inyeccién | micelio blanco en pedunculo. pedunculo, con aparicion de
micelio blanco.
Presentaron sintomas de | El desarrollo de los sintomas de
ablandamiento en la piel, micelio | antracnosis fue mas lento,
blanco en la zona del|comenzando en Ila zona del
pedunculo, manchas color café. | pedunculo.
Frotacion
Hay pocos indicios de sintomas | Aparicion de mal olor y micelio
de antracnosis. blanco en la cascara, aparicién de
manchas color café.
Zona = . 28 _: ey
e J
Especifica :

Las imagenes muestran que el método de inoculacién por frotacion y el almacenamiento

en camara humeda fueron las mejores condiciones para inocular los frutos de aguacate,

debido a que desarrollaron los sintomas de antracnosis en la pulpa de aguacate y fue el

método mas sencillo para inocular los mismos.
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La seleccion del método de inoculacion permitié contar con condiciones aptas para la

evaluacion de los tratamientos en la calidad de vida de los frutos de aguacate.

4.4 Seleccion de los tiempos de exposicidn a las irradiaciones UV-C que ayuden a la

inactivacion del hongo C. gloesporioides y no daien la calidad del aguacate.

4.4.1 Evaluacion del efecto de tratamientos de irradiacion UV-C en el control de

antracnosis en aguacate.

Para evaluar la efectividad del tratamiento de irradiacion en el control de antracnosis se
realizé un experimento previo descrito en el apartado 3.5 de materiales y métodos, para
conocer las 3 condiciones de irradiacion que pueden alargar el tiempo de vida util del

aguacate y controlar la antracnosis.

El parametro de respiracion se evalué diariamente para conocer si el tratamiento de
irradiacién retardaba la maduracion y por lo mismo prolongaba el tiempo de vida util de

aguacate.

500
450 +
400 +
350 -
300 -
250 -
200 -
150 +
100 +

50

mg CO2 / Kg peso fresco

Dias de almacenamiento

—e—10min —a—20min —a— 30 min —¢—40 min ——50 min —e—60 min —4— Control

S
Figura 38. Respiracion de los frutos de aguacate cv. ‘Hass’ sometidos a diferentes

tiempos de irradiacion UV-C.

De los resultados obtenidos de respiracion se observa en la figura 38, que los frutos
presentaron un comportamiento climatérico. La menor respiracion la presentaron los

frutos control, con respecto a los tratados; esto debido a que los frutos sufrieron un estrés
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durante el tratamiento lo cual provocé el aumento de la tasa respiratoria, Arévalo (2002),
observd que la dosis de irradiacion provocé un incremento inmediato en la intensidad
respiratoria en frutos de aguacate cv. Hass, permaneciendo mayor que en los frutos
testigo; asimismo Young (1965) reporté que la irradiacion en frutos de aguacate variedad
fuerte en estado preclimatérico provocé incremento en la intensidad respiratoria y
produccién de etileno inmediatamente después del tratamiento permaneciendo de 18-36
h. Los tratamientos de 10, 20, 40 y 50 minutos presentaron el maximo climaterio al tercer
dia, decreciendo posteriormente; mientras que los frutos de 30 y 60 minutos lo
presentaron al cuarto dia, alargando de esta manera el tiempo de vida util de los frutos de
aguacate, como en estudios planteados por Robles et al. (2007) que reportaron un el

“

efecto positivo en el retraso de la maduracion de tomates convencionales “ Pitenza”

durante 21 dias.

El incremento en la produccién de etileno en frutos irradiados puede deberse a la
estimulacion en la actividad ACC sintasa (acido 1-aminociclopropano 1-carboxilico
sintasa) y la posterior disminucién pudo ser consecuencia del efecto de la irradiacién en la
membrana celular, que inhibié la formacion del etileno (Arévalo, 2002). En diversos
estudios se ha observado la efectividad del tratamiento por irradiacion UV-C, la cual de
acuerdo al tipo de fruto o vegetal y tiempo de exposicion. En muchos productos se puede
presentar un incremento de la sensibilidad, debido a la degradacion de algunos

componentes quimicos (Siller, 1995).

indice de Quemaduras (IDQ).

En la figura 39 se muestra el IDQ en frutos de aguacate para los diferentes tiempos de
exposicion del tratamiento. Los aguacates control no recibieron tratamiento, por los que

los valores de IDQ mostraron un avance de la enfermedad poco después del inicio.

En base a la escala de dafio; se puede apreciar que en el IDC en todos los frutos tanto
tratados como controles , no presentaron sintomas de dafio tan severo el primer dia
ubicandose en la escala minima de 1, en la cual los frutos no presentan dafios aparentes,
sin embargo a partir del dia 2, el tratado por 50 minutos presenté un mayor dafo

rebasando el 25%, siguiéndole el de 40 minutos; presentandose los primeros sintomas de
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la enfermedad, concordando con pequefias lesiones en la pulpa de los frutos; mientas que

los que permanecieron iguales fueron los de 10, 20, 30 y 60 minutos con el mismo valor.

indice de quemaduras
w

Dias

\ —— 10 min —— 20 min 30 min 40 min —%—50 min —e— 60 min —¥— control y

Figura 39. indice de quemaduras en frutos de aguacate cv. ‘Hass’ sometidos a diferentes
tiempos de irradiacion UV-C.

Para el dia 3 se presenta un aumento del dafio en el tratado por 60 minutos y
permaneciendo igual el de 50 y 40 minutos y disminuyendo el tratado por 30 minutos.
Mientras que durante el dia 4 aumento la severidad del dafio en los tratados por 60

minutos llegando al 50%, ocurriendo lo mismo con el de 50 minutos.

Para el ultimo dia de almacenamiento la mayor severidad se presentd en los mayores
tiempos de exposicidén e inversamente con el menor tiempo; para los tiempos de 20, 30 y

40 minutos estos permanecieron con un nivel de dafio menor al 50%.

En la figura 39 se observa que los tratamientos por 40, 50 y 60 minutos presentaron los
valores mas altos de quemaduras provocadas por la irradiacion UV-C, ocasionando dafos
en la superficie del tejido como son manchas rojizas en la cascara del fruto y
deshidratacion del mismo; debido a que la exposicién a la irradiacién fue muy prolongada.
La irradiacion UV-C puede provocar efectos adversos cuando la intensidad es superior a

la tolerada por el producto (Rivera et al ., 2007). En tomates el aumento de la dosis a un
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nivel de 2x 10* kgf s causé maduracidon anormal, pardeamiento del exocarpio y

decoloracion indeseable en el endocarpio (Liu et al., 1993).

Los frutos de aguacate presentaron durante la etapa de almacenamiento manchas de
color marrén que se fueron extendiendo rapidamente ocasionadas por el hongo que se
encontraba de forma natural en los frutos, principalmente en el control, mientras que en

los tratados estos no se acrecentaron a un mayor tiempo de exposicion

A pesar de que el exocarpio, en los frutos de aguacate es mas grueso a comparacion de
otros frutos como los mangos, duraznos, nectarinas, tomates, uva, etc a los cuales se les
ha aplicado dosis de irradiacion UV-C, estos presentaron susceptibilidad a dosis mayores
de 30 minutos. Los tratamientos de irradiacion seleccionados fueron los tiempos de 10,
20 y 30 minutos en los cuales los frutos no presentaron ningun dafo. El tiempo de vida de
los frutos se alargd y aunque la tasa respiratoria de los aguacates con tratamientos por 10
y 20 minutos aumento drasticamente a comparacion de los frutos control, estos
tratamientos conservaron la calidad del fruto. Asimismo, se observé una disminucion

progresiva del dafio a un mayor aumento de exposicion no excediendo de 30 minutos.

4.5 Evaluacion de los efectos de los tratamientos por irradiacion UV-C sobre los
parametros de calidad, fisiologicos del aguacate y control de antracnosis.

El alto caracter perecedero de las frutas y hortalizas, aunado al mal manejo poscosecha y
uso de tecnologias de acondicionamiento y almacenamiento inadecuadas, se traduce en
elevadas pérdidas de la calidad durante su comercializacion y distribucién en los
mercados (Rivera et al., 2007).

Para esto se han empleado diversas métodos fisicos y quimicos que reduzcan estas
pérdidas como son: el empleo de compuestos quimicos (antimicrobianos, insecticidas,

inhibidores de la germinacion, irradiacion, entre otros (Gonzalez-Aguilar et al., 2007 c).

Diversos estudios han demostrado que la irradiacion ayuda a conservar por un tiempo
mas prolongado los frutos; asi como la firmeza de los mismos. Como es el caso de los
ajos y cebollas que al ser irradiadas se ha logrado inhibir la germinacion, reduccion de
pérdidas por pudricion y peso, en mangos cortados se ha logrado mantener la firmeza, la

calidad del producto y disminuir el indice de oscurecimiento (Alcantar et al., 1999;
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Anderson, 2003; Blande et al., 1990; Cardenas et al., 2001; Cepeda, 1998; Iglesias et al.,
2000; Iglesias y Salcines, 2000; Iglesia y Fraga, 2000;lglesias y De hombre, 2000;
INFOAGRO, 2006; Gonzalez-Aguilar et al., 2007; Lépez y Cajuste, 1999; Reyes, 1996).

La evaluacion de la calidad de los productos tratados con radiaciones ultravioleta (UV-C)
ha resultado benéfico, ya que no dafia al fruto, como es el caso del aguacate que es
sensible a diversos tratamientos (Arévalo et al., 2002).

Como una propuesta para reducir las pérdidas poscosecha en frutos de aguacate debido
a la antracnosis se estudiaron los efectos que tiene la aplicacion de irradiacion UV-C

como medida para el control de la enfermedad.

4.5.1 Efecto en la respiracion.

Uno de los principales propésitos de las tecnologias aplicadas en postcosecha para la
conservacion se frutas y hortalizas, es el retraso de la maduracion y senescencia; que se
encuentra bajo el control de reguladores del crecimiento como son el etileno y las

poliaminas (Rivera et al., 2007).

La respiracion es un parametro importante que se debe evaluar al aplicar un tratamiento
postcosecha, ya que este nos determina la vida de anaquel que tendra el fruto, asi como
las condiciones a las que debe de ser almacenado.

En la figura 40 se aprecian los cambios producidos en la respiracion medida en funcion
de la produccion de CO, de frutos de aguacates infectados con el hongo C. gloesporioides
y un lote control; observando que durante el preclimaterio (E;) la mayor produccién de
CO, lo presentaron los frutos irradiados 30 minutos con un valor de 266 mg CO,/ Kg peso
fresco*h con una diferencia con respecto al control del 43.3%,siguiéndole los frutos
irradiados 20 minutos con 171.32 mg CO,/ Kg peso fresco*h. Hulme (1971) explica que
la radiacion induce a un incremento inmediato en la respiracion de frutos. Para el dia 1 se
presentd el inicio del climaterio (E,) para el control infectado la produccion fue de 177 mg
CO,/ Kg peso fresco*h y para el control asi como tratados, estos decrecieron
observandose claramente en el tratado por 20 minutos (135.51 mg CO./ Kg peso
fresco*h), como lo ha reportado Lépez et al. (1996) la aplicacién de radiaciones ionizantes

en aguacate ‘Colin’ ocasiond en las etapas iniciales un descontrol en los mecanismos de
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la respiracion, observandose un incremento de los niveles de CO, en el primer dia para

después descender y continuar posteriormente hasta lograr el maximo climaterio. El dia 2
se presentd el maximo climaterio (E;) con valores de 311.31 mg CO,/ Kg peso fresco*h
para los irradiados 30 minutos, aumentando de esta manera su tasa respiratoria con
respecto al control 59%, para 20 minutos aumentd un 7.4% con respecto al control. Los
resultados concuerdan con lo reportado por Brisefio et al. (2008); ya que la irradiacion
UV-C en mangos almacenados a 20°C incrementaron la respiracion con respecto al
control.

El control infectado presentd un aumentd en la respiracion con respecto al control.
Trabajos de Hulme (1971) muestran que la elevacion de la produccién de carbono
ocasionada por la irradiacion en frutos persiste por varios dias. En el postclimaterio (E,4) lo
presentaron todos los frutos al 4to dia, al igual que el control y se extendié hasta el final

del almacenamiento donde comenzo la senescencia del fruto.

500

450 4

400 4

350

300

250

200

mg CO2/ Kg peso fresco

150 - 1

100 - T p o

50 - L

Dias de almacenamiento

\_ —&— 10 min —&— 20 min —&— 30 min —e— control —+— control inf J

Figura 40. Efecto de los tratamientos UV-C sobre la respiracion en frutos de aguacate

cv. ‘Hass’ infectado con C .gloesporioides almacenados a 20°C
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4.5.2 Efecto en Acidez.

El aumento de pH esta relacionado con los cambios en el contenido de acidez titulable.
En frutos de aguacate el acido predominante es el acido malico presentandose en frutos

en estado de madures fisioldgica del 0.33% (Garcia, 2004).

En la grafica 41 se aprecia que durante el preclimaterio (E4) el control estadisticamente
presenta diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los tratados y el control infestado
teniendo el mayor porcentaje de acidez de 0.46%, mientras que los tratados oscilan entre
0.36%. Para el inicio del climaterio (E,) el menor valor de pH lo presentan los tratados
por 20 y 30 minutos y durante el maximo climaterio (E3) el grupo control, el control
infestado e irradiado 30 minutos presentaron una diferencia significativa (p<0.05) con
respecto a los tratados con valores de 0.46%, 0.30% y 0.30% respectivamente vy
finalmente para el postclimaterio (E4) tanto los tratados como el control y control infestado
no presentaron diferencia entre ellos. La aplicacion de irradiacion UV-C a manzanas ‘Red

Delicious’ no ocasioné diferencias con respecto al testigo (Hemmaty et al., 2007).
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Figura 41. Efecto de los tratamientos UV-C sobre la acidez en frutos de aguacate cv.
‘Hass’ infectado con C. gloesporioides almacenados a 20°C.
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4.5.3 Efecto en pH.

El pH nos da una medida de la acidez o alcalinidad en un fruto. La irradiacién UV-C sobre
el pH durante las etapas de maduracion de frutos de aguacate no presenté efecto como
se aprecia en la figura 42. Los frutos control y control infectado no presentaron diferencias
significativas (p=0.05) entre los tratamientos, datos que concuerdan con lo reportado por
Hemmaty et al.(2007) para manzanas ‘Red Delicious’ no afectd significativamente el pH
del jugo de manzana. Los valores mayores se presentaron durante el maximo climaterio
(E3), que es el momento en donde el fruto adquiere su madurez, mientras que en los
primeros estadios (E4 y E,) no existe un cambio drastico ya que el hongo en sus primeras
etapas de crecimiento aun no penetraba la piel y pulpa del aguacate y por lo tanto no
existia disponibilidad de los nutrimentos necesarios para su 6ptimo desarrollo. En trabajos
de Espinosa y Hernandez (2006) se observd que en los ultimos estadios los parametros
de calidad se vieron afectados cuando la severidad de la infeccidn se presentd en todo el
mango y la disponibilidad de los nutrimentos para el hongo C. gloesporioides fue mas
accesible.

El pH permanecié constante durante toda la etapa de maduraciéon con valores que oscilan
alrededor de 7.3, aumentando ligeramente en E; llegando a valores de 7.4, por lo que
este parametro no se vio afectado por la exposicion a las irradiaciones UV-C a los tres

diferentes tiempos de exposicion sin diferencia significativa.
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Figura 42. Efecto de los tratamientos UV-C sobre el pH en frutos de aguacate cv. ‘Hass’
infectado con C. gloesporioides almacenados a 20°C.
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4.5.4 Efecto en Pérdida de peso.

El principal componente de las frutas frescas, las hortalizas y los productos vegetales
para ornamentacion es el agua, por ello las pérdidas de agua equivalen a pérdidas de
peso comercial y su valor en el mercado. La pérdida de peso se asocia con la
deshidratacion, la cual se ocasiona por pérdida de agua liberada en forma de vapor.
(Wills, 1998).

Como se aprecia en la figura 43 la mayor pérdida de peso se presentd en el control
infestado) con un 4.57%, mientras que para el control fue del 3.93% al final del proceso de
maduracion, presentandose diferencia significativa (p<0.05) entre ellos.

Para el caso de los tratados por 10 minutos estos presentaron una mayor pérdida de peso
con respecto al control de un 4.41%, para 20 minutos este fue de 4.09% y con respecto al
tratado 30 minutos su pérdida de peso fue menor a comparacion del control con un
porcentaje del 3.53%, observandose diferencia significativa entre los tratamientos; asi
como de los controles; ya que a mayor tiempo de exposicién la pérdida de peso es menor.
Después del almacenamiento se observo que los frutos tratados con UV-C por 30 minutos
presentaron una menor pérdida de peso, como en el caso de mango cv.Keitt' a
irradiaciones mayores a 10 minutos presentaron una menor pérdida de peso (Gonzalez-
Aguilar et al.,2005); pero en otros casos como la radiacion a 10 minutos que resulté ser
menos efectiva, ya que la susceptibilidad del tejido vegetal al tratamiento de irradiacion
difiere significativamente entre variedades, estados fisioldgicos, composicion y grosor de
la piel del fruto (Rivera et al.,2007) y probablemente porque la cascara del fruto de
aguacate es mas gruesa que otros frutos que se han estudiado se requieren mayores
tiempos de exposicion UV-C.

Por los que se aprecia que a mayor tiempo de exposicién de los frutos de aguacate a la
irradiacion UV-C, se presenta una menor liberacion de agua; por lo que es un método

efectivo para mantener este parametro de calidad.
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Figura 43. Efecto de los tratamientos UV-C sobre la pérdida de peso en frutos de

aguacate cv. ‘Hass’ infectado con C. gloesporioides almacenados a 20°C.

4.5.5 Efecto en la firmeza.

Las frutas y hortalizas varian en su textura, esta depende de la turgencia, la cohesion,
forma y tamafio de las células, la presencia de tejidos de sostén y de la composicion de la
planta. Los tejidos de sostén hacen variar la textura de las frutas y hortalizas; en los
aguacates, la cuticula gruesa, combinada con el colénquima, da dureza a las capas

exteriores (Pantastico, 1975).

El efecto que provoca la radiaciéon sobre los frutos depende vy difiere entre las diversas
variedades Murray (1990) reporté que en aguacate se observo un retraso de 24 dias la

maduracion en la variedad ‘Ethinger’, mientras que en la ‘Fuerte’ solo fue de 3 a 8 dias.

Como se aprecia en la figura 44 la pérdida de firmeza en frutos de aguacate infectados
con C. gloesporioides presenté una tendencia al descenso, tanto para frutos infectados
como para el lote control, desde el preclimaterio (E;) el lote control infectado presenté

diferencia significativa (p<0.05) con respecto al lote control, como en papaya maradol roja,
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la enfermedad ocasionada por C. gloesporioides provocéd disminucion en la firmeza de la

cascara (Banos et al., 2004)
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Figura 44. Efecto de los tratamientos UV-C sobre la firmeza en frutos de aguacate

cv. ‘Hass’ infectado con C. gloesporioides almacenados a 20°C.

Para el inicio del climaterio (E,) se presenté la misma tendencia del control infestado con
respecto al lote control; mientras los frutos irradiados 30 minutos presentaron la mayor
firmeza, asi como para los otros 2 tratamientos, con valores de 21 Kg/cm2 presentando
una firmeza 40% mayor que el control. En el maximo climaterio (Ej) los frutos irradiados
por 10 minutos mostraron un descenso importante del 22%, presentando diferencia
significativa (p<0.05) con respecto control; mientras los aguacates infectados presentaron
una tendencia descendente en comparacion al lote control, debido a que posiblemente el
ablandamiento de los tejidos por la pérdida de agua y el efecto que tiene el hongo sobre
la pulpa durante el paso del maximo climaterio al postclimaterio (Espinosa y Hernandez,
2006). En este estadio tanto los frutos tratados como el lote control infectado presentaron
una tendencia similar exhibiendo la mayor pérdida de firmeza comparados al control. En
el postclimaterio (E,4) el lote control present6 una pérdida de firmeza de (Es) a (E4) del 39%

mostrando con ello una diferencia significativa (p=0.05) con respecto a los demas.

Los frutos tratados por 10 minutos presentaron una pérdida de firmeza del E; al E; del

54%, mientras que los tratados por 20 minutos fue de un 30% vy los tratados por 30
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minutos presentaron un 26% de pérdida comparados con el control y control infestado que

presentaron una pérdida de firmeza superior al 70%, confirmando de esta manera que los

tratamientos de irradiacion UV-C resultan un sistema efectivo para prolongar la vida util
de frutas y hortalizas por ser letal para la mayoria de microorganismos (Rivera et
al.,2007). Esta tecnologia ayuda a conservar uno de los principales parametros de
calidad, esto se corrobora en estudios hechos cebollas, tomates, manzanas, lechuga,
mango, aguacate Hass, nectarina, durazno, entre otros (Iglesias y De Hombre, 2000;
Allende et al., 2001; Hemmaty et al., 2007; Arévalo et al., 2002; Robles et al., 2007;
Gonzalez-Aguilar et al., 2005).

4.5.6 Efecto en el Color.

Los tres atributos basicos de color son: luminosidad, tono y croma.; la luminosidad esta
asociada con la brillantez, el tono indica la tonalidad del matiz y da una idea mas clara del

color y croma nos da el grado de saturacién del tono o la intensidad de este.

Luminosidad.

La luminosidad (L) esta asociada con la brillantez, que depende del flujo luminoso que es
transmitido por la muestra; a escala de 0 (negro) a 100 (blanco). El incremento de la
luminosidad en la pulpa se presentd conforme avanzo la etapa de maduraciéon de los
frutos de aguacate (figura 45), presentando valores de L* de 85 durante el preclimaterio
(E1) hasta de 99 en el postclimaterio (E4), a través del cual se observé que a medida
que los frutos maduraron fueron presentando una mayor claridad en la pulpa. El
parametro de a* presentd valores negativos durante toda la etapa de maduracién, desde
-11.50 hasta de —3.00 indicando la predominancia del color verde; mientras que para b*
estos iniciaron con valores positivos de +42.50 hasta de +1.70 en el postclimaterio

presentando un predominio del color amarillo.
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Figura 45. Efecto de los tratamientos UV-C sobre la luminosidad en pulpa de frutos de
aguacate cv.’Hass’ infectado con C. gloesporioides almacenados a 20° C.

En el caso de los frutos tratados con radiacion UV-C estos presentaron durante el
preclimaterio e inicio del climaterio una menor luminosidad con respecto al control, para
10 minutos fue del 2%, 20 minutos del 3% y para 30 minutos del 5% menor; pero durante
el maximo climaterio y postclimaterio aument6 su luminosidad con respecto al control,
presentando un mayor incremento por el tratado 30 minutos con un 4.5% arriba del grupo
control; en el caso del control infestado este se comporté como el control, sélo para el
maximo climaterio presentdé el valor mas bajo de luminosidad de 90, pero en el
postclimaterio termino en 99. Sin embargo no se presentaron diferencias significativas

(p=0.05) entre los frutos tratados con respecto al control y control infestado.

Tono.

El angulo °HUE indica la tonalidad del matiz, nos da una idea mas clara del color, es decir
la impresioén visible del color del fruto. Los valores van desde 0°= rojo-purpura, 90°=
amarillo, 180°= azul-verde y 270°= azul.

En el caso del tono, la pulpa se mantuvo en coloraciones amarillas, presentando valores
de 76 durante el preclimaterio (E4) y llegando hasta el 70 en los frutos tratados, ya que
para el control infestado durante el maximo climaterio y el postclimaterio este decrecio
(figura 46) debido a que en estas etapas el hongo invadi6 al fruto y comenzé a presentar
coloraciones pardas en la pulpa, llegando al postclimaterio con valores de 56, esto

aparecio con manchas pardas en la pulpa de los frutos, lo cual no es agradable a la vista
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y es ocasionado por la infeccion que produce el hongo; mientras que los tratados por 10,

20 y 30 minutos fueron de 76 y 69, mientras que para 30 minutos llegd a 83,el cual esta
dentro de las tonalidades amarillas y va de acuerdo a la madurez del fruto

respectivamente, mientras que el control presento valores de 72.
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Figura 46. Efecto de los tratamientos UV-C sobre el tono en pulpa de frutos de aguacate
cv.’Hass’ infectado con C. gloesporioides almacenados a 20° C.

Para el caso de los tratados durante (E; y E,) presentaron la misma tendencia con
respecto al control, pero posteriormente durante el maximo climaterio (E3) se aprecia un
decremento, tanto para tratados como para el control y control infestado; presentandose
una diferencia significativa (p=0.05) entre los tratados por 10,20 y 30 minutos
conservando un mejor color con un 48%, 37% y 58% respectivamente, arriba del grupo
control; mientras que el control infestado presenté valores menores que el control, ya que
durante esta etapa el hongo alcanzé su maxima extensién. Costa et al. (2006) reportaron
que en brocoli pretratado con UV-C se produjo un descenso del angulo Hue tras 4 dias
de almacenamiento a 20 °C. Para el postclimaterio (E;) vuelve a aumentar llegando
finalmente a 4 y 14% para 10 y 30 minutos respectivamente por arriba del grupo control y
para 10 minutos y control infestado fue del 4 y 22% por debajo del control. Presentando
una diferencia significativa (p=0.05) de los frutos tratados con respecto a los frutos control,
porque en este Ultimo estadio los frutos comenzaron a presentar coloraciones pardas en

color café. Al final presentaron un aumenté de E; a E4 para 10 y 30 minutos del 1 y 9%,
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mientras que para 20 minutos y los frutos control e infestado hubo un descenso del 7, 7 y

30% respectivamente.

Cromaticidad.

Croma nos indica el grado de saturacién del tono o la intensidad de este ; también
muestra que tanto un color difiere del gris (McGuirre,1992). Para los valores de croma o
intensidad del color, todos presentan la misma tendencia desde el preclimaterio (E4) con
valores de 40, hasta el postclmaterio (E4) con 4, presentando la mayor intensidad de color
(verde) durante E,para posteriormente degradarse y llegar a coloraciones amarillas en la

pulpa (figura 47).
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Figura 47. Efecto de los tratamientos UV-C sobre la intensidad de color en pulpa de
frutos de aguacate cv.’Hass’ infectado con C. gloesporioides almacenados a 20° C.

Durante E; se encontraron un poco mas abajo los frutos tratados por 20 minutos y control
con respecto a los demas, pero durante los 2 estadios siguientes no presentaron
diferencia significativa (p=0.05) con respecto al control.

En los tratados la tendencia de la intensidad de color fue similar al grupo control hasta el
maximo climaterio; ya que en el postclimaterio los tratados descendieron su color,
teniendo valores de 47, 65 y 23% para 10, 20 y 30 minutos respectivamente, mientras el
infestado fue de un 48% abajo del control, por lo que el hongo no afecté este parametro.
Dichos resultados confirman el retraso en la maduracién ya que menores valores de

Croma reflejan una menor saturacion de color (Robles et al., 2007).
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4.6 Efecto de los tratamientos de irradiacion UV-C en el control de antracnosis en
aguacate variedad ‘Hass’.

Los frutos de aguacate son frutos climatéricos, altamente sensibles y evolucionan
rapidamente hacia la maduracion y decaen fisioldgicamente debido al incremento
repentino de la velocidad de respiracién, acompafiado a su vez de un cambio en la
composicion incrementandose la aceptabilidad del producto al consumidor (Iglesias et
al.,2000). Estas caracteristicas hace que los frutos presenten serios problemas para su
conservacion postcosecha por lo que es importante considerar nuevas alternativas para
conservar su calidad y vida de anaquel; el uso de tecnologias emergentes como la
irradiacion ultravioleta UV-C ha sidoconsiderada como un tratamiento alternativo para
preservar la calidad de frutas y hortalizas ya que reduce el crecimiento de  organismos
vegetativos (Gonzalez-Aguilar et al., 2005 b).

La antracnosis es una de las enfermedades numero uno que afecta a los frutos de
aguacate desde sus primeras etapas de desarrollo y acentuandose cuando el fruto
alcanz6 su madurez fisioldgica (Reyes, 1996), que es cuando han perdido la capacidad
para sintetizar el compuesto antifungioso dieno; ya que esta sustancia es la que
constituye la base de la resistencia a la antracnosis en frutos inmaduros (Téliz y Mora
2007). La enfermedad en etapa postcosecha se manifiesta por medio de manchas
oscuras en la superficie de la cascara y en condiciones 6ptimas el hongo penetra a través

de la pulpa causando pudricién firme (Salgado,1993).

En la tabla 14 se aprecia como el hongo va presentandose durante la etapa de
maduracion del fruto de aguacate (E-E4), en la superficie del fruto aparecen lesiones
necréticas y al remover la epidermis se observan manchas oscuras con circulos
concéntricos que se extienden hacia la pulpa.

Pero en el caso de los frutos tratados, el hongo tardo en abarcar toda la pulpa de los
frutos de aguacate y a mayores tiempos de irradiacion ultravioleta (UV-C) se obtuvieron
reducciones de la infeccién provocada por el hongo, en mangos se obtuvieron
reducciones significativas de la infeccion de antracnosis aplicando dosis de irradiacion
(Pantastico, 1975); aunque no se ha podido tener un control total por radiacion sobre
patégenos fungicos causantes de podredumbre post-recoleccion en frutos como platanos,

mangos y papayas (Molins, 2004).
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Tabla 14. Desarrollo de antracnosis en frutos de aguacate cv.’Hass’ tratados con

irradiacion ultravioleta (UV-C) y almacenados a 20°C

10

minutos

20

minutos

30

minutos

Control

Control
Infestado

Los frutos tratados con irradiacion ultravioleta (UV-C) mostraron un menor indice da dafo
ocasionado por la antracnosis comparados con el lote control y observando una amplia
diferencia con el control infestado; ya que este desde los primeros dias presento los

sintomas.
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4.6.1 indice de deterioro.

El nivel de dafio presentado durante los dias de almacenamiento de aguacates infectados
con C. gloesporioides, se aprecia en la figura 48, donde todos los lotes tanto tratados
como control y control infectado comienzan en 1, representando este valor en la escala
subjetiva a frutos que no presentaron dafo, pero entre el dia 1 y 2 el control infectado
comienza a presentar sintomas de dafio, mostrandose un 17% arriba del lote control,
mientras que los tratados no presentaron diferencia significativa (p=0.05) con respecto al
control. En el tercer dia, se presentdé un cambio evidente en el lote control exhibiendo un
mayor nivel de dafio de 1.5 y para el control infectado aumento a 2 (frutos con dafio que
no excedan del 25%), a partir de este dia se comienza a presentar un incremento del
dafno causado por el hongo C. gloesporioides en el mismo; mientras que para los tratados
estos no presentan diferencia significativa (p=0.05).

Al cuarto dia, se presenté una ampliacion del dafio en el tratado 10 minutos, con respecto
a 20 y 30 minutos, presentando dafio de 1.5 igual al control, mientras que el lote control
infestado rebasa el 25% de dafio; en el quinto dia el tratado 30 minutos presenté una
diferencia significativa con respecto al control con un menor nivel de dafio del 28%.

Para el sexto y séptimo dia el lote control infestado presentd niveles de dafio mayores al
50%, mientras el control presentd niveles de dafio del 25% al 50%, lo mismo sucedié en
el caso del tratado 10 minutos, entre tanto los tratados 20 y 30 minutos aun no exceden el

25% en dafio.

El ultimo dia de almacenamiento los tratados 20 y 30 minutos presentaron diferencia
significativa (p=0.05) con relacion al control de 28% y 40% respectivamente, mientras que
el control infestado presentd un aumento en relacion al control del 21%, Los primeros
sintomas de la enfermedad son de caracter visual al intensificarse la presencia del hongo
sobre el fruto y estos sintomas van apareciendo paulatinamente desde el inicio del
climaterio (E,) como pequefias manchas de color negro-parduzco y también con
hundimientos sobre la piel del fruto, que se expanden conforme madura hasta propagarse

en su mayor extension en el postclimaterio (E4) (Espinosa y Hernandez, 2006).
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Figura 48. Efecto de los tratamientos UV-C sobre el indice de decaimiento en frutos de
aguacate cv. ‘Hass’ infectado con C. gloesporioides almacenados a 20°C.

Al final del almacenamiento el nivel de dafio en el tratamiento de 10 minutos fue del 54%,
para 20 minutos de 44%, a 30 minutos fue del 33%, en el caso del control el dafio llegé al
60% dato comparado con papaya cv. Maradol su testigo presenté severidad del 60-62% y
para el control infestado fue del 69% (Zavala-Ledn et al.,2005). En el caso de los tiempos
del tratamiento, estos indujeron un control efectivo ya que redujeron la severidad de la
antracosis en los frutos de aguacate, los resultados son consistentes con los reportados
por Gonzalez-Aguilar et al., (2005 a); Gonzalez-Aguilar et al., (2007) la aplicacion de
irradiaciones UV-C redujo los sintomas de deterioro en durazno, mango cv. ‘Haden’,
mango cv.’Keitt’ y nectarina; aunque no rebasaron ni el 70%. Cabe destacar que al hongo
C. gloesporioides se le proporcionaron todas las ventajas posibles para su desarrollo,

como fueron:
* Inoculacion de un aislamiento con una aptitud parasitica alta, representada

por una germinacion rapida y elevada, esporulacién alta y crecimiento

micelial rapido (Gutiérrez-Alonso et al., 2001), las cuales representan
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caracteristicas que ayudan a incrementar su capacidad de supervivencia y

el desarrollo de enfermedades subsecuentes.
* Densidad de inoculacién elevada (1 x 10° conidios/ml).

* Inoculacion 24 h antes de la aplicacién de los tratamientos, lo cual
probablemente favorecid la penetracion de hifas infectivas y la formacién
de haustorios dentro de los tejidos, ademas de la formacién de apresorios
que son estructuras de supervivencia, resistentes a la accion de agentes

externos.

* Almacenamiento adecuado a 20°C provocando un microambiente con
condiciones de humedad relativa alta, que es un factor principal para el
establecimiento de infecciones por C. gloesporioides (Gutiérrez-Alonso et
al., 2004).

4.7 Cambios producidos por el tratamiento de irradiacién UV-C en las enzimas PPO
(polifenoloxidasa) y POD (peroxidasa) con la disminucion de los sintomas de

antracnosis del aguacate.

Las enzimas que intervienen en la oxidacion de los compuestos fendlicos son las
polifenoloxidasas y las peroxidasas, las cuales catalizan la oxidacion de los fenoles
propios de las celulas a quinonas, las cuales son altamente reactivas con proteinas,
acidos nucleicos, flavonoides y otras quinonas; estas reacciones, ademas de generar
colores pardos, reducen las propiedades sensoriales de textura, color y sabor,
disminuyendo la actividad nutricional del fruto y desembocan la muerte del mismo
(Baquero et al.,2005).

Se determind la actividad residual de dos enzimas responsables del pardeamiento
enzimatico en frutos, en la cual se determina la actividad enzimatica de los frutos tratados

con respecto al control durante la etapa de maduracion.

%y&m’eﬂ?& en (_%0[1’04 99




‘) RESULTADOS Y DISCUSION

4.7.1 Efecto de la actividad Polifenoloxidasa (PPO) y Peroxidasa (PDO).

* Efecto en la actividad enzimatica de la Polifenoloxidasa (PPO).

Las PPO son metaloproteinas que contienen cobre, estas se encuentran localizadas
principalmente en los plastos, en las membranas de los tilacoides. Los principales
sustratos naturales de las PPO en los 6rganos vegetales son las catequinas y los
derivados hidroxicinamicos y especialmente los derivados cafeicos (Tirilly y Bourgeois,
2001).

Para la evaluacion de la PPO se utiliz6 como sustrato dopamina, ya que se realizaron
evaluaciones previas para conocer cual sustrato era el mas adecuado para la enzima; asi
también se ajusto el pH y la temperatura seleccionando el pH de 6.5 y la temperatura de
50° C.

Como se aprecia en la figura 49 la actividad de la Polifenoloxidasa se evalué de forma
residual, en la cual se determina la actividad enzimatica de los frutos tratados con

respecto a los frutos control durante toda su etapa de maduracion

La actividad residual que presenta la enzima PPO en pulpa de aguacate cv.’Hass’
sometido a diferentes tiempos de irradiacion UV-C, muestra que durante la etapa del
preclimaterio E4 todos los tratamientos presentaron una mayor actividad con respecto al
control; ya que para 10 minutos la actividad residual aumenté un 11%, para 20 minutos
aumento un 33%, en el caso de 30 minutos fue del 20% arriba de los frutos control y para

el control infestado este fue de un 11%.

En el inicio del climaterio E,, se comenzd a observar una disminuciéon de la actividad
residual de los tratados de un 9,18% respectivamente en comparacion con E1 e inclusive
un 6% abajo en el caso de 30 minutos con respecto al control. Las muestras de aguacate
sometidas a tratamiento por microondas presentaron una mayor velocidad de inactivacién
de PPO, debido principalmente la difusion de calor y tiempo de exposicion (Jiménez et
al., 2004).
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Durante el maximo climaterio tanto los tratados como el control infestado presentaron una

disminucion de la actividad residual con respecto al control, destacando el control
infestado mostrando una disminucion drastica del 31 % abajo del control y 10 minutos un

29% menor al control.
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Figura 49. Efecto de la exposicion a diferentes tiempos de irradiaciéon UV-C sobre la
actividad de la PPO en pulpa de aguacate cv.’"Hass’ almacenado a 20° C durante su etapa
de maduracion: E; preclimaterio, E, inicio del climaterio, E; maximo climaterio y E4
postclimaterio.

En el postclimaterio, la enzima siguié disminuyendo su actividad en los frutos tratados por
debajo a las del fruto control. Para 10, 20 y 30 minutos la actividad disminuyé un 2, 29 y
37% respectivamente debajo del grupo control, lo cual indica que la radiacion tiene un
efecto inhibitorio sobre la actividad de la PPO al incrementar los tiempos de exposicion,
mientras que el grupo control infestado presentd su maxima actividad con un 55% por
arriba del grupo control. La actividad PPO decrecié significativamente con el incremento

del tiempo de exposicion al tratamiento térmico (Youssef et al., 2002).

Para el caso de la actividad residual PPO en la pulpa de aguacate cv.’Hass’ la figura 43
muestra como durante toda la etapa de maduracion del fruto y a causa de la exposicion a
las radiaciones UV-C la actividad va disminuyendo hasta llegar al estadio E,; mientras que

para el control infestado esta aumentd debido a que el hongo degrada tejido ocasionando
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una modificacién en la compartimentacion subcelular produciendo que la membrana que

separa a la vacuola del citoplasma (lugar donde se localizan las enzimas) se rompa y se
mezclen los fenoles y las enzimas (Tirilly y Bourgeois, 2001).

* Efecto en la actividad de la Peroxidasa (PDO).

La peroxidasa es una oxidorreductasa la cual tiene la capacidad de degradar el H,O, a
expensas del consumo de sustancias de tipo fendlico, aunque con la generacion de
sustancias pardas, razéon por la cual a sido ubicada dentro del sistema enzimatico

antioxidante (Baquero et al., 2005).

En el caso de la POD, se utilizé como sustrato a la p- fenildiamina, porque aunque en
referencias bibliograficas se ha citado que el mejor sustrato ha sido catecol, este no
presento la mayor actividad; de igual manera se seleccioné el pH de 6.5 y la temperatura
de 25 °C.

Para el inicio del climaterio (E4) todos los tratamientos presentaron un aumento de la
actividad residual de PDO inmediato al tratamiento de irradiacion; destacando el tratado
30 minutos debido a que presenta un 70% de actividad por arriba del control, mientras
que el control infestado solo presenta un 6% mas de actividad que el control. Desde el
inicio del climaterio el tratado 30 minutos presenta un aumento de la actividad hasta el
maximo climaterio (E4), Undurraga et al., 2003 reporta que la PDO en tejido sano de
aguacate fue mayor que en el tejido con dafio fisiologico; lo cual explica que la
participacion de la PDO no esta directamente relacionada con la accién oxidativa en el

fruto.

Durante el inicio del climaterio E, se da una inactivacion parcial de la enzima PDO, ya que
el tratado 10 minutos presentdé un 29 % menos de actividad, casi lo mismo que el control
infestado con un 31% y 20 minutos un 10% menos con respecto al control, mientras que

para el tratado a 30 minutos descendio un 58% con respecto al E;.

%y&m’eﬂ?& en (_%0[1’04 102




‘) RESULTADOS Y DISCUSION

180

160 -
140
120
100 -
80

60 -

% Actividad residual

40 1
20 1

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Estadio

\_ - -¢ - Control —a—10 min —a&— 20 min —e— 30 min —— Control Inf y

Figura 50. Efecto de la exposicion a diferentes tiempos de irradiacion UV-C sobre la
actividad de la PDO en pulpa de aguacate cv.’Hass’ almacenado a 20° C durante su etapa
de maduracién: E; preclimaterio, E, inicio del climaterio, E; maximo climaterio y E4

postclimaterio.

Para la etapa del maximo climaterio (E;) , tanto los tratados como el control infestado
presentaron un aumento de la actividad residual, para 10 minutos fue un 46%, en 20
minutos 33%, 30 minutos un 22% y para el control infestado un 32% con respecto al

control.

Finalmente para el postclimaterio 10, 30 minutos y control infestado presentaron una
disminucion de la actividad, excepto el tratado 20 minutos con un 6% mas que en el
maximo climaterio. Durante esta etapa el tratado 30 minutos presentd la menor actividad
con un 12% menos que el grupo control, mientras que los otros fueron de un 4%.

El comportamiento general de la PDO progresa conforme al envejecimiento de las células
y aumenta conforme a la maduracion normal de frutos de mango, debido a que la
activacion de enzimas oxidativas por efecto de la irradiacion puede ocasionar la activacion
de una enzima latente debido a los cambios conformacionales de la enzima (Brisefio et
al., 2008).
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4.8 Evaluacion del efecto de los fenoles presentes en el aguacate variedad ‘Hass’ en
el crecimiento del hongo C. gloesporioides a partir de pruebas in vitro.

Las plantas producen compuestos con propiedades antimicrobianas que son empleadas
para controlar diferentes enfermedades en productos hortofruticolas. La obtencién de los
extractos vegetales y el estudio de sus compuestos activos en condiciones in vitro
inhiben el crecimiento de los patégenos; asi como la esporulacion y germinacion de las
esporas ayudando de esta manera a controlar las enfermedades de frutos y hortalizas
(Hernandez et al., 2007). Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un
efecto antimicrobiano; entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles,

terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lecitinas y polipéptidos (Hernandez et al., 2007).

4.8.4 Efecto de los fenoles en el crecimiento del hongo C. gloesporioides.

Durante el periodo de incubacién se realizé una evaluacion visual diaria de las cajas por
un periodo de 7 dias, para determinar la presencia o ausencia de una zona de inhibicion

del crecimiento micelial del hongo C. gloesporioides, observando lo siguiente:

De los extractos fendlicos totales obtenidos a partir de frutos de aguacate cv.’Hass’ sobre
el crecimiento in vitro del hongo C. gloesporioides , ninguna concentracion presento
inhibicion del crecimiento micelial (tabla 15 y 16), ya que la actividad antifingica difiere
entre los extractos, como lo han reportado Hernandez et al. (2007) quienes a partir de 18
extractos vegetales evaluados sobre el desarrollo de C. gloesporioides, solo los de ajo,
acuyo, guayaba y eucalipto blanco redujeron significativamente el crecimiento micelial en
54, 48, 47 y 39 %, respectivamente.

Diversos estudios se han realizado observando que la actividad antifungica difiere entre
los extractos acuosos y los polvos; asi como la especie de la planta y del patégeno; ya
que a pesar de que todas las plantas contienen metabolitos secundarios estos difieren de
acuerdo al entorno en el que se encuentren como lo reportaron Gutiérrez et al. (2003) en
pruebas in vitro los agentes biologicos de B. licheniformis tuvieron una capacidad
antagonica importante sobre C. gloesporioides; mientras que en pruebas in vivo tuvieron
un control limitado a temperatura ambiente y en condiciones de refrigeracion no hubo
efecto. Un total de 93 extractos etandlicos obtenidos a partir de 37 especies vegetales se

evaluaron a concentracion de 25000 mg/ml sobre el crecimiento in vitro de Phytophtora
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palmivora y

C. gloesporioides sin encontrar ninguna muestra de inhibicion micelial
(Mendoza et al., 2007).

Tabla 15. Observaciones realizadas a la prueba in vitro sobre el crecimiento del hongo C.

gloesporioides.

Concentracion

23 mg/ mi

40 mg / mi

80 mg / ml

Control

23 mg/ ml AG

40 mg / ml AG

80 mg/ ml AG

Control AG

Dia 1

Limpia

Limpia

Limpia

Limpia

Limpia

Limpia

Limpia

Limpia

Dia 3

Comienza a
crecer.

Comienza a
crecery
expandirse.

Comienza a
crecer.

Comienza a
crecery
expandirse
hacia la
periferia

Comienza a
crecer.

Comienza a
crecer.

No hay
creimiento.

Comienza a

crecer.

Observaciones

Dia 5

Expansion e
invasion de
discos.

Expansion sin
presencia de
halo de
inhibicion.
Expansion e
invasion de
discos.

Expansion e
invasion de
discos.

Expansion del
hongo y
principios de
invasion de
discos.
Expansion del
hongo y
principios de
invasion de
discos.
Expansion sin
presencia de
halo de
inhibicion.
Expansion e
invasion de

discos.

Dia7

Cajas invadidas sin
presencia de
inhibicion.
Cajas invadidas sin

presencia de
inhibicion.

Cajas invadidas sin
presencia de
inhibicién.
Cajas invadidas sin

presencia de
inhibicién.

Cajas invadidas sin
presencia de
inhibicion.

Cajas invadidas sin
presencia de
inhibicién.

Cajas invadidas sin
presencia de
inhibicién.
Cajas invadidas sin
presencia de

inhibicion.
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Tabla 16. Desarrollo del hongo C. gloesporioides, tras la aplicacién de fenoles mediante
pruebas in vitro.

Dia 3 Dia 5 Dia7

23 mg/ mi

40 mg / mi

80 mg /mi

Control

23 mg/ ml
AG

40 mg / mi
AG

80 mg /mi
AG

Control
AG
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La relacion antagonista-patégeno esta influenciado por algunas propiedades superficiales

del hospedante como es la actividad bioquimica, estructuras superficiales, nutrientes y
agua (Gutiérrez et al., 2004). Por lo que es necesario realizar extractos con diversas
partes de la planta del aguacate a diferentes concentraciones y diferentes técnicas de
extraccion para obtener compuestos fendlicos puros y poder ser aplicados sobre pruebas
in vitro e in vivo para la inhibicion del crecimiento micelial de diversos hongos
fotopatdgenos.

Bafios et al.(2004) realizaron estudios de pruebas in vitro de hueso y tejido seco de
aguacate (Persea americana) para la inhibicién de C. gloesporioides en papaya maradol
roja no encontrando un efecto inhibitorio, con un crecimiento micelial en el 5to dia de
25.43 cm?.

La aplicacion de bacterias B. licheniformis y B. subtitis también han sido reportadas por
diversos autores como antagonistas efectivos contra C. gloesporioides en frutos de
mango y aguacate tanto en precosecha como en postcosecha (Gutiérrez et al., 2003).
Bafios et al. (2004) encontraron que los extractos que indujeron la inhibiciéon de C.
gloesporioides fueron el ajo, hierba santa y eucalipto mostrando un efecto consistente
durante el ensayo de 54.34, 48.82 y 39.03% respectivamente. Los extractos de hojas de
anona roja ( Annona reticulata L.) de papaya y semillas de papaya combinados con
quitosano (2.5%) observaron un control significativo en el desarrollo de la antracnosis en
papaya (Bautista et al., 2003). Para frutos almacenados de curuba ( Pasiflora mollisima
Barley) se demostrd una reduccion significativa de C . gloesporioides al aplicar extractos
de semillas de toronja (Hernandez et al., 2007).

La inhibicién de patdégenos que atacan frutos en postcosecha mediante extractos de
plantas, indican su potencial para ser usados en tratamientos en poscosecha (Hernandez
et al., 2007), por lo que es importante continuar desarrollando investigaciones que
descubran los compuestos activos responsables del efecto antifungico en otros frutos; ya
que se pueden encontrar especies de plantas que contengan metabolitos secundarios con
actividad biolégica especifica en organismos fitopatégenos diferentes (Mendoza et al.,
2007).

La enorme riqueza vegetal que se encuentra en México puede ser aprovechada para
obtener la mayor cantidad de compuestos con efecto antifungico y utilizarse en frutos y
vegetales para controlar enfermedades postcosecha, porque representa una alternativa
como tratamiento natural contra hongos fitopatégenos.
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CONCLUSIONES

5. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye lo siguiente:

Los tratamientos por irradiacion UV-C superiores a los 40 minutos no fueron
efectivos para ser aplicados en aguacate; ya que provocaron quemaduras en
el fruto, mientras que los tratamientos por irradiacion menores a 10 minutos no

fueron efectivos en el control de antracnosis.

Los tratamientos de irradiacion UV-C a 20 y 30 minutos ayudaron a reducir el

efecto negativo sobre los parametros de calidad (pH, acidez y color).

Los tratamientos de irradiacion UV-C ayudaron a conservar por un tiempo mas
prolongado la firmeza en los frutos de aguacate, disminuir la pérdida de peso y

por ende el indice de decaimiento en los mismos.

La aplicacion de tratamientos de irradiacion UV-C en frutos de aguacate, fue
un método afectivo para reducir o inactivar al hongo Colletotrichum

gloesporioides, al ser aplicado por tiempos de 30 minutos

Los tratamientos de irradiacion UV-C aplicados a 10 minutos o menos en frutos

de aguacate no son efectivos en el control de antracnosis.

Los tratamientos de irradiacion UV-C ayudaron a disminuir la actividad de la
enzima PPO durante toda la etapa de maduracion, evitando de esta manera el
pardeamiento del fruto de aguacate, mientras que para POD solo se inactivd

de forma parcial.

La presencia de fenoles procedentes de la piel de aguacate sobre el
crecimiento in vitro para inhibir su desarrollo, no fue efectivo, ya que no redujo

Su crecimiento.

Ingenieria en Alimentos 109







e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



w RECOMENDACIONES

6. RECOMENDACIONES.

En base a los resultados se recomienda lo siguiente:

* Aplicar tratamientos de irradiacion UV-C a frutos y hortalizas que
presenten enfermedades postcosecha como la antracnosis, ajustando los

tiempos de acuerdo a sus caracteristicas.

* Realizar una combinacién de tratamientos con la irradiacion UV-C, como
las peliculas comestibles como medida de control de enfermedades y

desordenes fisioldgicos en aguacate.

* Identificar los compuestos fendlicos presentes en el aguacate que sean
sustrato para las oxidorreductasas en aguacate, para lograr una mayor

inhibicion de las enzimas.

* Realizar mas estudios referentes a las enzimas presentes en frutos de
aguacate responsables del pardeamiento sometido a diferentes

condiciones de conservacion.
* Obtener compuestos fendlicos de otras partes del aguacate (hojas, tallo);

asi como de otros frutos, para la aplicacion sobre el hongo

C .gloesporioides y lograr su inhibicion.
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ANEXO 1

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

AGAR PAPA - DEXTROSA

Este medio se utilizo para el crecimiento del hongo Colletotrichum gloesporloides.

Material:
= Papas
= Agua destilada
= Dextrosa anhidra polvo (CsH1206)
= Agar bacteriolégico

» Antibiético (Choramphenicol)
Procedimiento:

Se lavaron 200 g de papas, se picaron en pequefios trozos y se hirvieron en 500 ml de
agua destilada por un periodo de 30 minutos. Posteriormente se filtré a través de una
manta de cielo y se colocaron 300 ml en un matraz, al cual se le adicionaron 10 g de
dextrosa y 7.5 g de agar bacteriolégico; se afor6 hasta 500 ml calentando y agitando
hasta homogeneizar la mezcla, se cubrié con un tapon de algodéon y gasa y se tapo
perfectamente con papel aluminio. Se esterilizé en autoclave durante 20 minutos a 121°C.
Se desinfectd previamente toda la area de trabajo con alcohol evitando corrientes de aire
y polvo, se colocaron mecheros en el area, se desinfectaron las manos y se utilizaron
cofia, guantes y cubre bocas para evitar contaminaciones.

Se enfrio el medio y se verti6 en cajas petri estériles para posteriormente dejarlas
solidificar, finalmente se sellaron con parafilm y se apilaron para realizar las pruebas de

esterilidad.
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AGAR DE AVENA

Este medio de cultivo se utilizé para identificar los apresorios del hongo Colletotrichum

gloesporoides.

Material:

= Avena

= Agua destilada

= Extracto de levadura
= Agar bacteriolégico

Procedimiento:

Para la preparacion del medio de cultivo se colocaron 60 g de avena en 50 ml de agua
destilada y se hirvieron por un periodo de 30 minutos. Se filtr6 a través de una manta de
cielo y se colocaron 300 ml en un matraz al que previamente se le adicionaron 12 g de
agar y 1 g de extracto de levadura, se aforo hasta 500 ml, se agitdé y se esterilizd en
autoclave por un periodo de 20 minutos a 121° C. Se desinfectd previamente toda la area
de trabajo con alcohol evitando corrientes de aire y polvo, se colocaron mecheros en el
area y se desinfectaron las manos y para evitar contaminaciones se utilizaron cofia,
guantes y cubre bocas.

Se enfrio el medio de cultivo y se vertié en cajas petri estériles y se dejaron solidificar,

posteriormente se sellaron con parafilm y se apilaron para la prueba de esterilidad.
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AGAR PAPA- ZANAHORIA

Este medio de cultivo favorece la esporulacion del hongo Colletotrichum gloesporioides.

Material:
= Papas
= Agua destilada
= zanahorias
= Agar bacteriolégico

= Antibiético (Choramphenicol)

Procedimiento:

Se lavaron las papas y zanahorias, se picaron en pequenos trozos y se hirvieron en 500
ml de agua destilada por un periodo de 30 minutos. Posteriormente se filiré a través de
una manta de cielo y se colocaron 300 ml en un matraz, al cual se le adicionaron 10 g
agar bacterioldgico; se aforo hasta 500 ml calentando y agitando hasta homogeneizar la
mezcla, se cubrié con un tapén de algoddén y gasa y se tapd perfectamente con papel
aluminio. Se esterilizd en autoclave durante 20 minutos a 121° C y se desinfectd
previamente toda la area de trabajo con alcohol evitando corrientes de aire y polvo, se
colocaron mecheros en el area y se desinfectaron las manos y para evitar
contaminaciones se uso cofia, guantes y cubre bocas.

Se enfrio el medio y se virti6 en cajas petri estériles y se dejaron solidificar,
posteriormente se sellaron con parafim y se apilaron para realizar la prueba de

esterilidad.

El medio de cultivo agar papa- zanahoria con antibiético se elaboré como se describid
anteriormente agregando 50 mg de antibidtico (clindamicina) para evitar asi la
contaminacion de cepas del hongo Colletotrichum gloesporioides inhibiendo el crecimiento

de otros microorganismos.
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Analisis estadistico de
ANOVA varianza

AG Acido galico

Preclimaterio

E,

Inicio del climaterio
E,

Maximo climaterio
Es

Postclimaterio
E4

IDC Indice de decaimiento

PDO Peroxidasa

PDA Agar papa dextrosa

PF Peso fresco

PPO Polifenoloxidasa

PZA Agar papa zanahoria

uv-C Ultravioleta-C
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w GLOSARIO

GLOSARIO

Antibiético: agente quimico producido por un organismo y que es perjudicial para otros

organismos.

Apresorio: engrosamiento de los appices de las hifas de algunos hongos atdgenos para

adherirse y colonizar al huésped.

Ascomicetes: grupo de hongos que forman ascosporas.
Ascospora: espora sexual de un hongo ascomicete.

Cepa: poblacién de células genéticamente idénticas.

Conidio: esporas fungales asexuales de produccion exdgena en hifas especializadas.
Conidiéforo: en un hongo, una estructura hifal que lleva los conidios.
Espora: estructura resistente formada por una célula.

Hialino: transparente como el vidrio o parecido a él.

Hifa: filamento sencillo de un hongo.

In vitro: en un tubo de ensayo, en un cultivo.

Inhibicién: impedimento del crecimiento o de la funcion.

Inéculo: material utilizado para iniciar un cultivo microbiano.

Micelio: masa de hifas en un hongo.

Septado: condicidn de una hifa fungica en la que estan presentes paredes transversales

(septos).
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