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2. RESUMEN

La frutilla es un fruto que contiene una gran cantidad de compuestos flavonoides, los
cuales le confieren un alto valor nutricional, ademas de potentes funciones antioxidantes y

antiinflamatorias.

Como una forma de satisfacer las necesidades en la demanda de productos agricolas se
han estudiado técnicas de proteccion de los cultivos para asi obtener mayor rendimiento y
calidad de estos productos. Es asi como se ha estudiado el efecto el acido jasmonico (JA) y
su éster metilico metil jasmonato (MeJA). En este sentido, se ha demostrado que aplicado
exodgenamente en frutos tanto en campo como en el laboratorio (sistema de maduracion in

vitro), tiene un efecto acelerador en la maduracion.

Para evaluar el efecto de la aplicacion de la fitohormona MeJA en la calidad del fruto de
frutilla durante la postcosecha, se realizaron aplicaciones de este compuesto en campo sobre
plantas en etapa productiva, a partir de la floracion hasta fruto maduro, en la localidad de
Pelluhue (Region del Maule, Chile). El ensayo comprendié un disefio al azar con 3
tratamientos con diferente nimero de aplicaciones de MeJA: 1 (M1), 2 (M2) y 3 (M3) mas
un control (sin MeJA). Una vez maduros los frutos se cosecharon y se realizaron evaluaciones
durante postcosecha (0, 24, 48 'y 72 hrs). En la presente memoria de titulo se evalud el efecto
de MeJA en diversos parametros fisicoquimicos: solidos solubles, acidez titulable,
acumulacion de compuestos fendlicos, como antocianinas y proantocianidinas ademas de la
respuesta antioxidante (enzimas antioxidantes) durante post cosecha, obteniendo efectos con

derecha relacién al namero de aplicaciones de MeJA



3. INTRODUCCION

La actividad silvoagropecuaria es la principal actividad econdmica de la Region del
Maule, y la produccidn de frutos, en especial la frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) tiene

un alto impacto econémico a nivel local y nacional e internacional.

La gran demanda de este fruto radica entre otros, en sus atributos organolépticos como
sabor, color y aroma, ademas de su alto contenido de compuestos antioxidantes como acidos
fendlicos, flavonoides y antocianinas. Estudios recientes resaltan la relacion entre estos

compuestos y la disminucion en la incidencia de enfermedades crénico-degenerativas.

La rica diversidad climatica de nuestro pais permite el amplio cultivo de F. x ananassa,
sin embargo, este fruto posee una corta vida post-cosecha ademas de una alta susceptibilidad
a la infeccion por patdgenos principalmente de hongos. Debido a la necesidad de satisfacer
las demandas del mercado, en relacién a los productos agricolas, es que se han desarrollado
diversas técnicas tendientes a proteger los cultivos, para asi tener mayores rendimientos y a
la vez productos de mejor calidad. La necesidad de mantener los alimentos frescos en general
y prolongar su periodo de vida de postcosecha, han motivado a investigar distintas
tecnologias de conservacion de frutos, entre los cuales destacan control en la temperatura de
almacenamiento, la aplicacion de radiacion ultravioleta, el almacenamiento en atmdsferas
modificadas y la aplicacion exdgena de fitohormonas. Sin embargo, estos tratamientos tienen
una serie de inconvenientes, como por ejemplo, su alto costo ademas de que, algunos de ellos,
pueden afectar la estabilidad de los compuestos antioxidantes de la frutilla, sobre todo de las

proantocianidinas.

Los jasmonatos (JAs) son fitohormonas relacionadas a la respuesta de estrés en plantas,
derivadas de lipidos, que regulan adaptaciones de las plantas al estrés bi6tico y abidtico,
incluyendo la herbivoria y la infeccion por patégenos. También se ha descrito una variedad
de actividades fisiologicas y de crecimiento de plantas inducidas por JA que incluyen

fertilidad, determinacion del sexo, formacion de d6rganos de almacenamiento, procesos



reproductivos, elongacion de la raiz, maduracion y senescencia de la fruta, defensa oxidativa
e interaccion con otras hormonas, funciones fisioldgicas relacionadas con el JA son la
estimulacion de la germinacién en semillas inactivas, la acumulacion de proteinas de
almacenamiento, regulacion de enzimas antioxidantes, senescencia, sintesis de néctar floral,

herbivoria, resistencia sistémica, desencadenantes del metabolismo secundario de la planta.

Se ha descrito que metil jasmonato (MeJA), un tipo de JAs, produce efectos positivos en
postcosecha, aumentando la firmeza y el contenido de antocianinas,en estudios in vitro, por
lo que se postula que las aplicaciones exdgenas de MeJA en campo, en distintas etapas de
desarrollo del fruto mejora estandares de calidad, la acumulacién de compuestos fenélicos y

su respuesta antioxidante en post-cosecha.



4. MARCO TEORICO

4.1 Antecedentes generales de Fragaria x ananassa

Fragaria x ananassa, frutilla o fresa, es una planta herbacea que pertenece a la familia
Rosaceae, género Fragaria (1). El género Fragaria abarca especies en niveles de ploidia que
van desde diploides a decaploides. Los dos octoploides silvestres, F. virginiana y F.
chiloensis, son especies hermanas y los progenitores de la fresa cultivada octoploide F. x
ananassa (2), la cual se origind en el siglo XVI11 a través de hibridacion y fue documentada

por el botanico Antoine Nicolas Duchesne (3).

La fresa se ha considerado una fruta no climatérica, ya que no hay un aumento de
respiracion y produccion concomitante de la hormona etileno, que desencadena el proceso
de maduracién (4). Es una planta de tipo herbaceo y perenne, constituida por tallos cortos o
coronas en forma de rosetas. Las coronas estan formadas por entrenudos cortos y muy
préximos, de 2 mm aproximadamente de longitud, donde se localizan los primordios foliares,
radicales y yemas a partir de los cuales se originan los estolones o tallos rastreros de donde
se reproducen las plantas hijas. Las plantas hijas son de gran importancia ya que

comercialmente constituyen el principal método de propagacion en frutillas. (3).

Fragaria x ananassa se encuentra distribuida desde el circulo artico en el oeste de Norte
America hasta el extremo mas austral de Chile y Argentina, el origen de la frutilla chilena es
poco claro, aunque se presume que fue introducida desde Norte América por aves

migratorias. (5).



4.1.2. Caracterizacion de flavonoides y contenidos antioxidante.

El desarrollo y la maduracion de la fruta de fresa implica cambios fisiolégicos y
bioquimicos complejos, que van desde la acumulacion de azlcar hasta la produccion de
importantes compuestos volatiles que contribuyen al sabor final de esta. Los frutos de
Fragaria x ananassa contienen altas concentraciones de flavonoides (6). En las fresas verdes,
es decir inmaduras, los flavonoides estan representados principalmente por proantocianidinas
(PAs), mientras que en las frutas maduras también se acumulan las antocianinas, que estan
relacionadas con el color rojo del fruto (7). Es por esto que las frutillas son apreciadas en
todo el mundo como un alimento de sabor agradable a menudo asociado con efectos
medicinales o para mejorar la salud. Son una fuente rica de antioxidantes y una fruta comun
e importante en la dieta mediterrdnea debido a su alto contenido de nutrientes esenciales y
fitoguimicos beneficiosos, que se relacionan con una actividad biolégica relevante en la salud
humana. Segun Carvajal et al. (1) el contenido de sustancias activas, entre ellas los
antioxidantes, esta controlado genéticamente, pero su expresion fenotipica esta condicionada

por variables ambientales como la luz, la temperatura, la humedad o el nivel de fertilizacion.

El grupo de compuestos fendlicos en fresa que histéricamente ha recibido la mayor
atencion, son las antocianinas, responsables del color rojo brillante de estas bayas. La
concentracion y la composicion de las antocianinas son, por lo tanto, importantes para la
calidad sensorial de las frutas y los productos, ademas de poseer posibles beneficios para la
salud (8). A estas se le atribuyen un sinfin de efectos, como por ejemplo los descritos por
Wang and Jiao (9) que describen una correlacién positiva entre la actividad antioxidante y el
contenido total de fendlicos o antocianinas en mora, arandano, frambuesa y frutillas
observandose actividades antioxidantes contra los radicales superdxido (O27*), peroxido de
hidrogeno (H202), radicales hidroxilo (« OH) y oxigeno singlete (*02).

Las PAs son productos finales oligoméricos y poliméricos de la ruta biosintética de los
flavonoides donde sus componentes basicos son, la catequina y epicatequina. Estas estan

presentes en los frutos, la corteza, las hojas y las semillas, donde brindan proteccion contra
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la depredacion por lo cual su mayor expresion es en estadios inmaduros (10). Sin embargo a
medida que el fruto va alcanzando su estado maduro, el contenido de estos compuestos es
significativamente menor. Por el contrario, el contenido de antocianinas tiene una tendencia
completamente opuesta; estados mayormente maduros acumulan una gran cantidad de

antocianinas (7).

Se ha informado que los flavonoides y otros compuestos de Fragaria spp. son buenos
compuestos antioxidantes que han demostrado neutralizar los efectos dafinos asociados con
las lesiones inducidas por especies reactivas del oxigeno (ROS) (11). Recientemente
Elkhadragy et al. (12) evidencid efectos protectores del extracto metandlico de F. x ananassa
contra la neurotoxicidad inducida por cloruro de cadmio en un modelo de rata, donde
compuestos de esta fruta protegen el tejido cerebral de la toxicidad neuronal inducida por el
anterior compuesto, al mejorar el sistema antioxidante y al aumentar las actividades

antiapoptéticas y antiinflamatorias.

4.1.3. Actividad enzimética de Fragaria x ananassa

Segun Asghari and Aghdam (13) el sistema de defensa de las plantas contra el estrés
oxidativo consta de dos lineas; la primera linea de defensa se denomina genes de evitacion
de ROS e incluyen oxidasa alternativa (AOX) y la segunda, se denomina genes de captacién
de ROS que incluyen genes que codifican principalmente a las enzimas superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), el ciclo de ascorbato / glutation, y el sistema de peroxidasa. Como
indico Rao (14) el metabolismo de las ROS se controla mediante esta serie de enzimas
antioxidantes interrelacionadas, dependiendo en gran medida de la coordinacién de estas

enzimas (Fig. 1).

El radical anion superdxido se convierte eficientemente en peroxido de hidrogeno (H202)
por la accion de SOD, mientras que el H20- se destruye predominantemente por ascorbato
peroxidasa (APX), guayacol peroxidasa (GPX) y CAT (15). La lipoxigenasa (LOX) cataliza
la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados y se cree que es un contribuyente importante
al dafo de la membrana inducido por enfriamiento en el tejido vegetal (11).
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En relacion con la localizacion subcelular de estas enzimas se observa que la enzima SOD
esté presente en casi todos los compartimentos celulares como en cloroplastos, citosol,
mitocondria, apoplasto y peroxisomas; mientras que la GPX y CAT se localizan en los
peroxisomas (16). La presencia de estas enzimas en frutos cosechados conlleva a una
reduccion de ROS y a alargar la vida postcosecha de la fruta durante el almacenamiento en
frio (17).

REPRESENTACIPON ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Xanthi i Uric acid 0
anthine r
ﬁ IC acCi Hzoz 2
CAT
0, 0F —2a H,0, 2 H,0
APX
0," + 2 H* o, Ascorbate Dehydroascorbate

+ 2 H*

FIGURA 1: Principales reacciones de metaloenzimas involucradas en el metabolismo de
ROS (especies reactivas del oxigeno) de las células vegetales. XOD, xantina oxidasa; SOD,

superdxido dismutasa; CAT, catalasa; APX, peroxidasa de ascorbato. (18)

4.1.4. Contenido de solidos solubles (CSS) y acidez titulable (AT) de Fragaria x ananassa

Una caracteristica atribuible de calidad de fruta es la sensacion de dulce / acido vy el
balance entre estos dos atributos. EIl dulzor y la acidez se pueden cuantificar mediante la
medicion del contenido de sélidos solubles (CSS) y la acidez titulable (AT). Las paredes
celulares contienen grandes cantidades de polisacaridos, principalmente pectinas y celulosa,
y se digieren debido a la actividad de las enzimas que degradan la pared celular, lo que

conduce a un aumento significativo en el CSS. A medida que incrementa el estado de
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madurez se presenta un aumento en los solidos solubles y el indice de madurez. Este
comportamiento en los sélidos solubles, se explica por la hidrolisis de diversos polisacéridos
estructurales tales como almidon, pectinas de la pared celular, hasta sus componentes
monomeéricos bésicos, por lo cual se acumulan azucares (13). Martinez-Bolafios, Nieto-
Angel (19) menciona que el mayor contenido de sélidos solubles en frutos les confiere una
mayor calidad, y que los azucares son los principales compuestos solubles en los frutos de
frutilla; de los cuales fructosa, glucosa y sacarosa son los que se encuentran en mayor

cantidad.

La AT indica el porcentaje de &cidos organicos contenido en la fruta. La pérdida de acidez
durante el desarrollo se debe a incrementos en el pH de los frutos o en la relacién sélidos
solubles/acidez ya que el contenido de acidez titulable disminuye continuamente a medida

que el desarrollo progresa (12).

La relacion entre el nivel de solidos solubles y acidez titulable es un indicador simple de
la calidad de la fruta ya que bajas relaciones CSS/AT se asocian a una buena calidad de
postcosecha y, al contrario, altos indices se asocian con una mayor incidencia de hongos que

causan pudricion durante el almacenamiento (20).

4.2. Metil jasmonato (MeJA)

El &cido jasmonico (JA) y su éster metilico, el metil jasmonato (MeJA), son derivados de
lipidos de plantas que se parecen a los eicosanoides de mamiferos en su estructura y
biosintesis (21). Las plantas producen compuestos volatiles y no volatiles, incluidas las
fitohormonas, que les ayudan a adaptarse al entorno cambiante, en donde se destaca a MeJA
que es un compuesto volatil fragante inicialmente identificadas de las flores de Jasminum
grandiflorum, y se ha demostrado que se distribuye de forma ubicua en la planta. La
naturaleza volatil de MeJA condujo al descubrimiento de su papel como sefial en las

respuestas celulares de la planta, interacciones herbivoras e interacciones planta-planta (22).
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La via de sefalizacion de MeJA es parcialmente conocida, sin embargo es sabido que que
los efectos de esta fitohormona serian por la induccion de la biosintesis de Jasmonato
bioactivo. La concentracion de este compuesto varia segun el tipo de tejido, la etapa
fenoldgica y estimulos externos los cuales podrian inducir sefiales defensivas directa o
indirectamentenque podrian cambiar ampliamente el perfil de los metabolitos volatiles. Por
lo tanto, los niveles mas altos de MeJA se reportan en tejidos reproductivos y flores, mientras

que los niveles mas bajos se encuentran en las hojas y raices maduras (23).

Se presume que MeJA interactla con receptores especificos en las membranas y el nucleo
que activarian una via de sefializacion, resultando en la induccion de factores de transcripcion
con activacion o represion de genes regulados por MeJA. Ello modula negativamente la
actividad de las enzimas que hidrolizan enlaces glicosidicos entre los componentes de la
pared celular para inhibir la degradacion de la pared celular en las frutas, por lo tanto mejora

la firmeza y resistencia al dafio mecénico (24).

Por otra parte, al igual que las células humanas, el proceso de envejecimiento y
senescencia en plantas esta altamente relacionado con los radicales libres, ROS, estreses
(bidticos y abitticos), patdgenos y las lesiones por frio, siendo responsables de la explosion
oxidativa en las células de las frutas cosechadas, lo que lleva a un mayor dafio a la membrana
y la actividad de la polifenol oxidasa, que es la causante del pardeamiento enzimatico. Se ha
informado que la aplicacion exdgena de MeJA activa algunas proteinas de choque térmico
(24). El uso de tecnologias de poscosecha adecuadas es esencial para disminuir los efectos
adversos de las condiciones de estrés y la tasa de envejecimiento; mantener la calidad
nutricional y mejorar la vida de almacenamiento de las frutillas (15). Segun indic6 Asghari
(17) la aplicacién de MeJA exdgena mejora la actividad de SOD, CAT y APX en frutos de
nispero cosechados, lo que lleva a una reduccion de ROS. Ademas, el aumento en la actividad
de SOD en los melocotones y la actividad de CAT en los tomates se ha reportado como

resultado del tratamiento posterior a la cosecha con MeJA (25).

La mayoria de las evaluaciones de MeJA se han ocupado de aplicaciones de frutas en
postcosecha. Se ha demostrado que los tratamientos con MeJA desacelerando los cambios en

los atributos fisicos como el color, el peso, la firmeza y la cantidad de compuestos bioactivos
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(contenido fendlico, antioxidantes) y mejoran la vida de almacenamiento en algunas frutas
(23). Se sugiere que las JAs promueven la maduracion de las frutas no climatéricas a través

de su participacion en la acumulacién de antocianinas. (26).

15



5. HIPOTESIS

Aplicaciones en campo de MeJA en frutos de Fragaria x ananassa mejoran la calidad
del fruto, y aumentan la capacidad antioxidante y el contenido de antocianinas y

proantocianidinas en la postcosecha en forma proporcional al nimero de aplicaciones

6.- OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar el efecto de las aplicaciones de MeJA en condiciones de campo durante el
desarrollo y crecimiento del fruto en la calidad del fruto, la acumulacién de compuestos

fenolicos y su respuesta antioxidante en la post-cosecha.

6.2 Obijetivos Especificos

o Determinar los efectos de las aplicaciones de MeJA en el contenido de solidos
solubles (CSS) -acidez titulable (AT), antocianinas y proantocianidinas durante
almacenamiento de postcosecha.

o Determinar el efecto de las aplicaciones de MeJA en la respuesta antioxidante durante
el almacenamiento de postcosecha

o Asociar el nimero de aplicaciones de MeJA con los parametros de calidad,

acumulacién de compuestos fendlicos y respuesta antioxidante en postcosecha.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

Frutos maduros de Fragaria X ananassa se recolectaron desde parcelas experimentales
en la localidad de Pelluhue (Region del Maule, Chile) en la temporada de produccién 2016-
2017.

7.2 Productos quimicos y tratamientos

Para los tratamientos se utilizd 0.25 mM MeJA (Sigma—Aldrich) més 0,05% (v/v) Tween-
20 (Sigma-Aldrich) (pH 4.3), y como control 0,05% (v/v) Tween-20 (pH 4.3). Los frutos que
recibieron el tratamiento control (C1, C2, C3) solo recibieron la solucién de 0,05% (v/v)
Tween-20 (pH 4.3). Los frutos que recibieron el tratamiento con MeJA (M1, M2, M3, donde
corresponden a 1, 2 y 3 aplicaciones durante el desarrollo y crecimiento del fruto
respectivamente) contenia tanto la solucion MeJA como la solucion Tween-20, como se

muestra en la Tabla 1.

Tratamientos
Control C1 C2 C3
MeJA Replicas bioldgicas
M1 M1-1 M1-2 M1-3
M2 M2-1 M2-2 M2-3
M3 M3-1 M3-2 M3-3

TABLA 1: Los tratamientos M1, M2 y M3 corresponden al nimero total de aplicaciones de
MeJA que se efectuaron a través del tiempo (0, 24, 48 y 72 horas), durante el desarrollo de

los frutos (1, 2 y 3 aplicaciones respectivamente) con sus respectivas réplicas bioldgicas.
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7.3 Disefio experimental

La aplicacion de los tratamientos se realizo a partir de floracion hasta fruto maduro con
una unidad experimental de 3 parcelas por tratamiento con un total de 12 parcelas en los 4
tratamientos (Tabla 2), donde se distribuyeron 30 plantas por parcela con un total de 90
plantas dispuestas al azar por tratamiento (Tabla 3), los cuales fueron segmentados distintos

tiempos de almacenamiento post-cosecha (0, 24, 48 y 72 h)

Tratamiento Floracion Fruto inmaduro Fruto maduro
(blanco)
M1 -- -- X
M2 -- X X
M3 X X X
Control - - --

TABLA 2: Aplicaciones de MeJA (1, 2 y 3 aplicaciones) que se efectuaron a través del
tiempo durante el desarrollo de los frutos, en donde M3 comienza con su primera aplicacion
desde la floracion hasta fruto maduro, la segunda aplicacion en fruto inmaduro y la tercera
en fruto maduro; M2 desde fruto inmaduro hasta fruto maduro y M1 solamente en fruto

maduro.

De cada parcela por tratamiento se tomaron 3 réplicas bioldgicas (Tabla 1) y cada una de
ellas con sus 3 réplicas técnicas (denominadas R), para cada tiempo de almacenamiento
postcosecha (Ej. M1-1 R1, M1-1 R2, M1-1 R3, hasta M3-3 R3 cada una indicada a las 0,24,
48 y 72 horas) las cuales fueron utilizadas para los 8 parametros por muestra y por tiempo
(antocianinas, PAs, actividad enzimética de SOD, CAT, POD, APX, contenido sélidos
solubles (CSS) y acidez titulable (AT)) analizados con los respectivos controles. Para cada

réplica técnica, en cada determinacion, se midieron por triplicado.
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7.4. Extraccion y preparacion de las muestras

Las frutas de cada tratamiento fueron transportados al laboratorio en condiciones de
refrigeracion y para su almacenamiento se empaquetaron en contenedores de plastico (12,5
cm de ancho; 12,5 cm de profundidad; 4,5 cm de altura) y se dividieron al azar para los
distintos tiempos de almacenamiento postcosecha (0, 24, 48 y 72 h) rotulados de acuerdo a
los intervalos anteriormente mencionados y se almacenaron a una temperatura de 24°C + 3°C

con 60% de humedad relativa.

Para los andlisis de relacion solidos solubles y acidez titulable (CSS-AT), antocianinas y
PAs el fruto fue molido manualmente en nitrogeno liquido y para los ensayos enzimaticos
las muestras fueron homogenizadas con un equipo, Ultra-Turrax Digital High-Speed

Homogenizer (IKA, Australia) conservandose a -20°C.

7.5 Determinacion de antocianinas

La cuantificacion de antocianinas se realizo de acuerdo al protocolo modificado de Lee,
Durst y Wrolstad (27). Se utilizaron 200 mg (0,2 g) de frutilla molida con nitrégeno liquido
los cuales fueron dispuestos en microtubos &mbar. A cada tubo se le agreg6 1,5 ml de
solucion etanol, 1,5 M de HCI en una proporcion 85:15, y se incub6 a 4°C en oscuridad por
toda la noche. Luego las muestras se incubaron en hielo por 10 min, agitando de vez en
cuando. Posteriormente, se centrifugd a 12000 rpm por 10 min a 4°C. De la fase acuosa, se
tomd 400 uL que se dispusieron en un nuevo microtubo ambar. A cada réplica se
traspasaron 200 ul a dos microtubos nuevos, en donde a uno se le afiadié 800 uL de
solucién 0,025 M KCl a pH 1.0, y al otro se le agregd 800 pL de acetato de sodio 0,4 M a
pH 4,5. Finalmente en placas de 96 pocillos se deposito 240 uL y se midio la absorbancia a
516 nm en el equipo lector de absorbancia TECAN M200 (Tecan Trading AG, Suiza). La
concentracion de cada antocianina se calcul6 segun la siguiente formula y se expresa como
pelargonidina equivalentes, en base a la Ley de Lambert-Beer utilizando un coeficiente de
extincion molar de 31600

Concentracién antocianinas (equivalentes de pelargonidina) = AX MW xDFx 103
exL

19



Donde A es la absorbancia = (A pH de 1,0 - A de pH 4,5), MW es el peso molecular (g/mol)
=449,2 g/ mol para pelargonidina, DF es el factor de dilucién (200 mg de la muestra se diluye
a 1,5 ml, df = 10), £ es el coeficiente de extincion (L mol* cm™) = 31600 para pelargonidina,
donde L (longitud de la trayectoria en cm) =1, y por lo tanto, el resultado reportado se expresa

como equivalentes de pelargonidina.

7.6. Determinacién de prontocianidinas (PAS)

Para la determinacion del contenido total de PAs se utilizé el método modificado descrito
por Prior et al. (28) Se utilizaron 200 mg de frutilla molida con nitrogeno liquido,
Posteriormente se llevo a un tubo de 1,5 mL con 1 mL de 80:20 (v/v) acetona:agua destilada.
Luego fueron sonicadas a temperatura ambiente por 30 min. En una placa de poliestireno
para mediciones de absorbancia en rango visible de 96 pocillos se agregdé 70 uL de 80%
etanol acidificado (36% de HCI con 12,5 mL de H20 destilada y 75 mL de 91% de etanol)
para los blancos y 70 uL de muestras (diluidas 1:50), correspondientes a los diferentes
tratamientos con 210 pL de p-dimetillaminocinnamaldehido (DMACA). La placa se dejo
incubar por 20 min a temperatura ambiente para posteriormente medir a 640 nm en un equipo
lector de absorbancia TECAN M200 (Tecan Trading AG, Suiza). Se calcul6 la concentracion
de cada muestra mediante una regresion lineal en base a las absorbancias de una curva

estandar de catequina.

7.7. Determinacion de actividad enzimética

Las proteinas solubles totales se extrajeron después de volver a suspender 1 g de polvo de
tejido de fruta congelada en 5 ml de tamp6n de extraccién que contenia 1 ml de 500 mM de
fosfato de potasio (pH 7.8), 500 uL 10 mM de EDTA de sodio (pH 7), 5% (p/p) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) y 50 uL. de 500 mM 4cido ascorbico (el acido ascorbico se

utilizo6 solo para la extraccion de enzimas APX). EI homogeneizado se centrifug6 a 10,000 x
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g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se utilizo para la determinacién de la catalasa

(CAT), el ascorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (POD).

7.7.1. Determinacion actividad de catalasa (EC 1.11.1.6 (CAT))

Para la determinacion de la actividad de la enzima CAT se utiliz6 el método modificado
de Garcia-Limones, et al. (29) modificado. El medio de reaccion contenia 30 uL 500 mM de
tampon de fosfato de potasio (pH 7), 68 uLL de 88 mM de H.O2 y 40 uL de extracto de enzima
en bruto en un volumen final de 300 pL. La reaccion se inicid después de la adicion de H20»,
y la disminucion en la absorbancia del peréxido se midi6 a 240 nm. La actividad especifica
se expresd como peroxido de hidrogeno (mmoles/g PF). La concentracion de producto de

CAT se calcul6 segun la siguiente formula, en donde DF corresponde al factor de dilucion.

c tracion (mM g-1) (Concentracion(M) x Vol. de reaccion (ml) x Buf fer de extraccion (mL) ) « DF
oncentracion (m :
g Vol de extracto(mL) X Peso (g)

7.7.2 Determinacion de ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11 (APX))

Para la determinacion de APX se utilizé el método modificado de Garcia-Limones, et al.
(29). La mezcla de reaccion consistio en 60 pl a 500 mM de tampon de fosfato de potasio
(pH 7), 20 uL a 5 mM de acido ascorbico, 1,2 uL. a 88 mM de H202, 20 uL a 10 mM de
EDTA de sodio (pH 7) y 20 pL de extracto de enzima en bruto en un volumen final de 300
pL. La reaccion se inicid después de la adicion de H20», y la oxidacion del &cido ascorbico
fue monitoreado a 290 nm. La actividad especifica se expresé como Dehidroascorbato
(mmoles/g PF). La concentracion de producto de APX se calcul6 segun la siguiente formula,

en donde DF corresponde al factor de dilucion.

c tracion (mM g-) <Concentracion(M) X Vol. de reaccion (ml) x Buf fer de extraccion (mL) ) DF
oncentracion (m : X
g Vol de extracto(mL) X Peso (g)
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7.7.3. Determinacion de guaiacol peroxidasa (EC 1.11.1.7 GPX))

La determinacion se realiz6 de acuerdo al método modificado de Rao, et al. (14) La mezcla
de reaccion contenia 60 puL. de tampon de fosfato de potasio 500 mM (pH 7), 2,5 ul a 10 mM
de sodio-EDTA (pH 7.0), 16,2 uLL a 88 mM de H2O2, 60 uL. a32 mM de guaiacol y 105 pL
de extracto de enzima en bruto en un volumen final de 300 pL. Se detect6 actividad de GPX
de manera espectrofotométrica basada en la formacion de tetraguaiacol y el consiguiente
aumento de absorbancia de este compuesto a 470 nm. Se expresé la actividad enzimatica
especifica como tetraguaiacol (mmoles/g PF), donde en la formula que se muestra a

continuacion DF es el factor de dilucion.

c traci ( u _1) (Concentracion(M) X Vol. de reaccion (ml) X Buf fer de extraccion (mlL) ) o DF
oncentracion (m :
g Vol de extracto(mL) X Peso (g)

7.8. Determinacion contenido solidos solubles (CSS) y acidez titulable (AT)

Para la determinacion de CSS y AT se utiliz6 el método de Saavedra et al.(30) modificado.
Se pesaron 2 gramos de fruto y se homogenizé con 5 ml de agua destilada para posterior
filtrarla con gasa. Para la mediciéon de CSS se utilizé un refractometro digital HI 96801,
Hanna (Hanna, Romania) con un volumen de muestra correspondiente a 150 pl por cada
replica técnica. El resultado fue expresado en ° Brix. El resto del filtrado fue disuelto 1/10 en
agua destilada y se titularon con un titulador semi automatico Digitrate Pro, Jencons
(Jecons,UKA) usando 25 ml por réplica, las cuales se llevaron a pH 8,2 con una solucién

0,025 M de NaOH vy los resultados fueron expresados como gramos de acido citrico /L.

__ FDx[equiv.Acido citrico x N (NaOH) x volumen NaOH (L)]

volumen muestra (L

AT
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7.9. Andlisis estadistico

Las determinaciones se obtuvieron para cada tratamiento con el promedio de 3 réplicas
bioldgicas = desviacion estandar. Cada replica bioldgica incluye 3 réplicas técnicas. El
software Infostat version5.0 para Windows se utilizo para el analisis estadistico, utilizando
el andlisis de varianza de una via (ANOVA) y el test Tukey para comparaciones multiples a

un nivel de significancia P < 0.05.
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8.- RESULTADOS

8.1.Contenido de antocianinas

En cuanto al contenido de antocianinas, se observo diferencias estadisticamente
significativas con un mayor contenido de antocianinas en M3 en relacién al control, durante
todos los tiempos de postcosecha (Fig. 2). Ademas, el tratamiento M3 tiene mayor valor que
el M1 en los tiempos 0, 24 y 72 (figura 2). Ademas a las 24 horas se observo una tendencia
en el aumento del contenido de antocianinas en relacion al nimero de aplicaciones, donde
los frutos que tenian menor ndmero de aplicaciones se relaciona con un menor contenido de

antocianinas.
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Figura 2: Contenido de antocianinas totales (ug pelargonidina/g PF) en frutos de frutilla
durante la post cosecha (0, 24, 48 y 72 h), tratados en precosecha con MeJA, en donde: M1,
M2 y M3 corresponden a 1, 2 y 3 aplicaciones de MeJA con sus respectivo control (C) sin
tratar. Los datos corresponden a la media + DE (n = 20). Los ** representan diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en cada tiempo (p< 0,05) y los *** un
valor p (=0.0001).
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8.2 Contenido de proantocianidinas (PAS)

En el contenido de PAs (figura 3) se observé diferencias solo en el tiempo 0. Se mostrd una
relacion entre el nimero de aplicaciones y el contenido de PAs ya que existe un mayor
contenido de PAs en el tratamiento M3 en comparacién con M1 y M2. Durante los tiempo

24, 48 y 72 las PAs se mantuvieron sin diferencias significativas.
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Figura 3. Contenido de proantocianidinas totales (ugeg-1 peso fresco) en frutos de frutilla
tratadas con MeJA durante la poscosecha (0, 24, 48 y 72 h) después del tratamiento previo a
la cosecha con MeJA (M1, M2 y M3) y control (C). Los datos corresponden a la media + DE
(n = 20). Los **** representan diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos en cada tiempo (valor p (<0.0001)).
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8.3 Actividad enzimaética de catalasa (CAT), guaiacol peroxidasa (GPX) y ascorbato
peroxidasa (APX)

8.3.1Actividad enzimatica de CAT

La actividad de la enzima CAT, como un importante antioxidante muestra que a mayor
numero de aplicaciones de MeJA presentd una menor actividad catalitica mostrandose una
relacion inversa entre namero de aplicacion de MeJA y su actividad enzimatica (figura 3

A), mostrando una mayor actividad enzimatica con tan solo una aplicacion, en todos los

tiempos.
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Figura 3 A: Efectos de la actividad de las enzimas CAT en poscosecha con la aplicacion en
campo de Me JA. Los datos corresponden a la media £ DE (n = 20). La letra a representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en donde con valor p (<
0,0001) y b con valor p= 0.0001.
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8.3.2 Actividad enzimatica de GPX

Se observo que la actividad de GPX aumenta proporcional al nimero de aplicaciones en
los tiempos 0, 24 y 48, mostrandose una considerable actividad enzimatica en las muestras
control, siendo muy similar a la actividad a los frutos tratados con MeJA en M1. A su vez se
observé que en el tiempo 72 no hay diferencias significativas entre los frutos tratados y las

muestras control, sin embargo se observa una actividad enzimatica constante. (Figura 3 B)

GPX
— 400 7
" o .
o a
; 3001 " M1
) c
° —c I —C a - M2
—2
€ e M3
I r —4
~ 200+ 'I' 'I' I
° I
S | I
©
E 100 +
(=2}
©
©
ol 0 -
Q q/b(
Tiempo (h)

Figura 3 B: Efectos de la actividad de las enzimas GPX en poscosecha con la aplicacion en
campo de Me JA. Los datos corresponden a la media + DE (n = 20). ). La letra a representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en donde con valor p (<
0,0001) , b con valor p=0.0001, c von valor p (< 0.001) y d con valor p (< 0,005).
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8.3.2 Actividad enzimatica de APX

La mayor diferencia entre la actividad enzimética de frutos control y frutos tratados con
MeJA los mostrd esta enzima ya que se observd en todos los tiempos una diferencia
estadisticamente significativa entre los controles (figura 3C). No obstante, no hay una clara
tendencia del aumento de producto relacionado al nimero proporcional de aplicaciones de
MeJA.
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Figura 3C: Efectos de la actividad de la enzima APX (C) en poscosecha con la aplicacion en
campo de MeJA. Los datos corresponden a la media + DE (n = 20). La letra a representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en donde con valor p (<
0,0001) y b con valor p= 0.0001.
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7.4.Relacion contenido solidos solubles (CSS) y acidez titulable (AT).

La relacion de CSS/AT no mostro diferencias estadisticamente significativas entre las

frutillas tratadas con MeJA con aplicacion M1, M2 y M3, sin embargo se muestra una clara

tendencia al alza de la relacion al nimero ascendente de aplicaciones de MeJA, observandose

un alza en la relacion CSS/AT en los distintos tiempos (figura 4).
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Figura 4: Efectos en la relacion de CSS/AT en frutos tratados con MeJA en la poscosecha.
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9.-DISCUSION

Se ha informado que los tratamientos con Metil jasmonato exdgenos promueven la
sintesis de antocianinas (31) y los hallazgos del presente estudio concuerdan con el efecto
de MeJA observado en el aumento en el contenido de antocianinas en las frutas tratadas con
esta fitohormona. El aumento en equivalentes de pelargonidina visto en los resultados se
explican ya que en la frutillas la pelargonidina-3-glucésido y la pelargonidina-3- O malonil-
glucédsido representan el 80% y el 14% del contenido total de antocianinas, respectivamente,
que se acumulan al final del proceso de maduracidon (32), Por lo cual se podria inferir que la
aplicacion de MeJA participa la biosintesis de antocianinas en frutillas a través de la
activacion de la sefializacion de MeJA por un aumento en la biosintesis de JA-lle ((33) En
este estudio el uso de MeJA muestra un aumento del contenido de antocianinas siendo este
proporcional al nimero de aplicaciones exdgenas de esta MeJA como se ve en la fig. 2, de
esta forma las muestras tratadas con tres aplicaciones (M3) exhibieron una aumento
significativo (p <0,05) de antocianinas en comparacién con el contendido de muestras
tratadas con una aplicacion. Estos resultados son similares a los de Ju, Liu (34) en donde el
tratamiento mejoré la sintesis de estructuras y la regulacion de los genes en la via de las

antocianinas.

Lo expuesto en los resultados de PAs muestra una diferencia estadisticamente significativa
en el tiempo 0, relacionandose con el nimero de aplicaciones (M3) de esta fitohormona. A
medida que se aumenta el tiempo poscosecha y nimero de aplicaciones de MeJA las
concentraciones de proantocininas se mantienen altas y sin diferencias significativas. Ante
lo tratado, por Pang et al. (35) muestra resultados similares, explicando que, existiria un
aumento en los niveles de PA insolubles en las Gltimas etapas del desarrollo de la fruta,
viéendose aumentadas, lo que sugirio que las proantocianinas en frutillas son inicialmente

solubles y posteriormente se insolubilizan ,probablemente en la pared celular (36).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son formas parcialmente reducidas o excitadas

de oxigeno atmosférico (O.) producidas continuamente en las celulas durante el
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metabolismo aerobico (37). Pueden causar lesiones celulares extensas o la muerte, pero
desempefian un papel central en muchas vias de sefializacion en plantas involucradas en la
percepcion del estrés, la regulacion de la fotosintesis, la respuesta de patégenos, la muerte
celular programada, la accion hormonal y el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Cualquier factor que disminuya las actividades metabolicas celulares y contribuya
en sistemas de defensa contra diferente tipo de estrés, disminuira la tasa de produccion de
radicales libres y la senescencia que conduce a la preservacion de antioxidantes (17). Una
mejora a lo antes mencionado se observa en las frutillas tratadas con MeJA, en las cuales se
observan actividades significativamente mas altas de catalasa (CAT), guaiacol peroxidasa

(GPX) y ascorbato peroxidasa (APX) en comparacion a las muestras control.

El alzade la actividad enzimatica mostradade CAT y GPX, en frutos tratados con MeJA,
se relaciona con otros estudio, por otros autores en frutos de nispero, los cuales concluyen
que MeJA contribuye a la eliminacién mas fuerte de peroxido de hidrogeno (H20y
(15).Segun lo mencionado por Cao et al. (15) una progresiva baja en la actividad de CAT,
tal como en esta investigacion, sugieren que, el efecto de MeJA reduce de la aparicion de
lesiones por enfriamiento y se correlaciona con una actividad enzimatica antioxidante
mejorada. A su vez se sabe que CAT y GPX funcionan de forma sinérgica para desintoxicar
los radicales libres, por lo cual el alza con sélo con una aplicacion de MeJA, en la actividad
enzimatica de CAT, podria ser responsables de la eliminacion de ROS durante el estrés, y
GPX podria ser responsable de la mantencion de ROS en niveles bajos, mediante

sefializacion (37).

La mayor alza de la actividad enzimatica en APX frutos tratados, se ha observado en otros
estudios, en donde Petriccione et al (38) indico que CAT podria ser responsable de la
eliminacion de ROS durante el estrés, y APX podria ser responsable del ajuste fino de ROS

durante la sefializacion, mostrandose mayor actividad de esta.
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Uno de los aspectos que refleja la madurez es el comportamiento de contenido de solidos
solubles (CSS) y acidez titulable (AT). El contenido de CSS esté constituido por 80 a 95%
de azucares y la medida de CSS se encuentra asociada con los azucares disueltos en el jugo
celular (17). Con respecto a la calidad del fruto, relacién de contenido de sélidos solubles
(CSS) y acidez titulable (AT) (figura 4) las diferencias de SSC y de AT se atribuyeron a los
distintos grados de maduracién y al tratamiento con MeJA(38).esto dado por que la
acumulacion de los azucares se asocia con el desarrollo de la calidad 6ptima para el consumo;
aunque los azUcares pueden ser transportados al fruto por la savia, también son aportados por
el desdoblamiento de las reservas de almidon de los frutos. Fischer y Martinez (39) afirman
que cuando el fruto de la uchuva presenta su contenido de azlcares mas alto ha alcanzado su

madurez fisioldgica, lo cual coincide con lo hallado para el estado M3 en la figura 4.
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10.-CONCLUSION

Los resultados nos muestran que MeJA tiene un papel clave en la mejora de la vida de
postcosecha de las frutillas, los sistemas de defensa y antioxidantes. El tratamiento de las
frutas cosechadas con MeJA, puede mejorar significativamente la vida de almacenamiento
de la fruta, mejorar los atributos de calidad, y calidad nutricional al aumentar la capacidad

antioxidante total y la actividad de las enzimas de defensa de la fruta.

Los efectos en la aplicacion de esta fitohormona muestra una clara tendencia en los efectos
ya sea de CSS y AT, antocianinas, proantocianinas durante el almacenamiento de
postcosecha a mejorar estos parametros mostrando una clara alza de ellos. . Esta mejora se
mostré una relacionarian directamente proporcionalmente al nimero de aplicaciones en
campo de MeJA en la mayoria de los parametros medidos, por lo cual se responde a la
hipotesis.

El efecto antioxidante fue potenciado por el uso de MeJA sin embargo no se relaciona con
el nimero de aplicaciones, puesto que, tanto para CAT, APX y GPX la mejor actividad
enzimatica se obtienen con tan solo una aplicacion. Con lo anterior se desprende que para
mejorar los parametros de calidad de acumulacion de compuestos fendlicos y respuesta
antioxidante como un todo, hace falta estudios, en donde la concentracién de MeJA se optima
y muestre una mejora en todos los pardmetros con el mismo nimero de aplicaciones, la cual
pudiese ocuparse en campo por pequefios y grandes agricultores como una técnica mas de

mejoramiento de produccion.
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