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RESUMEN

El tomate es un fruto climatérico altamente perecedero, por lo que resulta de gran
importancia el implementar medidas que permitan extender su vida de anaquel. Se
considero el uso de los recubrimientos comerciales Natural Shine y Semperfresh,
asi como la bacteria Bacillus atrophaeus quienes ya ha se han probado
anteriormente en algunos frutos con resultados positivos. El objetivo de esta
investigacion fue estudiar el efecto de la aplicacion de los recubrimientos y la
bacteria solos 0 en combinacién sobre los parametros fisiolégicos, fisicoquimicos y
enzimaticos del tomate en etapa poscosecha. El desarrollo de los tratamientos se
llevé a cabo utilizando frutos en estado de madurez fisiolégica, los recubrimientos
se prepararon a diferentes concentraciones, tal como indica el proveedor (35%
Natural Shine y 2% Semperfresh) y B. atrophaeus a 1.8x10° UFC/mL. Los frutos
fueron almacenados a temperatura ambiente y analizados los dias 0,2,4,6 y 8,
midiendo los parametros de firmeza, grados Brix, pH, acidez titulable, pérdida
fisiolégica de peso, concentracion de etileno y tasa respiratoria, asi como la
actividad de las enzimas Pectinmetilesterasa y B-galactosidasa. Como resultados
se observa que en todos los analisis realizados los tratamientos en solitario
muestran diferencias significativas con respecto al testigo, sin embargo
Semperfresh por si solo presenta mayor efectividad sobre el retraso de la
maduracion, lo cual se evidencia aun mas al combinarse con la bacteria, ya que los
metabolitos que la bacteria genera podrian estar influyendo en la permeabilidad de
la misma, pudiendo formar una capa doble o de mayor grosor, limitando el
intercambio gaseoso e inhibiendo la produccion de etileno enddgeno y retrasando
la actividad de las enzimas pectinoliticas, resultando en la extensién de la vida de
anaquel del fruto. Se concluye que la aplicacion de B. atrophaeus con Semperfresh
consiguio un efecto aditivo y logré inhibir en mayor grado la produccion de etileno y
disminuir la tasa respiratoria, logrando asi reducir la actividad de las enzimas
pectinoliticas, conservando una mayor firmeza y reduciendo el efecto que tiene la

maduracion sobre los parametros fisicoquimicos.

Palabras clave: Inhibicién, etileno, aditivo.



ABSTRACT

Tomato is a highly perishable climacteric fruit, so it is very important to implement
measures that specifically extend your shelf life. Consider the use of Natural Shine
and Semperfresh commercial coatings, as well as Bacillus atrophaeus who have
previously tested some results with positive results. The objective of this research
was to study the effect of the application of coatings and bacteria alone or in
combination on the physiological, physicochemical and enzymatic parameters of the
tomato in the post-harvest stage. The development of the treatments was carried out
using fruits in a state of physiological maturity, the coatings were prepared at
different controls, as indicated by the supplier (35% Natural Shine and 2%
Semperfresh) and B. atrophaeus at 1.8x109 CFU / mL. The fruits were stored at
room temperature and analyzed on days 0,2,4,6 and 8, measuring the parameters
of firmness, Brix degrees, pH, titratable acidity, physiological weight loss, ethylene
concentration and respiratory rate, as well as the activity of pectinmethylesterase
and B-galactosidase enzymes. As results are observed in all the analyzes performed
the treatments alone changed the differences with respect to the control, however
Semperfresh alone has greater efficacy on the delay of maturation, which is even
more evident when combined with bacteria, since that the metabolites that the
bacterium generates may be influencing its permeability, being able to form a double
or thicker layer, limiting gas exchange and inhibiting the production of endogenous
ethylene and delaying the activity of pectinolytic enzymes, resulting in extension of
the shelf life of the fruit. It is concluded that the application of B. atrophaeus with
Semperfresh achieved an additive and controlled effect, inhibiting to a greater extent
the production of ethylene and reducing the respiratory rate, thus reducing the
activity of the pectinolytic enzymes, maintaining a greater firmness and reducing the

effect that It has maturation over physicochemical parameters.

Key words: Inhibition, ethylene, additive.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El tomate es un fruto climatérico altamente producido en México y consumido en
todo el mundo, sin embargo, su comercializacién se dificulta debido a su rapida
maduracion, lo cual aumenta en gran medida su perecibilidad, acortando su vida de
anaquel. La razon principal de su corta vida es la alta tasa de produccion de etileno
gue el tomate por sus caracteristicas climatéricas genera. Por lo anterior es de gran
importancia implementar estrategias que atenuden el efecto de esta hormona que
esta involucrada en el proceso de maduracién. Se ha reportado el uso de
microorganismos y recubrimientos que tienen una accién inhibitoria en la respiracion
y la produccion de etileno en diferentes frutos. Asi, resulta conveniente evaluar el
efecto de una cepa de Bacillus sobre el nivel de produccion de etileno en frutos de

tomate, asi como su relacion con su vida de anaquel,

Por otro lado, el uso de recubrimientos se ha aplicado en diferentes frutos para
protegerlos y retrasar su vida de anaquel, por lo que en el presente proyecto se
aplico la bacteria promotora del crecimiento vegetal Bacillus atrophaeus solo y en
combinacion con los recubrimientos semperfresh y natural shine en frutos de tomate
con el fin de reducir el intercambio gaseoso interno y retrasar los cambios
fisioloégicos que aceleran la maduracion. Los tratamientos se aplicaron en tomates
en estado de madurez fisiolégica (se considera que estan en esta etapa los frutos
gue alcanzan los 11 N (Cantwell, 2004). En los frutos tratados se realizaron pruebas
fisicoquimicas y de calidad como °Bx, pH, acidez titulable y firmeza. Ademas, se
realizaron analisis fisioldgicos en los frutos tratados como pérdida fisiologica de
peso, determinacion de la concentracion de etileno y patrén de respiracion,
evaluando la produccién de COz2. Finalmente se evalud el efecto de los tratamientos
respecto a la actividad enzimatica de aquellas enzimas involucradas en la
degradacion de la pared celular del tomate como son la pectinmetilesterasa y la -

galactosidasa.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) pertenece a la familia de las Solanaceas junto
con el tabaco, el chile y la papa. Su nombre proviene del nahuatl, xictlitomatl, o
“tomate de ombligo”, también conocido como tomate, coatomate o tomate bola. Es
una planta herbacea con hojas alternas y flores en forma de estrellas, de color
amarillo o blanco (SIAP, 2012).

La especie es originaria de Sudamérica pero su domesticacion se llevo a cabo en
México. Las principales variedades comerciales son: tomate bola, cherry, saladette,
pera, beef, marmande, vemone, moneymaker, muchamiel, pometa tardio, san

marzano, cocktail, ramillete y liso (Ronquillo, 2007).

El tomate es actualmente una de los frutos mas ampliamente producidos,
alcanzando un nivel de popularidad muy importante en todas las dietas del mundo,
en el afio 2010, se reportd una produccion total de aproximadamente 129.942
millones de toneladas (FAO, 2011). En la actualidad existen mas de 70 variedades
de tomate, diferenciadas en su forma, tamafio, color y caracteristicas internas como

sabor, textura y dureza (Rios y cols., 2003; Alvarado y cols., 2009).

2.1.1 Produccién de tomate en México

México se encuentra en el décimo lugar en produccion de tomate a nivel mundial
con alrededor de 2 millones de toneladas anuales. Los principales estados
productores son Sinaloa, Baja California y Baja California, San Luis Potosi y
Michoacan. En México en el afio 2012 tomate ocupd una superficie de 55,888
hectareas con una producciéon de 2,838,369 toneladas, (SAGARPA, 2016).



2.1.2 Constitucién nutritiva del tomate

El tomate constituye uno de los frutos de mayor interés en la nutricibn humana por
los beneficios que aporta su ingesta, debido a su riqueza en vitaminas,
principalmente Ay C, elementos minerales como el potasio, alto contenido de fibra
soluble e insoluble, compuestos funcionales y un elevado contenido de agua
(Ramos y cols., 2010). El consumo de este fruto es imprescindible para conseguir
una alimentacion sana y equilibrada. Su alto contenido en vitaminas y carotenos
hacen al tomate un producto habitualmente incorporado en la dieta humana, por lo
que se ha convertido en un cultivo de un enorme valor econémico, tanto por la
facilidad de su cultivo como por su versatilidad de uso en consumo como fruto fresco
o procesado (Casado, 2004). Este fruto presenta propiedades que favorecen la
salud, actuando en la prevencion de problemas cardiovasculares y del cancer,
principalmente de préstata y de mama, debido su riqueza en carotenos (3-carotenos
y licopenos), compuestos que actian como potentes antioxidantes (Ramos y cols.,
2010).

2.2 Proceso de maduracion del tomate

El tiempo que tarda el tomate en madurar depende de las condiciones locales y del
estado de desarrollo en el que el fruto es recolectado. La mayoria de las variedades
alcanzan su tamafio maximo 40 a 50 dias después de la floracién y maduran en
aproximadamente 14 dias. Los tomates verdes son los que tardan mas en madurar:
18 dias al3°C. Los tomates rosas pueden madurar en 10 dias a esta misma
temperatura. El tiempo hasta la madurez depende de la temperatura y puede ser

disminuido a la mitad si ésta se eleva a 25°C (Leon, 2009).

La maduracidon comienza en los tomates cuando el fruto alcanza su tamafio maximo.
Cuando esto sucede, la planta corta el flujo de agua hacia el fruto, y la clorofila, que

le da el color verde, comienza a degradarse. La pigmentacion aumenta y es



acompafada por una caida en la acidez y un ablandamiento de los tejidos y el
almidon presente en el fruto comienza a convertirse en azlcares. Un compuesto
destacado del tomate es el licopeno, el cual se encuentra en cantidades elevadas
dentro de sus células. El licopeno es el componente responsable del color rojo del
tomate y es objeto de numerosos estudios por su poder antioxidante, y como medida
preventiva de diabetes tipo 2 o enfermedades cardiovasculares. En el proceso de
maduracion la hormona del etileno tiene un papel muy importante, ya que regula
positivamente varias enzimas involucradas en el complejo proceso de maduracion
en frutos (Le6n, 2009).

La hormona etileno (C2H4) es la principal causante de acelerar el proceso de
maduracion en frutos climatéricos, donde parametros tales como el
reblandecimiento de la pulpa (Haji y cols., 2003; Hiwasa y cols., 2003), el cambio de
color (Flores y cols., 2002), y la produccién de volatiles (aroma) dependen en gran
medida de la produccion de C2Hs4 (Rupasinghe y cols., 2000; Alexander y Grierson
2002; Flores y cols., 2002). El etileno tiene la caracteristica de aumentar la actividad
metabolica de los frutos, acelerando su maduracion y senescencia. Esta hormona
aun en bajas concentraciones tiene efectos marcados sobre los frutos,
especialmente en los climatéricos, de forma tal que aumenta su tasa respiratoria

contribuyendo a la degradacion de la clorofila.

De manera general, en primera instancia se considera que el etileno une a
receptores en la membrana celular que contienen un sitio que enlaza al etileno con
su sitio amino terminal y regiones con homologia a las histidin quinasas y

reguladores de respuesta en su grupo carboxilo terminal (Gamble y cols., 1998).

Posteriormente se desencadena una serie de reacciones en la que se realiza una
compleja transmisién de sefiales que emigran al ndcleo de la célula y causan
cambios en la lectura del acido desoxirribonucleico (ADN), el cual a su vez se
transcribe en forma de acidos ribonucleicos mensajeros (ARNm). Los ARNm son
traducidos a proteinas en los polirribosomas en donde se forman los polipéptidos
gue estructuran las enzimas que causan respuesta al etileno, dichas enzimas son

las responsables de degradar las pectinas que forman la pared celular, las cuales



se relacionan directamente con la firmeza y vida de anaquel del fruto (Reid, 1985;
Kader, 1992)

2.2.1 Patrén de respiracion y produccion de etileno en tomate

Segun Artés (2007) el tomate tiene un comportamiento respiratorio tipo climatérico,
con una intensidad relativamente elevada dependiente de la temperatura (10, 15,
22,35y 43 mg CO2/kg h a5, 10, 15, 20 y 25°C, respectivamente) y una emisién de
etileno moderada de 5 a 8 pl de etileno/kg h a 12°C y de 3 a 10 pl de etileno/kg h a
20°C, con un maximo de emision etilénica coincidente o algo retrasada respecto al
pico respiratorio. El tomate es muy sensible al efecto de esta fitohormona, con un
umbral de 0.5 ppm. Los considerables cambios fisicos y quimicos que suceden en
la maduracién del tomate durante el climaterio se manifiestan en una rapida
evolucion del color verde, con degradacion de clorofilas hacia tonos anaranjados y
rojos, acompafado de un descenso de la firmeza, una ligera disminucion de la
acidez y un reducido aumento de los solidos solubles. En tal sentido, este producto
sufre elevadas pérdidas en la etapa de poscosecha, que pueden alcanzar el 50%

de la cosecha, incluso en paises industrializados.
2.3 Efecto de las enzimas que deterioran la firmeza de los frutos

La firmeza de los frutos esta relacionada con la estructura y organizacion de las
paredes celulares y sustancias intercelulares (Eskin y Hoehn, 2013). Los cambios
en la textura que se producen durante la maduracion de frutos, se deben
principalmente a la hidrélisis enzimatica sobre la arquitectura de la pared celular
constituida por pectinas. La accion de las pectinasas juega un papel importante en
la alteracidn de las caracteristicas de la textura del fruto en que estén interviniendo.
Dos de las enzimas mas importantes y que son objeto de estudio debido a la accién
degradativa que tienen sobre la pared -celular son las siguientes:
Pectinmetilesterasa (PME, EC 3.1.1.11) y B-galactosidasa (B-gal, EC 3.2.1.23)
(Seymour y cols., 1993).



2.3.1 Efecto de la pectinasas en frutos

Como se ha mencionado, las enzimas pectinasas tienen un efecto muy importante
en el ablandamiento de la pared celular de los frutos, dos de las mas relevantes y
gue son objeto de estudio en este proyecto son la PME y B-gal. La PME promueve
la desesterificacion de la pectina, actda en la posicion adyacente al grupo carboxilo
libre, y de un 65% a 75% de los grupos carboxilo de la pectina son desesterificados.
Esta desesterificacién facilita la depolimerizacién de las pectinas, dando como
resultado el acortamiento de las cadenas de propectina y compuestos pécticos;
actian sobre los enlaces a-D-1,4-glucosidicos de los restos no esterificados,
(Brownleade y cols., 1999).

Las pectinas llamadas galactanos y arabinogalactanos tiene enlaces B-gal. La
enzima [(-gal estd ampliamente distribuida en varios tejidos de las plantas,
incluyendo en el desarrollo de la fruta y tiende a aumentar su actividad durante la
maduracion (Pressey,1983). Estudios en manzanas han indicado un aumento
marcado en la actividad de esta enzima durante la maduracion, sugiriendo la
participacion de esta enzima en la degradacion de la pared celular (Ranwala y cols.,
1992).

Por lo tanto, resulta importante buscar estrategias para extender la vida de anaquel
del tomate, el estudio y evaluacion de la actividad de las enzimas que degradan la
pared celular del tomate ser4 de gran importancia para elucidar el posible
mecanismo de accion de Bacillus atrophaeus y los recubrimientos con base en
ceras. A Continuacion, se mencionan algunas que sirven de referencia para este

estudio.



2.4 Estrategias y/o tratamientos para extender la vida de anaquel del tomate

2.4.1 Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR)

Se ha reportado que diversas bacterias que colonizan la rizésfera favorecen el
crecimiento de las plantas, las cuales son conocidas como rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) (Ashrafuzzaman y cols., 2009; Beneduzi y cols., 2012). Son capaces
de estimular el crecimiento de las plantas a través de diferentes mecanismos como
lo son: fijacion bioldgica de nitrogeno; solubilizacién de fosfatos; sintesis de
fitohormonas, como las auxinas y principalmente el acido indolacético (AlA); e (iv)
inhibicién del desarrollo de microorganismos fitopatégenos por la sintesis de
antibidticos o sideréforos (Khan y cols., 2007; Lucy y cols., 2004; Saharan y Nehra,
2011; Vessey, 2003).

Bashan y de-Bashan (2010), destacan que las BPCV actuan como elicitores
naturales mejorando el crecimiento y rendimiento de los cultivos. Por consiguiente,
el empleo de insumos con base en BPCV, aplicados a frutos y plantas, es una
alternativa biotecnolégica para la produccion de cultivos agricolas, reduciendo la
aplicacion de fertilizantes sintéticos y agroquimicos que deterioran el ambiente
(Yang y cols., 2009). Se ha demostrado que la inoculacién con BPCV tales como
Enterobacter sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp ha logrado mejorar el crecimiento
y desarrollo del cultivo de tomate, asi como un efecto inhibitorio en la produccién de
etileno, lo cual propicia la extension de la vida de anaquel, (Noh y cols., 2014; Rojas-
Solis y cols., 2016; Santillana y cols., 2005).

Las bacterias del genero Bacillus sp. producen ciertos metabolitos que favorecen el
crecimiento vegetal de frutos y plantas, entre los que se encuentran la surfactina,
fengicina, iturina A, B, y C, micosubtilinas, bacilomicinas y biosurfactantes activos

de membrana con potente actividad antifingica (Voltolini, 2010).



Entre estos metabolitos destacan: la surfactina el cual es un heptapéptido vinculado
a un acido graso B-hidroxi que consiste en 13-15 atomos de carbono los cuales
forman una estructura ciclica de lactona. Este antibiético se comporta como un
potente biotensioactivo que ademas posee otras actividades bioldgicas, entre ellas
la alteracion de la integridad de membrana, como consecuencia de fuertes
interacciones con los constituyentes de la membrana fosfolipidica (Alvarez y cols.,
2012). La familia Iturina comprende la bacilomicina, iturina y micosubtilina los cuales
son lipoheptapéptidos ciclicos, constituidos por un acido graso unido a residuos de
aminodacidos. La bacilomicina quimicamente esta compuesta por un acido graso [3-
amino y 7 aaminodacidos. Este lipopéptido exhibe una fuerte actividad antifungica
(Moyne y cols., 2001; Ramarathnam y cols., 2007). Por el mecanismo de la accion
antibidtica de la bacilomicina D, las moléculas de los lipopéptidos penetran en la
membrana citoplasmatica de la célula diana y forman estructuras oligoméricas

(agregados de lipopéptidos).

Un estudio previo a este proyecto realizado en nuestro grupo de trabajo se estudié
el efecto de algunas de estas bacterias promotoras con el objetivo de alargar la vida
atil de diversos frutos. En 2016, Aldape y cols., aplicaron rizobacterias en frutos de
guanabana destacando por su efectividad Bacillus subtilis, con el cual logré obtener
resultados favorables, extendiendo la vida de anaquel del fruto de guanabana, esto
al inhibir la formacién de ACC (precursor directo del etileno) por medio de una

enzima producida por la misma bacteria (ACC desaminasa).

En otro estudio se aplicé Bacillus subtilis en frutos de fresa con resultados positivos
en su vida de anaquel. Se analizé la expresion de tres genes que codifican para tres
enzimas pectoliticas, las cuales son: la pectinmetilesterasa, la poligalacturonasa y
la pectinliasa, consideradas como enzimas que degradan la pared celular, lo que
provoca en gran medida el ablandamiento del fruto, de esta manera se detecté una
disminucién de la expresion de los tres genes estudiados, lo cual resulté en el
aumento de la vida de anaquel del fruto de fresa (Garcia-Aceves y cols., 2012).

Asimismo, en tomate se analizé la firmeza del fruto, teniendo como resultado una

mayor firmeza durante su desarrollo en la planta cuando se le aplica la bacteria B.
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subtilis manteniendo el fruto con mayor firmeza con respecto al control (Mena-
Violante y Olalde-Portugal, 2007).

Como se ha reportado en diferentes estudios, la bacteria Bacillus subtilis ha sido
aplicada con éxito para extender la vida de anaquel de frutos, razén por la cual el
interés de este proyecto fue probar otra bacteria del género Bacillus, la especie
atrophaeus para probar su efecto sobre la vida de anaquel de frutos de tomate sobre

su vida de anaquel.

También en nuestro grupo de trabajo se ha estudiado a Bacillus atrophaeus como
bacteria biocontroladora, Guardado y cols., (2016) reportaron su efectividad sobre
el control de Colletotrichum sp. y Alternaria sp., inhibiendo el crecimiento micelial y
la esporulacion. Asimismo, se logro inducir el sistema de defensa en tomate y otros
frutos como el aguacate, por lo que se consider0 analizar el efecto de esta bacteria

en la vida de anaquel de tomate.

2.4.1.1 Bacillus atrophaeus

Bacillus atrophaeus muestra una alta actividad en la colonizacion de raices y la
proteccion de plantas y cultivos. Con la creciente demanda de pesticidas
biotecnolégicos ecolégicamente seguros en la industria de plantas y cultivos, que
pueden ser alternativas a los pesticidas quimicos, las cepas de Bacillus endofiticas
y rizosféricas que promueven el crecimiento de las plantas, se usan ampliamente
en la biotecnologia moderna. La cepa de Bacillus atrophaeus tiene la capacidad de
colonizar raices de plantas e inhibir el crecimiento de fitopatdégenos fungicos y
bacterianos en plantulas inoculadas y frutos cosechados (Lapa, 2005). Algunos
analisis modernos que utilizan multiples métodos genéticos han encontrado a la
bacteria B. atrophaeus caracteristicas similares a B. subtilis, ya que B. athrophaeus,
presenta algunos mecanismos del biocontrol de las rizobacterias, tal como la
antibiosis, la induccion de la resistencia sistémica, la competencia por nutrientes y

nichos, asi como la produccion de sideréforos y compuestos antimicrobianos

11



(Lemessa y Zeller, 2007; Lugtenberg y Kamilova, 2009; Beneduzi y cols., 2012,
Ashrafuzzaman y cols., 2009). La capacidad de las rizobacterias para producir
sideréforos y metabolitos que contribuyen a la antibiosis ha sido el objetivo de
muchos estudios dedicados a la investigacibn de PGPR. Una caracteristica
sobresaliente del género Bacillus sp es que pueden ser aplicadas como agentes
biocontroladores, sus metabolitos pueden ademas inducir el sistema de defensa de
los frutos y otra caracteristica importante es su efecto positivo en la vida de anaquel

de frutos de importancia agroalimentaria.

Ademas de las PGPR como medidas para extender la vida de anaquel de los frutos,
otras alternativas, que se ha probado en frutos es la aplicacion de diferentes
recubrimientos. En este proyecto se plantea ademas del uso de B. atrophaeus, la
aplicacion de los recubrimientos semperfresh y natural shine, los cuales se

describiran a continuacion.

2.4.2 Recubrimientos en alimentos

Los recubrimientos, son una capa delgada que se forma directamente sobre la
superficie de los alimentos como una envoltura protectora (Del Valle y cols., 2005).
Estos se elaboran a partir de una gran variedad de proteinas, polisacéaridos y lipidos,
ya sea como componentes Unicos o combinados (Kester y Fennema, 1986). El
mecanismo por el cual conservan la calidad de frutas y vegetales es debido a que
constituyen una barrera semipermeable a los gases y al vapor de agua que retrasa
su deterioro (Krochta y Mulder-Johnston, 1997), controlan la respiracion y la
senescencia de forma similar a las atmésferas modificadas y ademas mejoran las
propiedades sensoriales, ayudan a mantener la integridad estructural del producto
gue envuelven, a retener compuestos volatiles y también pueden actuar como

vehiculo de aditivos alimentarios (Tanada y Grosso, 2005).
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Entre estos recubrimientos se encuentran semperfresh y natural shine que han sido
probado en citricos y se encuentran bajo estudios la aplicacion de estos

recubrimientos en otros frutos.

2.4.2.1 Recubrimiento Semperfresh

Semperfresh es un recubrimiento que como componente activo tiene sucroésteres
de &cidos grasos que se utilizan cominmente en la industria fruticola para mantener
la calidad durante el almacenamiento y prolongar la vida poscosecha. Semperfresh
se ha utilizado por algunos de los principales productores / empacadores en Estados

Unidos y América del Sur desde hace varios afios (Hugh 2009).

El recubrimiento crea una pelicula de permeabilidad selectiva que inhibe la pérdida
de agua al mismo tiempo que permite el intercambio de gases entre el fruto y su
ambiente. La atmosfera modificada que se crea por Semperfresh reduce la pérdida
de peso y el exceso de respiracion, dando como resultado frutos mas firmes (Hugh
2009).

El producto puede aplicarse en un tanque por inmersion, flujo, drencher (lluvia) o
pulverizaciéon, y puede mezclarse con todos los fungicidas usados comiunmente
(Hugh 2009).

2.4.2.2 Recubrimiento Natural shine

Natural shine es un recubrimiento que tiene como ingrediente activo la carnauba es
un tipo de cera que se obtiene de las hojas de la palma Copernicia prunifera (Parish
y cols., 2002).

Esta cera es muy conocida por el recubrimiento que forma, el cual otorga excelentes
caracteristicas y tiene infinidad de aplicaciones. La cera de carnauba es reconocida
por sus propiedades de brillo. Combina dureza con resistencia al desgaste. Su punto
de fusion es de 78 a 85°C, el mas alto entre las ceras naturales lo cual permite su

manejo y el ser mezclada con otros componentes (Parish y cols., 2002).
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La cera de carnauba contiene principalmente ésteres de acidos grasos (80-85%),
alcoholes grasos (10 a 15 %), acidos (3 a 6 %) e hidrocarbonos (1 a 3%). La cera
de carnauba tiene dioles esterificados grasos (cerca 20 %), &cidos grasos
hidroxilados (cerca del 6 %) y acido cinamico (cerca de 10 %). El &cido cinamico,

es un antioxidante, puede ser hidroxilado o metoxilado (Uwe y cols., 2002).

Es un ingrediente indispensable en la elaboracién de ceras emulsificadas para el
encerado de frutas como manzanas, citricos, pepinos, platanos entre otras. El
encerado se aplica como tratamientos de postcosecha logrando alargar su vida de
anaquel y conservando su apariencia y lozania; esto es debido a que disminuye la
transpiracion y lo cual inhibe en cierto grado la deshidratacién, al mismo tiempo que
ayuda a preservarlas de fungosis y bacteriosis y mantiene el brillo natural de las

frutas (Uwe y cols., 2002).

Como se ha mencionado, tanto microorganismos pertenecientes a las PGPR’s
como los recubrimientos con base en ceras son eficientes en la prolongacion de la
vida de anaquel en frutos. Por ello resulta importante comprobar si su efecto se ve
potenciado a través de la combinacion de tratamientos, lo cual puede ser propuesto
como una estrategia que contribuya a disminuir las altas pérdidas que se tienen

anualmente en tomate.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

México ocupa el décimo lugar a nivel mundial en la produccién de tomate, esto se
ve reflejado en una fuente econdmica importante para el pais, sin embargo, al ser
un fruto climatérico con una alta respiracion y produccién de etileno se dificulta su
exportacion a otros estados, asi como a otros paises debido a la alta perecibilidad
gue presenta, resultando en una vida de anaquel muy corta. Es por esto que se ve
la necesidad de explorar estrategias que permitan extender la vida util de este fruto

climatérico.

Se ha reportado que la aplicacién de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
o0 el uso de recubrimientos han sido positivos en la preservacion de la firmeza de los
frutos, por lo que resulta conveniente aplicarlos en frutos de tomate y evaluar su
efecto al ser aplicados solos 0 en combinacion, para determinar las condiciones de
tratamientos mas efectivas que aminoren el proceso de maduracién en los frutos de
tomate, permitiendo extender su vida de anaquel y por ende su periodo de

comercializacion.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

La combinacion de B. atrophaeus con los recubrimientos Semperfresh y Natural
shine disminuirdn en mayor medida la actividad enzimatica, procesos fisiolégicos y
fisicoquimicos del tomate, retrasando la maduracion de los frutos de tomate,

extendiendo asi su vida de anaquel.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.

Estudiar el efecto de la aplicacion de Bacillus atrophaeus, y recubrimientos solos o

en combinacién sobre los pardmetros fisioldgicos, fisicoquimicos y enzimaticos del

tomate (Solanum lycopersicum) en etapa poscosecha.

5.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto de la aplicacion de Bacillus atrophaeus, y dos
recubrimientos comerciales solos o en combinacion en tomate, midiendo
parametros fisioldgicos.

Medir el efecto de la aplicacion de Bacillus atrophaeus, y dos
recubrimientos comerciales solos 0 en combinacion sobre la actividad de
las enzimas pectinmetilesterasa y p-galactosidasa, asi como los cambios
en la firmeza del fruto.

Evaluar el efecto de la aplicacion de Bacillus atrophaeus, y dos
recubrimientos comerciales solos 0 en combinacion en tomate, midiendo

parametros fisicoquimicos.
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Seleccién de materia prima y preparacion de tratamientos

Los frutos de tomate se adquirieron en el mercado local de Tepic, Nayarit, México
en estado de madurez verde o madurez fisiolégica. Los recubrimientos (Natural
shine y Semperfresh fueron proporcionados por el INIFAP Campus Santiago

Ixcuintla, Nayarit.

6.2 Seleccidon y preparacion de la Cepa

De acuerdo a los resultados obtenidos por Guardado y cols., (2016) se seleccion6
la cepa de B. athropheus B5, debido a sus propiedades en la disminucion de la

severidad e incidencia de patdgenos en frutos de aguacate y guanabana.,

Para la preparacion de la cepa se colocaron dos matraces, conteniendo cada uno
100 mL de medio KB liquido. A partir de un preindculo, se inocularon los medios de
cultivo y se estandarizaron a un valor de 0.01 de absorbancia. Se incubaron a 25 °C
durante 72 h con agitacion constante. Posterior a las 24 h se midio la absorbancia
en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 600 nm. Por medio de una curva
de calibracion se establecio que a estos valores corresponden a una concentracion
de 1.8x10° UCF/mL; en este punto el caldo obtenido se utilizd6 como tratamiento en

frutos de tomate. Como blanco se utiliz6 medio KB.
6.3 Preparacion de los recubrimientos

Los recubrimientos tanto semperfresh como natural shine fueron preparados a las
concentraciones indicadas por el proveedor (2% y 35% respectivamente), los

recubrimientos se mezclaron con medio KB.
6.4 Aplicacion de B. atropheus y recubrimientos

En el cuadro 6.1 se muestran las condiciones para los 6 tratamientos evaluados en

frutos de tomate. Posterior al tratamiento, los frutos se colocaron en una mesa con
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condiciones asépticas, se dejaron secar y se almacenaron a temperatura ambiente

para posteriores analisis.

Cuadro 6. 1 Preparacion de tratamientos aplicados en frutos de tomate solos y en combinacion.

Tratamiento Formulaciéon

Testigo Medio KB
1.8x10° UFC/mL

Bacillus atrophaeus

Natural shine (NS) 35% NS + 65% medio KB
Semperfresh (SF) 2% SF + 98% medio KB
Natural shine (NS) + B.

35% NS + 65% B. atrophaeus
atrophaeus

Semperfresh (SF) + B.

Y 0,
atrophaeus 2% SF + 98% B. atrophaeus

KB es el medio utilizado para el crecimiento de B. athrophaeus.

6.5 Muestreo de frutos de tomate

Para medir los parametros fisiolégicos se utilizaron 3 frutos por tratamiento,
midiendo diariamente la velocidad de respiracion (VR) y produccion de etileno (VPE)

del dia 1 al dia 8 de almacenamiento a temperatura ambiente.

Para medir parametros fisicoquimicos, se utilizaron 3 frutos por tratamiento para
cada dia de evaluacion. Los analisis se hicieron a los dias 0, 2, 4, 6 y 8; a los
mismos dias se tomd muestra para la evaluacion de la actividad de las enzimas
PME y B-gal.

6.6 Parametros Fisiolégicos de los frutos bajo estudio

Para verificar el efecto de los tratamientos bajo estudio, se analizaron algunos
parametros fisiol6gicos como la pérdida fisioldgica de peso, el patrén de respiracion
del fruto y la medicion de la produccion de etileno. A continuacion, se describen las

técnicas empleadas para realizar estos andlisis.
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6.6.1 Evaluacion del porcentaje de pérdida fisiolégica de peso (%oPFP)

Los frutos con y sin tratamiento se pesaron diariamente usando una bascula digital,
donde los resultados se expresaron como porcentaje de peso fresco perdido sobre
la base del peso inicial del fruto (Lester y Burton, 1986), de acuerdo a la ecuacién
1.

P inicial—P tual
A & 1 1\ T Ec 1

Peso actual

6.6.2 Determinacion del patron de respiracion del fruto.

La velocidad de respiracion (VR) se determind colocando el fruto en un recipiente
de vidrio hermético durante 1 h. Posteriormente, se tomd 1 mL de la mezcla de aire
del espacio libre de cabeza, a través de un septum en la camara, por medio de una
jeringa de vidrio de alta precision. Se inyectd al cromatégrafo de gases marca
Hewlett Packard modelo 6890; equipado con dos electrodos; la determinacion del

CO2 se llevé a cabo en el electrodo de conductividad térmica (Tovar y cols., 2001).

Se uso una columna HP-Plot Q de 1.5 m x 0.53 mm y 40 mm de espesor de pelicula.
La temperatura del puerto de inyeccion y de los detectores fue de 250°C. Se utilizd
como gas acarreador helio a un flujo de 7 mL/min. La velocidad de respiracion se

reporté en mL CO2 / kg-h, la cual se calculé6 mediante la ecuacién 2:

S (SRR SS)
kg - h E*F*J | H Ec.2

Donde:

C = Concentraciéon de CO: en el estandar (2%)

D = Volumen libre en la camara (mL)
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E = Peso del fruto (kg)

F = Tiempo de la ciruela dentro de la cAmara (h)

G = Volumen de inyeccion del estandar (mL)

H = Volumen de inyeccién del aire del ambiente (mL)

| = Volumen de inyeccién (mL)

J = Area registrada en el cromatograma para el CO2 del estandar

K = Area registrada en el cromatograma para el COz2 del aire del ambiente

L = Area registrada en el cromatograma para el CO2 de la muestra

6.6.3 Determinacién del patron de produccién de etileno en tomate.

La produccion de etileno se efectud en forma similar a la velocidad de respiracion
(Tovar y cols., 2001). Se tom6 muestra de la mezcla de aire del espacio libre de
cabeza, a través de un septum en la camara, por medio de una jeringa de vidrio de
alta precision y se inyecto al cromatégrafo de gases provisto de un detector de
ionizacion de flama para la determinacion del etileno. El etileno se reporté en uL/ kg

- h de acuerdo a la ecuacion 3:
2= (e 5]
kg —h E*F*I H Ec.3

Donde:

C = Concentracién de etileno en el estandar (0.0113 pL /mL)
D = Volumen libre en la camara (mL)

E = Peso del fruto (kg)

F = Tiempo del fruto dentro de la camara (h)

G = Volumen de inyeccion del estandar (mL)
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H = Volumen de inyeccién (mL)
| = Area registrada en el cromatograma para el etileno del estandar

J = Area registrada en el cromatograma para el etileno de la muestra

6.7 Evaluacion de la actividad de enzimas pectinoliticas

Después de la aplicacion de los distintos tratamientos con B. atrophaeus y los
recubrimientos de semperfresh y natural shine, se tomaron muestras y se
mantuvieron en congelacion (-80°C). Con el fin de verificar el efecto sobre la vida
de anaquel del fruto, se determiné la actividad de las enzimas pectinmetilesterasa y
B-galactosidasa, que son enzimas clave en la degradacion de la pared celular que

propician el ablandamiento en el epicarpio del fruto.

6.7.1 Determinacion de la actividad de la Pectinmetilesterasa (PME).

La obtencion del extracto enzimatico se realizé de acuerdo al método reportado por
Azzay cols., (1995). La extraccion se realizé a 4°C. Se emplearon 10 g de pulpa de
tomate y se agregaron 20 mL de bufer de extraccion (NaCl 1.6 M); se homogeneiz6
por 15 s utilizando un agitador magnético y se dejé en reposo durante 10 min.
Posteriormente se centrifugd a 11000 rpm por 1 h y el sobrenadante se utilizé para

medir la actividad de la enzima pectinmetilesterasa (PME).

La actividad enzimatica de PME se determino por el método descrito por Hagerman
y Austin (1986). La reaccion se llevo acabo con 2 mL de pectina al 1% (utilizando
NaOH para ajustar su pH a 7.5) como sustrato, 0.3 mL de azul de bromotimol y 0.25
mL de agua desionizada, esta mezcla se incubd a 37°C por 5 min, posteriormente

se afadié 0.1 mL de extracto enzimatico y se dejé reaccionar por 1 h.

Una unidad de actividad de la enzima (U) fue definida como el aumento de la
absorbancia de 0.001 por min a temperatura ambiente (Montalvo y cols., 2009) y
una unidad de actividad especifica se refiere a las unidades de actividad por mg de

proteina (U/mg proteina)
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Se midi6 la absorbancia de cada tubo a 620 nm en un espectrofotometro (GBC).

Para calcular la actividad se emple6 la ecuacion 4.

U G (@)
Atividad especifica ( . ) = Rt Ec.4
mg proteina (5, proteina)

Dénde:

AOD=Cambio en la absorbancia de tiempo 0 a 15 min
VmR=Volumen (mL)de la mezcla de reaccion
t=tiempo de reaccion final

df=factor de dilucion

6.7.2 Determinacién de la actividad de B -galactosidasa.

La obtencion del extracto enzimatico se realizo a 4°C. A 10 g de pulpa de tomate se
le agregaron 20 mL de amortiguador de citrato de sodio 0.1 M (pH = 4.6)
conteniendo 1 M de NaCl, 0.5% (p/v) de polivinilpirrolidona y 10 mM de 2-
mercaptoetanol. La mezcla se homogeneizé en un agitador magnético por 30 miny
posteriormente se centrifugd a 11,000 rpm por 60 min. El sobrenadante se usé para

analizar la actividad (Lazan y cols., 1986).

La mezcla de reaccion para determinar la actividad de la B -galactosidasa consistio
en 0.52 mL de amortiguador de citrato de sodio 0.1M (pH4.6) y 0.4 mL de p-
nitrofenil- B -D-galactopiranosa 13 mM como sustrato. Esta mezcla se incubé a 37°C
por 10 min, después se afiadié 0.08 mL del extracto enzimatico y se dejo reaccionar
15 min. Para detener la reaccion se afiadieron 2 mL de carbonato de sodio 0.2 M.
Los grupos p-nitrofenil formados se determinaron midiendo la absorbancia en el
espectrofotometro (GBC) a 415 nm (Lazan y cols., 1993), posteriormente del

extracto inicial se tomd muestra para la cuantificacion de proteina.
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6.7.3 Cuantificacion de proteina.

La determinacién de proteina se realiz6 por el método descrito por Bradford (1976).
Se dejo reaccionar 2 mL del reactivo de Bradford y 0.1 mL del extracto enzimatico
por 10 min; posteriormente se midi6 la absorbancia a 595 nm. Para cuantificar la
proteina se realiz6 una curva estandar (utilizando concentraciones 0.5, 1.5, 2.5, 3y
5) con albumina de suero bovino (ASB) tal como se describe en la ecuacion 5,

ademas se observa en la figura 6.1 la curva que fue utilizada.

Actividad Especifica = (U/ml)g)mg/ml) Ec.5

Donde:
U/mL: Unidades por mililitro
mg/mL= miligramos por mililitro de proteina

FD= Factor de dilucién

. Curva BSA

1.10 ~ )
1.00 H~
0.90 H
0.80 - °
0.70 - o

0.60 H
0.50 H
0.40 - —e— Absorbancia
0.30 A
0204 ©
0.10 A
0.00 T T T T T |

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion

Absorbancia

Figura 6. 1 Curva BSA para la cuantificacion de proteina en PME y 3-Gal
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6.7.4 Determinacioén de la Firmeza

Para la determinacion de la firmeza se utilizé un texturometro universal equipado
con un punzon de 10 mm de diametro; empleando la prueba de penetracion en 3
puntos a lo largo del fruto con cascara (extremos y medio). Se registraron la fuerza
de resistencia al corte y los resultados se expresaron en Newtons (N) (Dadzie y
Orchard, 1997).

6.8 Determinaciones fisicoquimicas en los frutos de tomate

Para complementar las evaluaciones fisiologicas y enzimaticas se evaluaron los
parametros fisicoquimicos mas relevantes en relacion con la vida de anaquel del
fruto. A continuacion, se describen las técnicas empleadas para evaluar cada

parametro.

6.8.1 Determinacién de solidos solubles totales (SST)

Para la determinacion de los SST se extrajo pulpa del fruto y con ayuda de un filtro
se obtuvieron gotas de la pulpa para realizar la medicion en un refractdmetro Atago.

Los resultados se reportaron en °Brix (A.O.A.C, 1990).

6.8.2 Determinacién del potencial de Hidrogeno (pH)

La pulpa del fruto fue molida hasta obtener una masa homogénea donde se
introdujo el electrodo para la medicion del pH, el cual se determiné utilizando un

potenciémetro marca Hanna Instrument pH 300 (A.O.A.C, 1990).

6.8.3 Determinacioén de la acidez titulable
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Se determiné por técnica volumétrica empleando 5 g de muestra homogeneizada
en agua destilada, titulando con NaOH 0.1 N valorado con fenolftaleina como
indicador. Los céalculos se reportaron en % de acido citrico, utilizando la ecuacion 6
(A.O.A.C, 1990).

(mL gastados de NaOH) (N del NaOH)(meq.Ac.citrico
g de muestra

% Ac. Citrico= )% 100 Ec.6
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Andlisis de los analisis fisiol6gicos y evaluacién de la firmeza del tomate

7.1.1 Pérdida fisiologica de peso (PFP)

Un parametro muy importante para conocer el efecto de un tratamiento sobre la

fisiologia de un fruto es la PFP.

En la Figura 7.1 se muestra la pérdida fisiolégica de peso de frutos de tomate. Los
frutos testigo tuvieron una mayor péerdida de peso (7.28%); seguido de los frutos
tratados con B. atrophaeus (6.90%), natural shine (6.78%) y frutos tratados con B.
atrophaeus + natural shine (6.57%); sin embargo, los mejores tratamientos para
disminuir la PFP del tomate fue la aplicacion del recubrimiento semperfresh (6.32%)

y el tratamiento combinado de semperfresh con B. atrophaeus (6.04%).

Esta disminucion de pérdida de peso cuando los frutos de tomate fueron tratados
con B. atrophaeus puede explicarse en virtud de que esta bacteria genera una
biopelicula tipo biofilm que estaria actuando como una barrera para disminuir la
pérdida de agua (Hugh 2009). Por otro lado, también debe tomarse en cuenta que
los recubrimientos son capaces de disminuir la pérdida de agua, debido a que
forman una barrera lipidica en la epidermis del fruto. Se observé que la efectividad
fue mayor con el recubrimiento semperfresh, lo que sugiere una mayor adherencia

a la superficie del fruto.

Carranza en 2017 aplicé un recubrimiento con base en carnauba en tomate y obtuvo
una pérdida fisiologica de peso de 6.4% al dia 8 de andlisis. Asi, podemos observar
gue el valor reportado en este estudio se encuentra cercano a los resultados
obtenidos por el tratamiento de semperfresh, pero por debajo de lo obtenido en la

combinacion de este con Bacillus atrophaeus.
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Figura 7.1 Pérdida fisiol6gica de peso de frutos de tomate al dia 8 de almacenamiento.

Se muestra el comportamiento de los frutos testigo y los tratados con B. atrophaeus,

natural shine, semperfresh y sus respectivas combinaciones.

Como puede observarse, La combinacion de semperfresh con B. atrophaeus, fue la
mas efectiva para disminuir la PFP (Figura 7.1). Probablemente la combinacion de
los metabolitos bacterianos y el recubrimiento ocasionaron una doble capa, o bien
puede ser que se haya formado una cubierta de mayor grosor que con los
tratamientos por separado, lo que impidiria en mayor medida la pérdida de agua del

fruto.
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7.1.2 Velocidad de produccion de etileno (VPE)

La hormona del etileno es una molécula clave en la maduracién de los frutos, por
ello la determinacion del pico de esta hormona es un indicador del comportamiento
del proceso de maduracién del fruto. En la Figura 7.2A se muestra el patrén de
produccion de etileno cuando se aplicaron los tratamientos en solitario. Se observa
gue hubo efecto significativo (p<0.05) sobre la VPE de los frutos de tomate solo en
el tratamiento con semperfresh. La maxima VPE se observo el dia 3 (8.45-10.12
pl/kg-h) de almacenamiento para los frutos de tomate testigo y los tratados con
natural shine y B. atrophaeus sin diferencias significativas. Los frutos tratados con
semperfresh presentaron un retraso del maximo pico del etileno de hasta 3 dias
con respecto a los otros tratamientos, ademas que este tratamiento tuvo la menor
produccion de la hormona (5.71 pl/kg-h, al dia 6). Este resultado se atribuye a que
el recubrimiento semperfresh puede crear una modificacion de la atmosfera interna,
como resultado de la formacion de una pelicula semipermeable en la superficie del
fruto, lo que reduce el oxigeno disponible para el tejido vegetal (Robles-Sanchez y
cols., 2013). Se ha demostrado que la enzima formadora del etileno (ACC oxidasa)
requiere de oxigeno para convertir el precursor del etileno (acido 1-
aminocilopropano-1-carboxilico) (Blankeship; Dole, 2003); por lo tanto, se puede
asumir que si se disminuye el intercambio de oxigeno en el fruto por el recubrimiento
se indujo a reducir la produccion de etileno. La maduracion y el ablandamiento de
los frutos climatéricos como el tomate son regulados por la biosintesis de etileno
enddgeno (Bennett y Labavitch, 2008). Esta hormona regula la expresion de genes
gue codifican para varias enzimas responsables del proceso de maduracion de los
frutos, entre ellas las que degradan la pared celular dando lugar al ablandamiento

y por lo tanto afectando la calidad poscosecha del fruto (Eskin y Hoehn, 2013).
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Figura 7. 2 Velocidad de produccion de etileno (VPE) de frutos de tomate testigo y tratados.

Bacillus atrophaeus, natural shine y semperfresh (A); los tratamientos en combinacién de B.

atrophaeus + natural shine y B. atrophaeus + semperfresh (B).
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En la Figura 7.2B se muestra el comportamiento del patrén de produccion de etileno
cuando se hicieron las combinaciones de B. atrophaeus con los recubrimientos. Se
puede observar que con los tratamientos combinados se obtuvo un mejor efecto
para retrasar la VPE de tomate. Cuando se aplicé B. atrophaeus mas el
recubrimiento natural shine en tomate, se logré disminuir y retrasar el pico de etileno
por 2 dias; mientras que en la combinacion de B. atrophaeus con semperfresh se
logré disminuir con una mayor efectividad, retrasando el méaximo valor de la
hormona por 3 dias. Esta disminucién en el pico de etileno puede ser posible debido
a que el recubrimiento forma una pelicula que disminuye el intercambio gaseoso y
el incremento del efecto al combinarse con B. atrophaeus podria ser porque algunos
metabolitos que genera la bacteria pudieran tener un efecto inhibitorio en la
percepcion del etileno, estos metabolitos al combinarse con el recubrimiento
tendrian mayor estabilidad generando un mayor efecto; por lo tanto, la combinacion
del recubrimiento con la bacteria causa un efecto aditivo en la inhibicion de la

biosintesis del etileno.

7.1.3 Velocidad de respiracion (VR) en frutos de tomate.

La velocidad de respiracion es un parametro muy importante ya que puede indicar
cuanto ha madurado el fruto, esto debido a que utiliza aztcares y acidos organicos
de reserva presentes en las vacuolas de las células (los cuales son cambios
fisioloégicos inducidos por el etileno) para aumentar su efecto en el fruto, el cual

provoca una maduracion mas rapida (Berbesi y cols., 2006).

En la figura 7.3A se observa que hubo efecto significativo de los tratamientos en la
VR de los frutos de tomate. Los frutos testigo presentaron el pico respiratorio el dia
3 de almacenamiento con 31.47 mL CO2/kg-h. Ademas, se compara los resultados
de los tratamientos en solitario y el testigo, se observa que tanto natural shine como
Bacillus atrophaeus por si solos presentan una disminucién del pico respiratorio, sin
embargo, no consiguen retrasar este parametro en el tiempo. En contraste,

semperfresh por si solo disminuye en gran medida el pico hasta en 3 dias en
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comparaciéon con el resto de tratamientos, por lo que asumimos que bajo este
tratamiento la maduracion de los frutos se ve disminuida. Bajo el tratamiento con
semperfresh se plantea que los frutos de tomate retrasan en su maduracion en
mayor medida debido a que disminuye el intercambio gaseoso en el fruto por medio
de una capa semipermeable (Robles-Sanchez y cols., 2013), lo cual trae consigo
una inhibicion del oxigeno interno, impidiendo la accién del precursor directo del
etileno (ACC oxidasa), evitando asi que el principal estimulante de la maduracion

se forme.
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Figura 7.3 Velocidad de respiracion (VR) de frutos de tomate testigo y tratados.

B. atrophaeus, natural shine y semperfresh (A), o la combinacién de B. atrophaeus + natural shine y

B. atrophaeus + semperfresh (B).

En la Figura 7.3B se comparan los 2 tratamientos combinados, observandose claras
diferencias, aunque la combinacion de la bacteria Bacillus atrophaeus con Natural
shine logra retardar el pico climaterico por 1 dia, la combinaciéon con semperfresh
es mas efectiva, logrando retardar el maximo de CO> por 3 dias con respecto al

testigo, lo que se traduce en una disminucion de la velocidad de maduracion. Si
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bien, semperfresh y la combinacién de semperfresh con Bacillus atrophaeus
alcanzan el pico respiratorio el mismo dia, se destaca que el tratamiento combinado
disminuye la tasa de respiracién en los dias previos a alcanzar el maximo valor, lo
cual sugiere que el metabolismo del fruto se lleva a cabo de manera mas lenta,
traduciéndose en la extensiéon de su vida de anaquel. Como se mencioné antes, se
asume que esto ocurre porque se disminuyé el intercambio de oxigeno en el fruto
debido a que el recubrimiento combinado con la bacteria form6 una doble capa o
capa de mayor grosor y se redujo la velocidad de respiracién, causando una

maduracion mas lenta.

Carranza en 2017, reporta un valor de 27.21 en la concentraciéon de COg,
observando una disminucién de la respiracion de su tratamiento a base de carnauba

con respecto al control, de manera similar a lo que se presenta en este proyecto.

Para corroborar que la disminucion de etileno efectivamente esta involucrada en la
actividad de enzimas relacionadas con el ablandamiento del fruto, se llevé a cabo
la medicion de la actividad de la PME y B-gal, para verificar la relacion de la actividad

de estas enzimas con la produccion de esta hormona.

7.2 Evaluacion de las enzimas pectinoliticas PME y B-gal.

7.2.1 Actividad de la pectinmetilesterasa (PME).

La PME es una de las principales enzimas causantes de la degradacion de la pared
celular, esta enzima es regulada por el etileno, ya que esta hormona activa la
transcripcion del gen que codifica para la PME. Al incrementar la actividad de esta
enzima se produce la degradacion de la pared celular dando lugar al ablandamiento
del fruto durante la maduracion (Eskin y Hoehn, 2013). Este ablandamiento hasta
cierto punto es deseable, sin embargo, cuando es excesivo se traduce en una

disminucién de la calidad poscosecha del fruto.

Los resultados mostrados previamente de concentracion de etileno y CO; (figuras
7.2y 7.3) corresponden con la actividad de la PME. En la Figura 7.4 Ay B se puede
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observar que en los frutos testigo hay una mayor actividad de la enzima
pectinmetilesterasa. Con respecto a los tratamientos bajo estudio, si bien natural
shine y Bacillus atrophaeus muestran diferencias significativas con respecto al
testigo es el tratamiento semperfresh donde se puede apreciar una disminucién mas
notoria de la actividad de la PME (Figura 7.3). Se puede inferir que los frutos con
una menor actividad de PME son frutos mas firmes a consecuencia de una
disminucion en el proceso de maduracién evidenciado por los resultados de la
produccién de etileno, con lo cual se complementa el resultado de la prueba anterior
donde por accion de la capa generada por semperfresh se ve reducida la produccién
de etileno debido a la disminucién del oxigeno interno del fruto, impidiendo que
actué la ACC oxidasa (Blankeship; Dole, 2003).
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Figura 7. 4 Pardmetro de la actividad de la PME de frutos de tomate testigo y tratados.

B. atrophaeus, natural shine y semperfresh (A), o la combinacién de B. atrophaeus + natural shine y

B. atrophaeus + semperfresh (B).

En la Figura 7.4B se observa que el tratamiento combinado de Bacillus atrophaeus
y natural shine presenta una reduccion significativa de la actividad de la PME sin
embargo se puede observar que la combinacion mas efectiva es la de semperfresh
con la bacteria, donde se logra una mayor efectividad. La aplicacién de la

combinacioén bacteria-semperfresh disminuyd notoriamente la actividad enzimatica
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de la PME en el fruto. Con lo cual nuevamente se interpreta que al ser reducida la
concentracion de etileno, la activacion y actividad de esta enzima se ve afectada.
Lo anterior puede deberse a una disminucién en la concentracién de la enzima
desde su biosintesis, ya que al disminuir la concentracién de etileno, la transcripciéon
del gen que codifica para la enzima se hace menos eficiente. Palomeque en 2012,
reportd una disminucién enzimatica al aplicar rizobacterias en tomate, obteniendo
una actividad especifica de aproximadamente 40 U/mg, valores que se encuentran
por encima de la actividad reportada en B. atrophaeus + semperfresh.

7.2.2 Actividad de B —galactosidasa

La B —galactosidasa es otra enzima pectinolitica de gran importancia en el proceso
de maduracion del fruto que también es inducida por el etileno. Esta enzima tiene
gran influencia en la degradacion de la pared celular del fruto, por cual se espera
gue al reducir la produccion de etileno enddgeno, se impacte negativamente sobre

la actividad de esta enzima.

De manera similar que los resultados de la PME, en las pruebas de la B—
galactosidasa en la Figura 7.5A se observan diferencias significativas tanto de
natural shine como Bacillus atrophaeus por si solos con respecto al testigo, sin
embargo es semperfresh el que logra reducir la actividad de esta enzima en mayor
medida, esto se estaria logrando al disminuir la concentracién de etileno, el cual
provoca una serie reacciones que desencadenan en la activacion de enzimas
pectinoliticas (Reid, 1985; Kader, 1992). Debido a su estructura lipidica semperfresh
produce una capa de menor permeabilidad que la de natural shine por lo cual es
mas efectiva y como ya se mencion6 anterioremente provoca una disminucion del
intercambio gaseoso e inhibe la accidén de la ACC oxidasa y con esto la formacion
del etileno (Blankeship; Dole, 2003).
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Figura 7. 5. Pardmetro de la actividad de la B-gal de frutos de tomate testigo y tratados.

B. atrophaeus, natural shine y semperfresh (A), o la combinacién de B. atrophaeus + natural shine y
B. atrophaeus + semperfresh (B).

En la Figura 7.5B se compara la actividad enzimatica de los tratamientos
combinados y el testigo, mostrando notables diferencias a favor de las
combinaciones, teniendo una actividad muy baja en comparacion del testigo, si bien
el tratamiento de la bacteria combinado con natural shine logra reducir la actividad

de la B —galactosidasa, es al combinarse con semperfresh donde se obtiene mayor
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efectividad, esto debido a que se esta disminuyendo el intercambio de oxigeno en
el fruto por la capa que se formd, reduciendo la produccién de etileno al impedir que
actué la enzima formadora del etileno (ACC oxidasa), la cual requiere de oxigeno
para convertir a su precursor directo (ACC) (Blankeship; Dole, 2003).

Palomeque (2012), reporta que sus frutos control presentan una mayor actividad

enzimatica, del mismo modo que se presenta en este trabajo.

Como el ablandamiento de los frutos esta relacionado con la actividad de las
enzimas pectinoliticas, resultd obligado evaluar la firmeza de los frutos para
experimentalmente tener una correlacion de estos dos paradmetros. A continuacion,

se muestran los resultados de esta evaluacién bajo los diferentes tratamientos.

7.2.3 Determinacion de firmeza en frutos de tomate.

Como se ha venido mencionando, la firmeza del fruto se ve afectada principalmente
por la actividad de las enzimas pectinoliticas, al evaluar estas enzimas bajo los
diferentes tratamientos se observo que todos estos, en menor 0 mayor grado, tanto
en solitario como en combinacion, tuvieron un efecto significativo en la disminucién
de la actividad de las enzimas estudiadas (Figuras 7.4y 7.5), por lo que se esperaba

gue los tratamientos también tuvieran un efecto en la textura del fruto.
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Figura 7. 6 Paradmetro de firmeza en frutos de tomate testigo y tratados solos o en combinacién.

En la Figura 7.6 se observa un descenso muy marcado de la firmeza en los frutos
testigo, siendo esto quienes mayor pérdida de este valor muestran, si bien tanto B.
atrophaeus como natural shine por si solos muestran diferencias significativas con
respecto al testigo, es semperfresh quien presenta una mayor efectividad a la hora
de mantener la firmeza del fruto, lo cual indica que se estaria disminuyendo en
mayor medida la actividad de las enzimas que degradan la pared celular y que
provocan cambios fisiologicos en los frutos, conservando asi una mayor
consistencia aun en el dltimo dia de analisis, cabe sefialar que este efecto se ve
incrementado cuando se combina semperfresh con B. atrophaeus, ya que denota
una mayor efectividad sobre el retraso de la maduracion, esto corresponde a todos
los resultados anteriores, los cuales derivan en la conservacion de la firmeza del
fruto y con ello una extension de la vida de anaquel, lograndolo por medio de la
inhibicién de etileno, al impedir la accion de su precursor directo a causa de la

efectividad que semperfresh y B. atrophaeus consigue con su doble capa que
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disminuye el oxigeno interno (Blankeship; Dole, 2003), esto conlleva a una
reduccioén de la actividad de las enzimas pectinoliticas (Bennett y Labavitch, 2008).,

reduciendo asi el efecto degradativo que estas tienen sobre la pared celular.

De acuerdo a lo indicado por Cantwell (2004), quien realiza una clasificacion del
tomate, indica que la firmeza, en funcién de la resistencia al corte, puede variar
desde valores inferiores a 8 N en tomates muy blandos hasta superiores de 25 N,
en tomates muy firmes, también sefiala que los tomates en estado de madurez
fisiologica rondan los 11 N variando un poco segun la variedad de tomate. Los
resultados obtenidos se aproximan a lo anteriormente reportado, comenzando con
alrededor de 9 N al dia 0 de almacenamiento y conforme transcurre el proceso de
maduracion en la pared celular del fruto ocurre un ablandamiento de los tejidos del
fruto debido a la acciébn de las enzimas pectinoliticas, la cual se estaria

disminuyendo.

Todo lo anterior complementa a los resultados de analisis realizados previamente,
donde se observo una disminucion de la actividad de enzimas pectinoliticas (PME
y B-gal), lo cual coincide con una menor concentracion del principal estimulante de
la maduracion, el etileno, es por esto que se estaria teniendo resultados favorables
sobre el retraso de la maduracion ya que como antes se describid, la produccion de
esta hormona se ve bloqueada debido al recubrimiento que se esta formando, el
cual le impide ser sintetizado y realizar su funciones como catalizador de la

maduracion.
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Finalmente, para correlacionar el proceso de maduracion entre la respiracion y
produccién de etileno, la actividad enzimatica y los parametros de calidad del fruto,
se evaluaron diferentes pardmetros fisicoquimicos. Los resultados de estos

parametros se muestran a continuacion.

7.3 Parametros fisicoquimicos

El etileno es una hormona clave en el proceso de maduracién de los frutos, no solo
regula la produccién de enzimas relacionadas con el ablandamiento del epicarpio
del fruto sino que también es un regulador positivo de otras muchas enzimas que
participan en la maduracion, como las enzimas responsables de la aparicion de
aroma y color caracteristico de los frutos al madurar, de las enzimas que provocan
cambios fisiologicos que van a dar lugar al incremento de azucares y reduccion de
acidos organicos que se involucran en diferentes rutas metabdlicas. Es por ello que
resulta interesante después de haber evaluado el comportamiento de la produccion
de etileno bajo los diferentes tratamientos en estudio, evaluar los parametros
fisicoquimicos y establecer su relacion con el proceso de maduracién del fruto. Para
esto se evaluaron parametros de solidos solubles totales, pH, y acidez titulable. En

el cuadro 7.1 se resumen los valores obtenidos.
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Cuadro 7. 1 Parametros fisicoquimicos (SST, pH y acidez titulable) en frutos de tomate testigo y

tratados solos o en combinacion.

Tratamiento

ol T BA NS SF BA+NS BA+SF
Solidos solubles totales (°Brix)
0 3.85+0.02 cA 3.75+0.02 bA 3.75+0.02 bA 3.67 £ 0.01 abA 3.75+0.02 bA 3.65+0.02 aA
2 437+0.05cdB  425+0.02bB  4.31+0.09bcB  4.08+0.07 aB 4.23+0.05bB 4,01+0.05 aB
4 4.65+0.02dC 4.45+0.02cC 451 +0.05cC 4.23+0.03bC 4.37+0.01cC 4.11+0.05aC
6 485+002dD  467+0.01cD 473+0.03cD  4.35%0.02bD 455+0.02cD  4.18+0.07 aCD
8 5.07 + 0.05 dE 491+005cE  493+0.02cE  4.51+0.05bE 4.72 £0.07 cE 4.31+0.09 aD
Potencial de Hidrégeno (pH)
0 418+0.01dA  417+0.02dcA 415+0.03cA 413+0.02baA 416+0.02dcA  4.11+0.01 aA
2 436+0.02dB  4.32+0.03cbB 4.33+0.02cbB 428+0.01bcB  4.31+0.02bB 4.26 +0.02 aB
4 452 +0.01eC 448+001dC  448+001cC 444+0.02bcC 445+0.01cbC  4.39%+0.01aC
6 4.63+0.01eD 458+001cD  458+0.01cD  452+0.01bD  4.54+0.01bD 4.47 £0.02 aD
8 4,75+ 0.02 eE 469+001dE  468+0.02dE  4.59%0.01bE 4.63+0.01cE 453 +0.01 aE
Acidez titulable (% acido citrico)
0 0.36 £ 0.01 cbA 0.36 £ 0.02 aA 0.35+0.01cbA 0.35+0.02 chbA 0.36 £ 0.02 aA 0.35+ 0.01 bcA
2 0.31+0.02 aB 0.33+0.01 bB 0.32+0.01cbB  0.33+0.02cdB 0.33+0.01 cdB 0.34+0.01 deB
4 0.24+£0.01 aC 0.26 + 0.02 cC 0.26 + 0.02 bcC 0.29+0.01dC 0.28+0.01dC 0.31+0.02cC
6 0.19+0.01 abD 0.22+0.01 bcD 0.23+0.01 bcD 0.26 + 0.02 eD 0.25 + 0.02 deD 0.28 + 0.01 fDE
8 0.16 £ 0.01 aE 0.18 + 0.01 bE 0.19 + 0.01 bcE 0.23+0.01 eE 0.21+0.01dE 0.25+ 0.01fE

Los valores son la media + Desviacidn estandar (n=3). Letras minUsculas distintas en las filas, indica
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). Letras mayusculas distintas por columna indica

diferencias significativas por tratamientos.

En el cuadro 7.1 se observan los resultados de los analisis fisicoquimicos.
identificandose los frutos testigo como aquellos que presentaron un mayor
contenido de solidos solubles totales (obteniéendose mayor cantidad de
carbohidratos debido a la degradacion de almidones lo que se traduce en un
incremento de los azucares en el fruto), también se puede ver que tienen un pH mas
alto y un descenso notorio de la acidez, de acuerdo con Berbesi y cols., (2006) esto
es debido a que los acidos organicos de reserva presentes en las vacuolas de las
células, son transformados durante el proceso de maduracion por la propia célula a
azucares gque son utilizados para la respiracion, lo que ocasiona una disminucién de
la acidez del medio y con ello un aumento del pH), lo cual indica que su maduracién

esta siendo alcanzada mas rapidamente que el resto de los frutos.
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Los resultados obtenidos en frutos testigo coinciden por lo reportado por Ramirez y
cols., (2004), en su estudio acerca de la influencia de la temperatura sobre procesos
fisiologicos en poscosecha de tomate, determinaron un contenido promedio de
solidos solubles durante el almacenamiento de este producto entre 3,8 y 4,5 °Brix.
Cantwell en 2004, indicé que el contenido de sélidos solubles de los tomates en
general, se sitla entre 3,5y 7,0 °Brix, dependiendo de la variedad. Carranza en
2017 utiliz6 una emulsion de aceite agua (la cual contenia carnauba) como
recubrimiento para la conservaciéon de tomate y reporté un valor de grados Brix en
sus muestras de 4.5 a 4.9, valores que se encuentran por encima de lo que aqui se

reporta.

Reina en 1998, observo fluctuaciones con una tendencia descendente, al conservar
el producto en condiciones ambientales (28°C y 65% HR). Arana y cols., (2007)
consideran que los tomates que presentan caracteristicas Optimas en cuanto a
sabor y aroma, poseen un pH entre 4 y 5. valores en los cuales se encuentran los
frutos testigo. Carranza en2017, reportoé un valor de 4.3 de pH y un porcentaje de
acidez (reportado como % de acido citrico) de 0.39 a 0.34. Los cuales se encuentran

en mayor cantidad que lo que se muestra en este trabajo.

En los frutos tratados con B. atrophaeus y natural shine se muestran diferencias
significativas con respecto al testigo, obteniéndose resultados mas efectivos cuando
se combinan. Sin embargo, el Unico tratamiento que por si solo mostr6 mayor
diferencia significativa es semperfresh, incluso resulta mas efectiva que la
combinacion de la bacteria y natural shine. Este efecto se ve incrementado cuando
se realiza la combinacion de semperfresh con B. atrophaeus, el cual es el
tratamiento mas efectivo para el retardamiento de la maduracion de los frutos de

tomate analizados.

Interpretandose que en el caso de los sdlidos solubles totales los frutos testigo
alcanzaron al dia 8 de andlisis un valor de °Bx de 5.07 mientras que la combinacién
de B. atrophaeus y semperfresh permanecio en 4.31 °Bx, de manera similar pero
en el parametro de pH al dia 8, el tratamiento combinado alcanza un valor de 4.53,

el cual es claramente diferente al obtenido en el testigo de 4.75, asi mismo pero en
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acidez titulable BA+SF mantuvo su porcentaje de acido citrico en 0.25 mientras que
el tratamiento testigo descendi6 hasta 0.16.

En general se estaria reduciendo el efecto de estos pardmetros fisicoquimicos
debido a la inhibicion del etileno que como ya se mencion6 es el principal
estimulante de la maduracion, este se ve bloqueado, en mayor medida con la
combinacién del recubrimiento semperfresh y Bacillus atrophaeus, ya que forma una
doble capa que disminuye el oxigeno interno que necesita la ACC oxidasa para
formar a la hormona catalizadora de la maduracién (Blankeship; Dole, 2003).
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

Se obtuvo un retraso en los patrones de respiracion y produccion de etileno como

efecto de los tratamientos empleados.

Los tratamientos aplicados atenuaron la actividad de las enzimas pectinoliticas
pectinmetilesterasa y 3-galactosidasa, siendo el tratamiento de B. atrophaeus con

semperfresh el méas efectivo.

Los valores de los parametros fisicoquimicos mostraron diferencia significativa con
respecto al control en todos los tratamientos (B. atrophaeus, natural shine y
semperfresh), pero la mayor diferencia se dio al combinar la bacteria con los
recubrimientos, siendo la combinacion de esta con semperfresh el tratamiento mas

efectivo para retrasar la maduracion
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