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RESUMEN GENERAL

El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto del jugo de brocoli (glucosinolatos)
en la inhibicion de Alternaria in vitro y en
vivo. In vitro las esporas del hongo fueron
colocadas en PDA, con diferentes
concentraciones de jugo de brdcoli: 0.15,
0.11, 0.07, 0.04, 0.0y O pg/ul. Como
resultado se obtuvo que la concentracion
0.07 pg/ul inhibi6 en un 100 % la
germinaciéon de esporas de Alternaria
alternata a las 6 horas de evaluacion. En
vivo la calidad postcosecha de Arugula
almacenada a 0, 4 °C y temperatura
ambiente por 15 dias, fue estimada
mediante inoculacion de esporas de
Alternaria con concentraciones de: 2.98
pg/ml + inéculo; 1.49 pg/ml + inéculo; con
solucién de esporas de Alternaria (1x10°) y
testigo. La severidad e incidencia del dafio
se evalu6 cada tercer dia mediante angulo
hue, croma, luminosidad, clorofilas, CO,,
etileno, &cido ascorbico, capacidad
antioxidante, fenoles, vitamina C, etanol, y
acetaldehido, fueron las variables a medir
en la Aragula. La concentracion de 2.98
pg/ml y la temperatura de 0 °C permitieron
gue se conservaran los parametros de
calidad en excelentes condiciones al final
del almacenamiento y con 0 % de dafio por
hongos.

Palabras clave: Antifingico, Arugula,
Sélidos solubles, calidad

Tesista 2Director

GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate
the effect of broccoli juice (glucosinolates)
in the inhibition of Alternaria in vitro and in
vivo. In vitro fungal spores were placed on
PDA, with different concentrations of
broccoli juice: 0.15, 0.11, 0.07, 0.04, 0.01 y
0 pg/ul. The concentration 0.07 pg/pl
inhibited in  100% inhibited spore
germination of Alternaria alternata at 6
hours of evaluation. In vivo evaluation was
performed postharvest evaluating quality of
arugula stored at 0, 4 °C and room
temperature for 15 days. Inoculation was
estimated by inoculating of Alternaria
spores were done using concentrations of
298 pg/ml + inoculum, 1.49 pg/ml +
inoculum Alternaria spore solution (1x106)
and control. The severity and incidence of
fungus damage was assessed every third
day by angle hue, chrome, brightness,
chlorophyll, CO,, ethylene, ascorbic acid,
antioxidant capacity, phenols, vitamin C,
ethanol and acetaldehyde. The
concentration of 298 ug/m and
temperature of 0 °C kept post-harvest were
the quality parameters kept in excellent
conditions at the end of storage and
produced 0 % of fungus damage.

Key words: Antifungal, Arugula, soluble
solids, quality
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION GENERAL

El consumidor de productos vegetales precortados, también llamados minimos
procesados, espera un alimento cuyas caracteristicas de apariencia, aroma,

sabor y textura sean idénticas o muy proximas a los productos frescos.

Sin embargo con el crecimiento en su demanda también han surgido nuevos
problemas de contaminacion microbiana. La calidad y seguridad microbioldgica
de los productos vegetales frescos cortados es un aspecto esencial en su
procesamiento y distribucién, su contaminacién puede ocurrir en cualquier
punto entre el cultivo y el consumo de los mismos. Para lograr productos de alta
calidad que cumplan con estos requisitos es necesaria la puesta en practica de
métodos de conservacién con bajo impacto sobre el alimento y a menudo una

combinacion inteligente de ellos (Gonzéalez-Aguilar, 2005).

Hoy en dia los consumidores demandan productos vegetales como la Arlgula,
(Eruca sativa Mill.), perteneciente a la familia Brassicaceae, originaria de la
region Mediterranea, que se distribuye en todo el mundo. En Japon la Aragula
ha demostrado ser una planta util de potencial econémico desde 1990 debido a
su sabor ligeramente picante y ciclo bioldgico corto (40 a 60 dias) (Kim et al.,
2004). Las hojas y tallos jovenes se comen en ensaladas y son especialmente
apreciados por su sabor Unico, poco picante (Char et al., 2012) consumida en
Italia, como un ingrediente en la pizza. La Ardgula ha aparecido en los

mercados estadounidenses de California (Morales y Janick 2002) y se puede



encontrar en los supermercados selectos de México como una especialidad
verde. Ademas se considera que el consumo de plantas aromaticas en la dieta
diaria tiene un efecto benéfico para la salud, ya que son una excelente fuente
de vitaminas, antioxidantes, minerales y fibra, ademas de poseer bajo contenido
caldrico (Herrero y Romero 2006). La Arugula presenté un cultivo de gran
relevancia con importantes cualidades para ser procesada en esta modalidad,
comercializada ya sea sola o en mezcla para ensaladas (Nicola et al., 2010).
Desafortunadamente esta hierba es susceptible al deterioro, asi como al dafio
causado por Alternaria, hongo patégeno que causa la pérdida de calidad del
producto, y acorta el tiempo de vida de anaquel. Motivo por el cual se considerd
el uso de la refrigeracion durante el almacenamiento (Kader, 2003) siendo
eficiente en la disminucién de las alteraciones mecénicas, microbiolégicas y
biol6gicas, de tal modo que actualmente es una alternativa ampliamente
utilizada durante el manejo postcosecha (Tonoiven, 2004).

Por otra parte el uso indiscriminado de compuestos que afectan la salud
humana y el ambiente tiende a disminuirse en todos los eslabones de la cadena
alimentaria y se buscan otras alternativas. Una de ellas es el uso de derivados
de origen natural para el control de enfermedades. Las plantas, en su evolucién
han desarrollado mecanismos de defensa contra insectos, hongos, bacterias y
otros organismos nocivos, y los metabolitos secundarios producidos por ellas
constituyen una de esas barreras (Chirinos, 2009).

Los glucosinolatos son una serie de compuestos del metabolismo secundario
de las plantas principalmente del orden de los Capparales como las

pertenecientes a la familia Brassicale; estos compuestos se se clasifican como
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S-glucésidos, ya que son el resultado del enlace de un azucar reductor y el
azufre de una molécula que no tiene caracter de hidrato de carbono (conocida
como aglucona). Estos compuestos no son volatiles y carecen de fragancia, se
sintetizan y almacenan en las plantas como precursores relativamente estables
de los isotiocianatos. Los glucosinolatos son solubles en agua debido a que la
molécula de glucosa imparte caracteristicas hidrofilicas a diferencia de los
isotiocianatos que presentan propiedades hidrofébicas; se hidrolizan cuando el
tejido del vegetal se rompe a consecuencia de un dafio mecénico, entonces la
enzima mirosina se pone en contacto con el sustrato y libera moléculas de
glucosa, de bisulfato y de la correspondiente aglucona; posteriormente, ésta
dltima experimenta un acomodo intramolecular que genera isotiocianatos,
nitrilos, metil isotiocianatos, metil nitrilos y tiocianatos (todos de bajo peso
molecular), los cuales son responsables del aroma y olor tipico de estos
productos. Los glucosinolatos intactos tienen actividad biologica limitada, pero
aumentan su actividad cuando son hidrolizados a isotiocianatos. El brocoli es la
principal fuente natural de los mismos, los cuales constituyen mas del 80 % de
los glucosinolatos totales presentes en este vegetal (Campas-Baypoli, 2009).
También han sido identificados como los agentes responsables de la reduccion
de riesgo de cancer en personas que consumen dietas ricas en vegetales
cruciferos (Falk et al., 2004). Adicionalmente, tienen la propiedad de controlar el
crecimiento de microrganismos patdgenos tales como Fusarium spp., Alternaria
spp., Aspergillus spp., Penicillium spp y Rhizopus spp., que han sido reportados
como agentes causantes de enfermedades producidas por los alimentos y/o

descomposicion de los mismos (Viuda-Martos et al., 2007).



La actividad antimicrobiana de estos compuestos se debe a que atacan la pared
celular, membrana celular, enzimas metabdlicas, la sintesis de proteina y el
sistema génico. Cada uno de estos puntos, son esenciales para el desarrollo
celular, por lo tanto si uno es atacado o inactivado la velocidad de crecimiento
del microorganismo se ve minimizada (Rodriguez-Sauceda, 2011). Es por ello,
gue se ha considerado de interés el estudio de técnicas combinadas, como la
aplicacion de refrigeracién y el uso de extracto de jugo de brocoli en la

conservacion y vida de anaquel de Arugula.



CAPITULO Il

2. EFECTO DEL JUGO DE BROCOLI SOBRE LA GERMINACION DE

ESPORAS DE Alternaria alternata IN VITRO AISLADAS DE ARUGULA



2.1 RESUMEN

El hongo Alternaria alternata, es
considerado uno de los principales
patégenos de plantas, ocasiona el
sintoma de la mancha de la hoja,
en hortalizas de hoja, a nivel
mundial. Los glucosinolatos son
productos naturales, derivados del
brécoli, que contienen nitrégeno y
azufre, y se ha comprobado su
actividad antifangica en otras
investigaciones. Con base en lo
anterior, el presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar la eficacia del
jugo de brocoli in vitro en el control
de Alternaria. Para la realizacion del
experimento se colectaron hojas de
Arugula, con sintomas de la mancha
de la hoja de las cuales se aislo e
identificé al hongo Alternaria sp. Las
esporas del hongo fueron colocadas
en PDA, con diferentes
concentraciones de glucosinolatos
(ugo de brocoli) 0.15, 0.11, 0.07,
0.04, 0.01 y O pg/pl. Como resultado
se obtuvo que las concentraciones
0.07, 0.11 y 0.15 pg/ul inhibieron en
un 100 % la germinacion de
esporas de Alternaria alternata a las
6 horas de evaluacion. La
concentracion letal media Clso fue
de 0.028 pg/ul. Como conclusién se
puede mencionar que los
glucosinolatos (jugo de brocoli)
poseen un potencial antifingico y
pueden ser usados como
tratamiento en postcosecha con el
fin de disminuir los dafios causados
por Alternaria en Arugula.

Palabras clave adicionales: Eruca
sativa, glucosinolatos, antifingico,
identificacion molecular, inhibicion

2.2 ABSTRACT

The fungus Alternaria alternata, is
considered one of the major plant
pathogens, causing the symptom of
leaf spot in leafy vegetables
worldwide. The glucosinolates are
natural products derived from
broccoli, which contain nitrogen and
sulfur, and have proven their
antifungal activity in  previous
studies. Therefore, in this study the
main objective was to evaluate the
effectiveness of broccoli juice in the
control of Alternaria in vitro.
Conditions were collected to carry
out the experiment were collected
Arugula leaves with symptoms of
leaf spot of which was isolate the
fungus was identificated to be
Alternaria sp. Fungal spores were
placed on PDA medium together
with  different concentrations of
glucosinolates (broccoli juice): 0.15,
0.11, 0.07, 0.04, 0.01 y O pg/ul . The
obtained results were result was that
concentrations 0.07, 0.11 and 0.15
pg/pl inhibited 100 % in  the
germination of spores of Alternaria
alternata at 6 hours of evaluation.
Mean lethal concentration LCsy was
0.028 pg/pl. Thus, it can be
mentioned that glucosinolates (from
broccoli juice) have antifungal
activity and therefore they can be
used as post-harvest treatment in
order to reduce the damage caused
by Alternaria in Arugula.

Additional Keywords: Eruca sativa,
glucosinolates, antifungal, molecular
identification, inhibition



2.3 INTRODUCCION

Las pérdidas econdmicas durante el manejo postcosecha de productos
horticolas, causadas por diversos microorganismos pueden ser de considerable
importancia econdmica (Bautista et al.,, 2000; Fraire-Cordero et al., 2010;).
Algunas de las principales enfermedades en frutas y hortalizas son causadas
por la accion de hongos fitopatdgenos, entre las que destaca Alternaria
alternata.

Alternaria alternata contiene solo especies cosmopolitas que se encuentran en
un amplio rango de hospedantes y subproductos (Andersen et al., 2001;
Carrillo, 2003). ElI micelio es de color oscuro, los conidios son grandes,
alargados y oscuros, o bien multicelulares y en forma de pera y presentan
septos tanto transversales como longitudinales. Las esporas se introducen por
los tejidos susceptibles a través de heridas y en poco tiempo producen nuevos
conidios que pueden ser diseminados por el viento (Carrillo, 2003; Agrios,

2005).

Alternaria alternata, ataca el area foliar y causa manchas en la hoja de plantas
de la familia de las Brassicaceae asi como en frutos (Nidhi et al., 2007). En casi
todos los casos, se comporta como un parasito de heridas. No obstante la
penetracién estomatal puede ocurrir o puede invadir un hospedero que esta
fisiologicamente debilitado causando una destruccion relativamente lenta de los
tejidos del huésped. A medida que avanza la invasion de las hifas, éstos
destruyen las células vegetales de donde obtienen sus nutrientes, y reduciendo

con ello el potencial fotosintético. El proceso de infeccién conduce a la



formacion de lesiones necréticas de forma redonda ubicadas sobre el haz foliar
y su color se intensifica debido a la esporulacion del hongo (Thomma, 2003). La
esporulacion de Alternaria es 6ptima a 27 °C por lo que es inhibida por debajo
de 15 °C o sobre 33 °C, aunque el rango de crecimiento esta entre 0 y 35 °C

(Rotem, 1994; Carrillo 2003).

El método para controlar las enfermedades fungicas se basa en la utilizacién de
productos quimicos sintéticos. En las Ultimas décadas, los esfuerzos se han
dirigido a obtener una mejor comprension de los efectos bioldgicos de
compuestos aislados de plantas que tienen un efecto potencial en el control de
enfermedades y plagas, debido a la reciente tendencia a utilizar alternativas
menos dafinas en el control de hongos y a reducir la dependencia de pesticidas
artificiales. Se espera que el uso de compuestos naturales tenga un menor
impacto sobre los ecosistemas, ya que a diferencia de los productos quimicos
sintéticos, éstos son biodegradables y no se acumulan en el medio ambiente
(Baez et al., 2008).

Entre las estrategias que mas comunmente se utilizan estd el uso de
compuestos naturales obtenidos de plantas como los aceites esenciales,
compuestos aromaticos (Tripathi y Dubey, 2004) y las moléculas producidas
por varios sistemas de defensa de las plantas, éste Ultimo grupo de
componentes, incluye algunas moléculas como los glucosinolatos (GLs), que
en pruebas bioldgicas especificas han mostrado una fuerte actividad contra un
amplio rango de patégenos (Mari et al., 2008). Los glucosinolatos son del grupo

tioglucdsidos, consisten de una B-tioglucosa, una oxima sulfonada, y una



cadena lateral variable derivada de un aminoacido; se encuentran almacenados
en vacuolas y son liberados al sufrir dafio celular, luego de que entran en
contacto con la enzima mirosinasa y son hidrolizados en diferentes productos
(Molina y Bentura, 2009). A menudo, son tres grupos de acuerdo a la
naturaleza de su cadena lateral: alifaticos, arométicos e inddlicos. Se han
aislado y caracterizado aproximadamente 120 GLs de especies de plantas de la
familia Brassicaceae y familias relacionadas, como son: el brécoli, la col y
coliflor entre otras, las cuales contienen altos niveles de GLs, estos vegetales y
algunas plantas comestibles del orden Caparrales son la fuente de todos los
GLs de la dieta humana (Campas-Baypoli et al., 2009).

El amplio rango de perfiles de GLs restringidos a las familias Brassicaceae,
Capparidaceae y Resedaceae; almacenados en diferentes tejidos de la planta
involucrados en la defensa contra diferentes enfermedades vegetales, ofrece la
posibilidad de seleccionar especies de plantas Brassicaceae como el brocoli,
con mayor potencial fungico contra organismos de interés. Autores como
Brandi et al. (2006) y Sisti et al. (2006) probaron el jugo de Brassica oleracea,
comprobando la actividad antimicrobial y antifingica del extracto, en la

inhibicion y crecimiento de Blastoconidia y Candida albicans.

Por lo anteriormente expuesto el objetivo del presente estudio fue evaluar la
eficacia del extracto de jugo de brocoli in vitro sobre Alternaria para considerarlo
en estudios posteriores como una opcidn antifungica en postcosecha en

Arugula.



2.4 MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y pruebas de patogenicidad

El aislamiento de Alternaria se obtuvo de hojas de Arugula con sintomas de la
mancha de la hoja procedentes del estado de Morelos. De las lesiones se
tomaron cortes de tejido de la parte terminal y fueron desinfestados por
inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio al 2 % durante 2 minutos,
posteriormente los tejidos se enjuagaron dos veces con agua destilada y se
colocaron sobre toallitas de papel estériles para retirar el exceso de humedad.

Cada muestra de tejido se sembr6 en medio Papa Dextrosa Agar (PDA).

De cada aislamiento de Alternaria, se obtuvo un cultivo monospérico al colocar
1000 microlitros de agua destilada con una micropipeta, sobre la colonia de 8
dias de edad desarrollada en cajas Petri con PDA. El agua se mezclo con el
micelio y conidios con la ayuda de una varilla de vidrio estéril, posteriormente se
recuperaron 100 microlitros de la solucién de conidios, se colocaron en un tubo
eppendorf de 1.5 ml de capacidad y se afor6 con agua destilada. El contenido
del tubo se vacié a una caja Petri con agua agar (AA) se distribuy6 en toda la
caja y se dejo reposar por 5 segundos, posteriormente se desecho el exceso de
agua contenido en la caja sobre dos toallitas de papel estériles, para finalmente
incubar cada aislamiento a 27 °C durante 24 horas. Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico, de cada aislamiento se selecciond un conidio

individual germinado que se transfiri6 para su incremento a medio PDA
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incubado a 27 °C. Se identificé la especie por medio de las claves morfolégicas

Barnett y Hunter (1998), Ellis (1971) y Rotem (1994).

Para comprobar la patogenicidad del hongo, se inocularon hojas de Arugula
previamente desinfestadas por inmersion en una soluciéon de hipoclorito de
sodio al 2 % durante 3 minutos y enjuagadas con agua destilada dos veces. A
partir del hongo aislado, se prepard una suspension a una concentracion de 1 X

10° conidios/ml, con ayuda de un hematocitémetro.

La inoculacién se realizd sobre el haz de la hoja, colocando 20 pl de la solucion
de conidios con una micropipeta, sobre heridas realizadas con un palillo de
madera esterilizado. Al testigo sélo se le adicion6 agua destilada sobre las
heridas. Las hojas inoculadas se mantuvieron en camara humeda a
temperatura ambiente (24+2 °C) durante 10 dias. La unidad experimental fue

una planta y se realizaron 10 repeticiones.

De acuerdo a los postulados de Koch, al concluir este periodo, se observé la
presencia de sintomas (Agrios, 2005), los cuales se compararon con los
sintomas iniciales del aislamiento original, asi mismo, se reaislé el hongo a
partir de las lesiones producidas y se corrobor6 que fuera el mismo aislamiento
que se inoculé. Finalmente el hongo se identific6 por medio de claves
morfologicas Barnett y Hunter (1998), Ellis (1971) y Rotem (1994). La
preservacion de los cultivos monospoérico se hizo en tubos de ensaye con medio

PDA cubiertos con aceite mineral estéril.
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Identificacién de Alternaria

Para identificar al hongo aislado, se sembraron cultivos monospéricos en PCA
los cuales se mantuvieron por 8 dias a temperatura de 27+ 2 °C con luz blanca
fluorescente. La identificacion se hizo con base a las caracteristicas del micelio,
color de colonia, forma de conidiéforos; y forma, tamafio y color de los conidios.
Para observar estas estructuras se hicieron preparaciones permanentes de los
hongos en glicerol al 50 % acidificado con cinco gotas de HCI al 12N y se
observaron en el microscopio. Con la ayuda de las claves de Barnett y Hunter
(1998), Ellis (1971) y Rotem (1994), se identificaron los aislamientos a nivel de
especie, y con un microscopio compuesto con el objetivo 40X se tomaron
fotografias con una cadmara digital instalada en el objetivo del microscopio. Con
el uso del programa Motic M.C. Camare se observaron en una computadora
para medir el tamafio, ancho y longitud de los conidios y conidiéforos. Para

estas mediciones se consideraron 100 al azar.

El color de la colonia se determiné observando y examinando la masa conidial y
micelial, a partir de cepas de 8 dias de incubacion a 27 °C en cajas Petri

obtenidas de un cultivo monosporico.
Extraccion de ADN

Para confirmar la identificacibn morfolégica se llevé a cabo la extraccion de
ADN (acido desoxirribonucleico fungal) del cultivo monospérico de Alternaria,
se realiz6 la extraccion de ADN, con el uso del DNeasy Mini kit (QUIAGEN).

Para esto se tomo6 una muestra del micelio de Alternaria, se transfirio a un tubo
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eppendorf, se macer6 con un tubo de cristal, se adicionaron 400 ul de
amortiguador AP1 y 4 pl RNasa, se agitd de manera ligera, posteriormente, las
muestras fueron incubadas en bafio Maria por 10 min a 65 °C, se agit6 por
inversion aproximadamente cada 2 min. Luego se adicion6 a la muestra 130 ul
del amortiguador AP2, y se incubd por 5 min en hielo. La mezcla se coloco en la
columna QIHshredder Mini spin lila y se centrifugd por 2 min a 8765 g. Se retird
el sobrenadante para colocarlo en un nuevo tubo eppendorf, al que se le
adicion6 675 pl del amortiguador AP3/E. La mezcla fue colocada en un tubo
DNeasy Mini spin, para centrifugar por 1 min a 2862 g. En seguida la columna
fue reemplazada por otra suplementaria, se agrego 500 pl del amortiguador AW
en la membrana del Mini spin DNeasy y se centrifugé por 1 min a 2862 g.
Nuevamente se cambid la columna con el filtrado, se le adicion6 a la membrana
500 pl del amortiguador AW y se centrifug6 por 2 min a 8765 g, con el propésito
de lavar al ADN, finalmente, se transfirié la columna DNeasy Mini spin a un tubo
eppendorf, directamente en la membrana se le adicioné 100 pl del amortiguador
AE del DNeasy, se incubd por 5 min a temperatura ambiente y se centrifug6 por
1 min a 2862 g (QIAGEN, 2012) Las muestras se conservaron en refrigeracion

a -20 °C hasta su uso posterior.
Amplificacion del ADN mediante PCR

Con el fin de confirmar el género y determinar la especie del aislamiento, se
realizd una amplificacion de las regiones internas ITS1 e ITS2, ubicadas en los
genes ribosomales (rDNA) localizadas entre la subunidad pequefia 18S -5.85S

y la subunidad larga 5.8S -28S que fueron amplificadas con la combinacion de
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iniciadores ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) / ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). La mezcla de reaccién para PCR usada para
la amplificacion fueron: agua estéril ionizada (12.145 pl), solucién
amortiguadora TBE 1x (4 ul), MgCl, a 1.5 mM (2.75 pl), dNTP’s a 0.2 mM
(2.375 pl), Tag DNA-polimerasa 1.5 unidades (0.33 pl), iniciadores ITS4 e ITS5
a 10 pM (2 pl) por cada uno y muestra de ADN a una concentracién de 20 ng
(1 pl). La reaccién de amplificacion se realizé en un termociclador Perkin Elmer
con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min por
30 ciclos, con alineamiento y extensién a 95 °C por 1 min, 50 °C por 30
segundos, 72 °C por 2 min y una extension final a 72 °C por 10 min. Los
productos de PCR se purificaron de acuerdo al protocolo del QlAquick PCR
Purificacion Kit de QIAGEN vy se ajustd a una concentracion de 50 ng/ul con un
volumen de 15 pl. Los productos de la amplificacién fueron separados en un
gel de agarosa al 1.5 % por electroforesis usando un amortiguador 1x TAE
(Tris-base acida acético glacial, EDTA 0.5 M pH 8.0) El gel se tifio con bromuro
de etidio 0.5 pg mi™y se documenté en un transilluminador Dial Intensity UVP
de luz UV. Los productos amplificados por PCR se enviaron a secuenciar a

MACROGEN (Corea del Sur).

La secuencia obtenida fue comparada con las depositadas en la base de datos

del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Obtencion del extracto de jugo crudo de brocoli

Material vegetal

El material vegetal se obtuvo del mercado de abastos de la ciudad de Texcoco,
México, el cual fue trasladado al Laboratorio de Postcosecha de Frutales de la
Universidad Autbnoma de Chapingo. Para la extraccion se utilizaron floretes y
tallos de brécoli, los cuales fueron desinfestados con hipoclorito de sodio y
fueron molidos en un extractor de jugo Moulinex, posteriormente se dejaron
reposar por espacio de una hora. Después de este periodo la muestra se paso
a una centrifuga a 10000 revoluciones por 10 min, obteniéndose un

sobrenadante el cual fue almacenado a -20 °C hasta su utilizacion.

Método para determinar glucosinolatos en brécoli mediante
espectrofotometria

Con base en el método de Jezek et al. (1999), se tomaron 0.5 mg de extracto
liofilizado, a los que se adicionaron 7.5 ml de amortiguador acetato 0.2 M, pH
42 y 1.5 ml de acetato de plomo y bario 0.5 M. La mezcla se agitd
vigorosamente en vortex. Se adicionaron 0.4 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP)
y se incub6 a temperatura ambiente, con agitacién, por 15 minutos. Después se
agregaron 1.5 ml de sulfato de sodio 2 M y se centrifugé a 11366 g por 5
minutos a temperatura ambiente; 0.9 ml de extracto tratado con PVPP se
mezclaron con 0.9 ml de hidréxido de sodio 2M y se incubaron a temperatura
ambiente por 30 min A la mezcla se le adicioné 0.138 ml de acido clorhidrico
concentrado y se centrifugé a 1073 g por 10 minutos. Para la determinacion
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espectrofotométrica se tomaron 0.5 ml de sobrenadante y se mezclaron con 0.5
Ml de solucién de ferricianuro 2mM en amortiguador fosfato 0.2 M a pH 7.0.
Finalmente se midié la absorbancia de la solucion a 420 nm antes de 15 s
usando amortiguador fosfato 0.2 M a pH 7.0 como blanco. Adicionalmente, se
realizé la medida de la muestra blanco para lo cual se tomaron 0.5 ml de
extracto hidrolizado y 0.5 ml de amortiguador fosfato 0.2 M a pH 7.0. Para la
construccién de la curva de calibracion se utilizé el patrén sinigrina 5.60x107° M
y se hicieron diluciones de 0 a 90 ul de solucién. Las medidas se hicieron sobre
cada réplica. Con los datos del espectrofotometro se ajusté un modelo de
regresion, para determinar la concentracion de los GLs obtenidos del jugo de
brécoli. EI modelo utilizado fue: Y= -0.0041x+0.9313 (R® de 0.97, P= 0.002) y la

concentracion de glucosinolatos obtenida fue de 0.0029 mg/ml.

Evaluacion del efecto del jugo de brécoli sobre la germinacion de esporas

de Alternaria
Bioensayo

En recipientes translucidos con una capacidad de 300 ul se colocaron 150 ul de
medio de cultivo PDA; una vez que solidifico el medio, se colocaron 50 pl del
extracto de brécoli puro, diluido en agua de tal manera que alcanzara las

concentraciones utilizadas en los bioensayos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Concentracion del extracto de jugo de brocoli, para determinar el
efecto de inhibicion sobre la germinacidn de esporas de Alternaria.

Tratamiento  Cantidad de Extracto de jugo Concentracion final del
agua de brécoli pg/ul extracto de brécoli en un
pg/ul (Glucosinolatos) volumen de 50 pg/ul

1 0 50 0.15
2 12.5 37.5 0.11
3 25 25 0.07
4 37.5 12.5 0.04
5 45 5 0.01
6 50 0 0

Después se colocaron 20 ul de la solucion de esporas de Alternaria sobre cada
uno de los recipientes que contenian las diferentes concentracion del jugo de
brocoli. Los mismos se colocaron en una camara humeda donde fueron
incubados por 2, 4 y 6 horas a 2843 °C, y luego se cuantificé con la ayuda de
un microscopio, el namero de esporas germinadas de Alternaria a las 2, 4y 6
horas. Para la evaluacidon se consideraron 100 esporas al azar y se realizaron

tres repeticiones para cada concentracion.
Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza y pruebas de
comparacion de medias de Tukey (p=0.05) Para el célculo de la efectividad
media se determind la concentracion efectiva al 50 % (CLsg) mediante el
procedimiento Probit (SAS Institute, 2003) asi mismo se determind el

porcentaje de inhibicion mediante la formula:  IN(%) = ﬂ100
a

Donde: a= Total de esporas germinadas del testigo

b= Total de esporas germinadas del tratamiento
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de patogenicidad

A los dos dias después de la inoculacion, las hojas presentaron sintomas
iniciales de mancha de la hoja (Figura 1). Las lesiones iniciales fueron
pequefias (< 1 mm de diametro), circulares de color café oscuro y dispersas en
las hojas. A medida que las lesiones se ampliaron se convirtieron en irregulares.
Luego al unirse las manchas se observaron areas necrosadas grandes que
llegaron a abarcar la hoja entera. Estos sintomas coinciden con los reportados

por Mercado et al. (2006).

Caracterizacion morfologica de Alternaria

Se encontrd que Alternaria presentd colonias verde oscuro, en medio de cultivo
PCA. Al microscopio se observaron conidi6foros simples de color café claro
tabicados, lineales o a veces geniculados, con una longitud de 16.1-57.9 x 1-2.4
pm, conidios obclavados muriformes, con septa transversal y longitudinal
variable, de 1-7 y 0-3, respectivamente, y conidios que fueron de 19.2- 55.9 um
de largo, y de 6.1 a 11.8 um de ancho con pico corto cilindrico palido, estos
septos son conocidos como dictioesporas. La catenulacion presenté de 5 a 10
conidios; se presentd ramificacion secundaria e incluso ramificacion terciaria,
caracteristicas que corresponden a la especie de Alternaria alternara de
acuerdo a las claves y descripciones de Ellis (1971), Barnett y Hunter (1998) y
Rotem (1994). Estos resultados corresponden con lo reportado por Lopez y

Cabral (1999), Andersen et al. (2001) Fraire et al. (2010) (Figura 1).
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Figura 1. A) hojas de Aragula inoculadas con Alternaria. B) fotomicrografia de
conidios, C) cadenas de conidios y conidioforos.

Identificacion Molecular

Para determinar la especie, la secuencia obtenida de Macrogen fue ingresada
en el programa BLAST para ser comparada con la informacion disponible en las
bases de datos, presentando un porcentaje de similitud de 99 % con la especie
Alternaria alternata (Fries), resultado que coincide con el trabajo realizado por

Serdani et al. (2002) y Mercado et al. (2006).

Efecto del jugo de brécoli sobre Alternaria

El andlisis de varianza mostro diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de germinacion de las esporas en funcion de las concentraciones del

jugo de brocoli (glucosinolatos) como se puede observar en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Porcentaje de inhibicion y germinacion de esporas de Alternaria en
diferentes concentraciones del jugo de brocoli (glucosinolatos)

Concentracion % % % germinacion %
(Glucosinolatos) germinacidon  germinacion 6 h Inhibicion
pg/ul 2h 4 h
0 26 a' 55 a 96 a 4 d
0.01 22 b 45 b 91b 9c
0.04 13c 3lc 46 c 54 b
0.07 0d od 0d 100 a
0.11 od od 0d 100 a
0.15 0d od 0d 100 a
DMSH 1.6 2.4 3.2 2.4
Pr<F 0.001** 0.001** 0.001** 0.001**

'Medias con la misma letra dentro de las columnas, no son diferentes de
acuerdo a la prueba de Tukey con p< 0.05; DMSH: Diferencia minima
significativa honesta; **Significativo al 1 %.

El control vy el tratamiento con 0.01 pg/ul presentaron el porcentaje de
germinacion mas alto a las 6 horas después de que las esporas se colocaron
en el PDA. Lo que contrapone los resultados de Quintana et al. (2011) quienes
midieron la actividad antifUngica del quitosano en contra de Alternaria
tenuissima y obtuvieron el 99 % de germinacion a las 24 horas, a diferencia de
lo encontrado en este estudio, sin embargo Rotem (1994) menciona que en
condiciones favorables, la mayoria de las especies de Alternaria germinan en

aproximadamente 1-3 horas.

En las concentraciones de 0.15, 0.11 y 0.07 pg/ul, se observé un porcentaje de
germinacion del 0 %, mientras que la concentracion a 0.04 y 0.01 pg/ul tuvieron
un menor efecto, lo que indica que a mayor concentracion menor germinacion.
Por lo que en comparacion con el testigo, todos los tratamientos con jugo de
brécoli (GLs) influyeron en el crecimiento del hongo. Algunos autores han

demostrado que los glucosinolatos tienen efecto en contra de algunos
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patdégenos. Por ejemplo Sisti et al. (2006), quienes probaron jugo acuoso crudo
de Brassica en la inhibicion de Candidas albicans, encontraron que después
de 4 horas de incubacion con una concentracion de 10.9 pg/ml, tuvieron 5 %

de germinacion, resultados similares a los encontrados en este estudio.

En cuanto a la inhibicion de esporas de Alternaria, Troncoso-Rojas et al. (2005)
reportan concentraciones de isotiocinatos derivados de los glucosinolatos de
0.025, 0.5, 0.1, 0.2 y 0.4 mg/ml con porcentajes de inhibicién de 75, 87 y 100
%, igual a lo encontrado en este trabajo. Sin embargo cabe mencionar que ellos
trabajaron con compuestos comerciales y en este estudio se utilizo el jugo de
brocoli recién extraido, el cual presentd un proceso de hidrolisis enzimatica,
mediante la enzima mirosina, dando lugar a diferentes compuesto de
isotiocinatos (ITC) derivados de los glucosinolatos. De igual manera Hafidh et
al. (2011) probaron el efecto antimicrobiano del extracto de col roja en 11
bacterias y 11 hongos utilizando concentraciones de 0 a 600 mg/ml para
bacterias y de 0 a 350 mg/ml para los hongos, logrando obtener la

concentracién minima para controlar cada tipo de organismo.

Por otra parte, Hang y Flieming (1994) y Mucete (2006) demostraron que los
Isotiocinatos derivados de los GLs tienen una eficaz actividad antibacterial en
Escherichia coli, Candida albicans, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Agrobacterium tumefaciens, Rhizopus nigricans y bacterias de acido lactico, con
concentraciones de 142 mg/100 g, con efectos positivos a las 24 y 48 horas. Un

comportamiento similar fue encontrado por Mari et al. (2008) con un 85 % en la
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inhibicién de esporas de Monilia spp. a una concentracion de 0.04 hasta 0.27

mg/ L al utilizar diferentes isotiocinatos.

En la Figura 2 se puede apreciar el efecto de las concentraciones de
glucosinolatos de jugo de brocoli de preparaciones observadas en el

microscopio, asi como llevadas a cabo en los bioensayos.

B

~ otk "/ « L9
Figura 2. efecto de glucosinolatos (de jugo de brdcoli) en la inhibicion de
Alternaria alternata a) esporas de Alternaria en PDA a las 6 horas con una
concentracion de 0.15 pg/ul b) crecimiento del hongo a los 3 dias, solo o con
diferentes concentraciones de jugo de brécoli. ¢) esporas de Alternaria alternata
en PDA a las 6 horas (control).

Los glucosinolatos (de jugo de brocoli) influyeron en la inhibicion de Alternaria
alternata, ya que las esporas no presentaron germinacion alguna, como se
aprecia en la Figura 2. Asi mismo la concentracion efectiva 50 % (CLso) que
presentd la germinacion de conidios de Alternaria spp. al extracto de brécoli fue
de 0.028 pg/pl y la concentracion que inhibié por completo la germinacion de
esporas fue la de 0.07 pg/pl. El efecto inhibitorio de los GLs sobre la

germinacion de esporas de hongos fitopatdgenos, ha sido observado por
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autores como Vargas-Arispuro et al. (2005) quienes probaron extractos crudos
de Brassica olareacea y reportan 100 % de inhibicion en el crecimiento de
Phymatotrichopsis omnivora (Duggar) Hennebert a una concentraciéon de 10

mg/ml.

Otro ejemplo del potencial fungicida del género Brassica spp. ha sido
comprobado en estudios in vitro, con extractos acuosos de nabo o colinabo los
cuales inhibieron completamente el crecimiento de oosporas de Aphanomyces
euteiches, asi como sustancias volatiles de plantas de Brassica rapa inhibieron
el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani al ser expuestos a 20 mg/g

(Masahiro et al., 2006).

En otro estudio realizado por Brandi et al. (2006) con jugo de Brassica oleracea
mencionan que la efectividad antimicrobiana se debe a un mecanismo de
accion del jugo a través del bloqueo de los grupos sulfhidrilo en bacterias
Delaquis y Mazza (1995) aluden que el efecto se debe a una inactivacion de
enzimas intracelulares, a través de la escision oxidativa de enlaces de
disulfuro. Asi mismo Kojima et al. (1971), Banks et al. (1986) y Troncoso-Rojas
et al. (2005), comentaron que el mecanismo por el cual los isotiocinatos (ITC)
inhiben el crecimiento de hongos no es todavia conocido. Sin embargo, algunas
hipotesis sugieren que se debe a una interaccion irreversible de ITC con los
grupos sulfhidrilo, enlaces de disulfuro y grupos amino de las proteinas y los
residuos de aminoacidos. Se piensa que el principal objetivo de los compuestos
lipdfilos téxicos en células eucariotas es en la membrana celular; el (ITC) es un

compuesto lipdéfilo, por lo que es posible que éstos pudieran reaccionar con
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otras enzimas presentes al nivel del plasma de |la membrana causando la falta

de crecimiento, inhibicion y muerte celular.

Basado en lo anterior, los resultados obtenidos en este estudio y los obtenidos
en otras investigaciones muestran un optimo control tanto de hongos como de
bacterias, al inhibir la reproduccién de estos microorganismos, Los GLs ademas
de ser biodegradables no producen un desequilibrio al ecosistema y al ser de
origen vegetal los microorganismos desarrollan una resistencia de forma mas

lenta que los insecticidas sintéticos (Chirinos, 2009).

El efecto inhibitorio de los GLS en la germinacion de esporas de Alternaria fue
comprobado a partir de los resultados obtenidos en este estudio, coincidiendo

con los encontrados en estudios previos desarrollados por otros investigadores.

2.6 CONCLUSIONES

Los glucosinolatos contenidos en el jugo de brécoli poseen un potencial
antifingico por lo que éste podria ser usado como tratamiento en postcosecha,

con el fin de disminuir los dafios causados por Alternaria en hortalizas y frutos.

El jugo de brécoli resultd efectivo a partir de la concentracion de 0.07 pg/pl en
la inhibicion de la germinacién de esporas de Alternaria alternata, por lo que

posee un alto potencial para ser usado en la conservacion postcosecha.
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CAPITULO IlI

3. EFECTO DEL JUGO DE BROCOLI EN LA INHIBICION DE Alternaria
alternata EN ARUGULA MINIMAMENTE PROCESADA. | CALIDAD

POSTCOSECHA.
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3.1 RESUMEN

Algunos vegetales de la familia de las
Brassicas muestran propiedades
antifiingicas contra varios
microorganismos de importancia
econdémica. Los glucosinolatos (GLs)
mediante hidrolisis de la enzima
mirosinasa se conocen por ser
compuestos antifingicos in vitro en
contra de diferentes hongos. En este
trabajo se estudio el efecto del jugo de
brécoli (Gls) in  vitro y en vivo en la
inhibicion de Alternaria para mejorar la
calidad de hojas de Arugula. Para el
ensayo in vitro se utiliz6 medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA) y
concentraciones de 0.15, 0.11, 0.07,
0.04, 0.01, O pg/ul, para evaluar su
efecto en la germinacién de esporas de
Alternaria alternata. En el ensayo en
vivo se evalué la calidad postcosecha
de ArGgula almacenada a 0, 4 °C y
temperatura ambiente (22 °C) por 15
dias, mediante inoculacién con esporas
de Alternaria a concentraciones de:
2.98 pg/ml + in6culo y 1.49 pg/ml +
inbculo, usando una solucién de
esporas de Alternaria (1x10° y un
testigo. La severidad e incidencia del
dafio se evalu6 cada tercer dia, a partir
de las siguientes variables: angulo hue,
croma, luminosidad, clorofilas, CO, y
etileno. Los resultados obtenidos en el
presente estudio mostraron que la
concentracion  minima de jugo de
brocoli in vitro para obtener un 100% de
inhibicion fue de 0.07 pg/ul, en vivo la
concentracion de 2.98 ug/ml y la
temperatura de 0 °C fueron las que
conservaron los parametros de calidad
en Arugula al final del almacenamiento.
Por lo que el jugo de brocoli (GLS)
puede ser usado en postcosecha para
el control de Alternaria alternata.

Palabras claves adicionales: Eruca
sativa, glucosinolatos, bajas
temperaturas, color, respiracion.

3.2 ABSTRACT

Some plants of the Brassica family have
shown antifungal properties against
various microorganisms of economic
importance. Glucosinolates  (GLs)
produced on hydrolysis by the enzyme
myrosinase are known to be in vitro
antifungal compounds against various
fungi. In this study work the effect of
broccoli juice (GLs) was in vitro and in
vivo in the inhibiton of spore
germination or was evaluated of
Alternaria. In vitro, concentrations of
0.15, 0.11, 0.07, 0.04, 0.01, O g/ml,
were applied to culture medium of
potato, dextrose and agar (PDA). At the
in vivo essay the effect of Alternaria on
postharvest quality of arugula stored at
0, 4 °C temperature (22 °C) for 15 days,
was estimated by inoculating spores at
the following concentrations: 2.98 ug/ml
+ inoculum and 1.49 pg/ml + inoculum
using a spore solution of Alternaria
(1x10°% and a control. The severity and
damage incidence ware assessed every
third day by measuring the following
traits: angle hue, chroma, brightness,
chlorophyll, CO, and ethylene. The
obtained results showed that the lowest
concentration of broccoli juice was 0.07
ug/ul to obtained 100 % inhibition of
spore germination. Juice concentration
of 2.98 live ug/ml in addition to storage
at 0 °C kept quality parameters. At the
in vivo essay juice concentration or 2.98
ug/ml Aragula leaves until the end of
the storage period. Therefore the GLs
contained in broccoli juice can be used
for postharvest control of Alternaria.

Additional keywords: Eruca sativa,
glucosinolates, low temperatures, color,
breath.
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3.3 INTRODUCCION

Los cambios demograficos y sociales han ejercido un efecto muy marcado en el
consumo de alimentos en el mundo. Teniendo como resultado que los
consumidores demanden alimentos naturales, de buena apariencia y valor
nutricional 'y microbiolégicamente seguros como son los productos
minimamente procesados (Garcia et al., 2006). Un ejemplo de éstos son las
hierbas aromaticas frescas, cuya demanda ha crecido de manera sistematica y
para muchos paises en desarrollo representan el rubro principal de exportacion
y fuente de divisas. La pérdida del valor del producto y de su calidad, pueden
darse durante el manejo postcosecha, almacenamiento y distribucion, factores
gue causan considerables pérdidas econdmicas en los paises productores
(Gonzalez-Aguilar, 2005). Dentro de las hierbas aromaticas la Aragula es una
especie de origen mediterraneo y gracias a la demanda por la industria de
minimos procesados ha visto resurgir su consumo como un ingrediente de los
mas codiciados. Sus hojas, ademas de enriquecer el sabor de las ensaladas,
son una fuente de compuestos antioxidantes, entre los que se incluyen los
polifenoles y la vitamina C (Herrero y Romero 2006). Desafortunadamente, esta
hierba es susceptible al deterioro, asi como al dafio causado por Alternaria,
hongo patdégeno causante de la pérdida de calidad del producto, lo que tiende a
acortar el tiempo de vida util. La permanencia constante bajo refrigeracion y
envasado, salvaguarda el producto frente a posibles alteraciones mecénicas,
microbiolégicas y biolégicas (Artés, 2006). Asi mismo, se ha observado que la

calidad de los alimentos mejora significativamente con la incorporacion de
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productos naturales denominados antimicrobianos, ya que retardan el
crecimiento o inactivan su actividad metabdlica y por lo tanto detienen el
deterioro del producto (Rodriguez-Sauceda, 2011).

Los principales productos naturales que se utilizan para el control
microbiolégico de este tipo de alimentos son metabolitos secundarios como
flavonoides, taninos, glucosinolatos, etc. A algunos vegetales de la familia
Brassicaceae como el brécoli, se les atribuye la capacidad de sintetizar
compuestos ricos en azufre, debido a su composiciébn quimica, como son los
glucosinolatos, los cuales contienen nitrégeno y azufre y se biosintetizan a partir
de diversos aminoacidos (Bellostas et al., 2004). Con el dafio tisular, los
glucosinolatos (GLs) son hidrolizados rapidamente por la actividad de la enzima
mirosinasa, siendo los precursores relativamente estables de los isotiocianatos,
tiocianatos o nitrilos, los cuales tienen propiedades antimicrobianas por lo que
pueden ser empleados para controlar diferentes enfermedades fitopatogenas
(Zukalova y Vasak, 2002). El potencial fungicida del género Brassica se ha
comprobado en estudios in vitro. Por ejemplo, el uso de extractos acuosos de
nabo inhibi6 completamente el crecimiento de oosporas de Aphanomyces
euteiches (Hernandez-Lauzardo et al. 2007). Mari et al. (2002) usaron allyl
itiociananto en vapor reduciendo la incidencia de Penicillium en un 90 %. Al
respecto Smolinska et al. (2003) mencionan que el mecanismo responsable de
la accidon antimicrobiana no esta claro, pero el efecto perjudicial de los tejidos de
cruciferas en microorganismos se atribuye principalmente a productos volatiles
de degradacion de glucosinolatos liberados por estas plantas. Los productos de

degradacion de GLs, tanto los solubles en agua como los volatiles pueden por
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lo tanto participar en la supresiéon de la enfermedad y ser utiles en el control de
patdgenos de plantas. Es por ello que en el presente estudio se evaluo el efecto
de diferentes concentraciones de jugo de brocoli (GLs) tanto in vitro como en
vivo en la inhibicion de la germinacion de esporas de Alternaria alternata, a
bajas temperaturas de refrigeracion (0, 4 °C y temperatura ambiente),

evaluando la calidad y vida de anaquel de Arugula.

3.4 MATERIALES Y METODOS

Obtencion del jugo crudo de brocoli

Se empled brécoli proveniente del mercado de abastos de Texcoco, Edo. de
México, el cual fue trasladado al Laboratorio de Fisiologia de Frutales de la
UACNh. Los floretes y tallos de brocoli se desinfectaron con hipoclorito de sodio
a 100 ppm y se molieron en un extractor Moulinex. De acuerdo a la metodologia
establecida por Brandi et al. (2006), el jugo obtenido se dejo reposar por
espacio de una hora, con el fin de llevar a cabo el proceso de hidrolisis
mediante la enzima mirosina. La muestra se paso6 a una centrifuga a 7080 g 10

min y posteriormente el sobrenadante se almacend a -20 °C hasta su uso.

Método para determinar glucosinolatos en brécoli mediante
espectrofotometria

Se tomaron aproximadamente 0.5 mg de extracto de brocoli liofilizado (Jezek et
al., 1999) al cual se le adicionaron 7.5 ml de amortiguador acetato 0.2 M a pH
42 y 15 ml de acetato de plomo y bario 0.5 M. La mezcla se agitd

vigorosamente en vortex. Se adicionaron 0.4 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP)
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y se incubd a temperatura ambiente, con agitacién, por 15 min Después se
agregaron 1.5 ml de sulfato de sodio 2 M y se centrifugd a 11336 g por 5 min a
temperatura ambiente. Se tomaron 0.9 ml de extracto tratado con PVPP que se
mezclaron con 0.9 ml de hidréoxido de sodio 2M y para enseguida incubar por 30
min A la mezcla se le adicionaron 0.138 ml de &cido clorhidrico y se centrifugé a
4000 g por 10 min. Para la determinacion espectrofotométrica se tomaron 0.5
ml de sobrenadante y se mezclaron con 0.5 pl de solucién de ferricianuro 2mM
en amortiguador fosfato 0.2 M a pH 7.0. Finalmente se midi6 la absorbancia de
la solucion a 420 nm antes de 15 s usando amortiguador fosfato 0.2 M a pH 7.0
como blanco. Para la curva de calibracién se utilizé el patrén sinigrina 5,60x107
M con diferentes diluciones que iban de 0 a 90 pl. Con los datos del
espectrofotometro se ajusté un modelo de regresion, para determinar la
concentracion de los GLs obtenidos del jugo de brocoli. EI modelo utilizado fue:
Y= -0.0041x+0.9313 (r* de 0.97, P= 0.002) y la concentracién de glucosinolatos

obtenida fue de 0.0029 mg/ml.

Efecto del jugo de brécoli (GLs) en Alternaria in vitro

El aislamiento de Alternaria se obtuvo de hojas de Arugula proporcionada por la
empresa Glezte ubicada en Axochiapan estado de Morelos, con sintomas de la
mancha de la hoja. Los aislamientos se sembraron en medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA). Se estudiaron las caracteristicas de los hongos de
acuerdo a las claves morfoldgicas de Barnett y Hunter (1998) y Rotem (1994) y

la identificacion definitiva se realizd6 mediante secuenciacion del ADN fungal.
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Se probaron diferentes concentraciones para inhibir la germinacion de esporas:
0.15, 0.11, 0.07, 0.04, 0.01, O pg/ul. Para ello el jugo fue adicionado al medio de
cultivo PDA, y luego se adicionaron 20 pl de la solucion de esporas de
Alternaria. Con la ayuda de un microscopio se cuantificé la germinacion de las
esporas de Alternaria a las 2, 4 y 6 horas. Para la evaluacién se consideraron
100 esporas al azar, para cada concentracion se realizaron tres repeticiones. El
porcentaje de inhibicion se determiné mediante la féormula:
IN (%) = a-b/a * 100
Donde: a= Total de esporas germinadas en el testigo

b= Total de esporas germinadas en el tratamiento

Efecto del jugo de brécoli (GLs) en Alternaria en vivo

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Fisiologia de Frutales de la
UACHh, la Artugula empleada fue proporcionada por la empresa Glezte ubicada
en Axochiapan, Morelos. Esta fue lavada y desinfestada con hipoclorito de
sodio a 100 ppm, posteriormente se dividié el material vegetal en 4 grupos para
las aplicaciones correspondientes. El grupo uno fue sumergido en jugo de
brécoli a una concentracion de 2.98 pg/ml y luego fue inoculado con las esporas
de Alternaria; el grupo dos fue sumergido a una concentracion de 1.49 ug/ml en
jugo de brécoli mas la inoculacidn de esporas de Alternaria; el grupo tres solo
fue inoculado con la solucién de esporas de Alternaria (1x10°) y el grupo cuatro
fue el testigo (sin concentraciones y sin indculo). Posteriormente las Ardagulas

se secaron y finalmente se envasaron en charolas rigidas conteniendo 100 g de
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planta y se almacenaron en refrigeracion a 0, 4 °C y a temperatura ambiente
(22 °C) durante 15 dias.

La severidad del dafio por hongo se evalu6 cada tercer dia y se report6 como
porcentaje de infeccidbn por planta, utilizando una escala diagramatizada
elaborada con el programa 2log. Con esta calificacion nominal se obtuvo el

indice poblacional de severidad al aplicar la siguiente férmula:
K -
IS= Z‘ixki (Nkl)/ NJ

Donde: IS = indice de severidad
X«i= nivel del dafio en el momento i
N = numero de plantas con el nivel del dafio en el momento i
N; = numero total de plantas evaluadas
La incidencia del dafio en las hojas se determiné mediante la férmula:
[ % = ni/N;* 100 Donde: | (%) = incidencia de la enfermedad en porcentaje
ni= namero de plantas enfermas en el momento i

N; = namero total de plantas evaluadas.

Efecto de GLs en la calidad postcosecha de Arugula en vivo
El efecto del jugo de brocoli en la calidad y vida de anaquel de las hojas de

Arugula, se evalué a través de las siguientes variables:

Color
Se determiné mediante un espectrofotometro de esfera X Rite modelo SP62, el

cual a partir de un sistema triestimulo permite obtener las dimensiones L, ay b.
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El parametro L mide directamente la luminosidad o brillantez y varia de 0 (color

totalmente obscuro) hasta 100 (maximo brillo). El valor “a” si es positivo
representa al color rojo mientras que si es negativo representa el color verde
positivo y verde si es negativo. El parametro “b” si es positivo corresponde al

amarillo mientras que si es negativo corresponde al azul (Figueroa et al., 2001).

Clorofilas

Se determinaron por el método descrito por Witham et al. (1971); se pes6 0.1g
de tejido fresco, se corté en pequefios pedazos, que se maceraron con 5 ml de
acetona al 100% v/v y se dej6 reposar por 3 min y después se uniformizo la
muestra con un homogenizador T25 basic IKA Labortechnik. Se procedio luego
a filtrar con gasa y al residuo se le adicion6 acetona hasta aforar a 5 ml y se
dejo reposar. Posteriormente se afor6 a 25 ml con acetona y se determindé la
absorbancia a 662 y 645 nm en un espectrofotometro Genesys Thermo
Scientific (E.U). Los calculos se realizaron con las siguientes formulas:

Clorofila a (Ca) = 11.24 (A662) — 2.04 (A645)

Clorofila b (Cb) = 20.13 (A645) — 4.19 (A662)

Clorofila total (Ca+b) = 7.05 (A662) + 18.09 (A645).

CO, y Etileno

Se colocaron las hojas de Aragula en recipientes de vidrio con tapa hermética
por 1 hora, pasado este tiempo se extrajeron 5 ml de la muestra con una jeringa
(10 ml) y se colocaron en un vacutainer al vacio a -20 °C hasta su evaluacion.

Se tomo6 1 ml cada muestra y se inyecté en un cromatografo de gases (Varian
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Star 3400), con detector de ionizacion de flama (FID) y columna capilar
Chrompak de 27.5 m de largo, 0.32 mm de diametro interno y 0.45 mm de
diametro externo y con capa porosa de silica como fase estacionaria. El gas de
arrastre fue helio; las temperaturas del cromatégrafo fueron de 80, 150, 250 y

170 °C en columna, inyector, auxiliar y detector, respectivamente.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos in vitro y en vivo se sometieron a un analisis de varianza y
pruebas de comparacion de medias de Tukey (P=0.05) mediante programa
estadistico SAS. El disefio experimental utilizado en ambos experimentos fue

completamente al azar, con tres repeticiones.

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del jugo de brécoli (GLs) en Alternaria alternata in vitro

Se identificé una colonia fungal de color verde obscuro en hojas de Arugula. Al
observarla al microscopio ésta presentd, conidiéforos simples de color café
claro tabicados, y conidios con septa transversal y longitudinal, caracteristicas
gue corresponden a la especie de Alternaria alternara de acuerdo a las claves y
descripciones de Barnett y Hunter (1998) y Rotem (1994).

Esta identificacibn morfolégica fue confirmada por la secuenciacion del genoma
fungal alineada en el banco de genes (NCBI), de acuerdo con lo reportado por

Andersen et al. (2001) y Fraire et al. (2010).
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En la figura 1 se muestra el efecto a las 6 horas de diferentes concentraciones
de jugo de brécoli (GLs) en la inhibicibn de la germinacion de esporas de
Alternaria incubadas a 26 °C.

En ella se puede observar que para las concentraciones 0.15, 0.11 y 0.07 pg/ul,
el porcentaje de germinacion fue del 0 %, mientras que las concentraciones de
0.01 y 0.04 pg/pl presentan menor control, lo cual sugiere que a mayor

concentracién de GLs se presenté un menor crecimiento fungal.

Todos los tratamientos con jugo de brocoli GLs disminuyeron el crecimiento del
hongo respeto al testigo (sin tratamiento). Varios autores han demostrado

previamente que los GLs tienen efecto en contra de algunos patégenos.

Por ejemplo Sisti et al. (2006), quienes probaron el efecto del jugo acuoso
crudo de Brassica en la inhibicion del crecimiento del hongo Candidas albicans
encontraron que después de 4 horas de incubacién a una concentracion de
10.9 pg/ml obtuvieron 95 % de inhibicion, resultados similares a los
encontrados en este estudio. Mari et al. (1996) reportan que los isotiocinatos
derivados de los glucosinolatos usados a una concentracion de 3.6 mg/ml

controlaron completamente al hongo Penicillium expansum en frutos de pera.
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Figura 1 a) efecto de las concentraciones de jugo de brdcoli en la inhibicion de
la germinacién de esporas de Alternaria alternata en hojas en vivo de Arugula
(Eruca sativa). b) efecto de las concentraciones de jugo de brocoli a través del
tiempo en el porcentaje de germinacion de esporas de Alternaria alternata en
Aragula

Asi mismo sustancias volatiles obtenidas de plantas de Brasicca rapa y a una
concentracién de 20 mg/g inhibieron el crecimiento micelial de Rhizoctonia
solani (Masahiro et al., 2006). Los resultados obtenidos en el presente estudio
corroboran el efecto inhibitorio de los GLs en la germinacion de esporas de
Alternaria alternata en concordancia con lo obtenido en previos trabajos.

Por lo que se puede concluir que el jugo de brocoli (GLs) posee potencial
antifingico y podria ser usado como tratamiento en postcosecha, con el fin de

disminuir los dafios causados por Alternaria alternata.

Efecto del jugo de broccoli (GLs) en Alternaria alternata en vivo

En el Cuadro 1 se presento el porcentaje de severidad de dafio (% del tejido

dafiado en relacién al total del tejido evaluado) causado por A. Alternata en
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hojas de Arugula. Se puede observar que el tratamiento sin GLs + inOculo
presentd la mayor severidad del dafio durante todo el periodo de evaluacion,
mientras que la menor severidad se obtuvo cuando se utilizé la concentracién
de 2.98 pg/ml + inéculo, es evidente el efecto del jugo de brdocoli (GLS) en la
disminucién del dafio causado por A. Alternata. Los resultados obtenidos en
este trabajo fueron superiores a los reportados por Troncoso-Rojas et al. (2005)
quienes tuvieron una reduccion del 80 % en el dafio causado por Alternaria
alternata en tomates, al utilizar isotiocinatos (ITCs) (derivados de los

glucosinolatos), a una concentracion de 0.56 mg/ml.

Asi mismo, se encontr0 que no existieron diferencias significativas entre
tratamientos hasta el dia cinco de evaluacion, y fue a partir del dia siete que la
concentracion de 2.98 pug/ml de GLs + inéculo presentd la menor severidad de
dafio con excepcién del dia nueve. Por lo que dicha concentracién resulté ser
mas efectiva para el control de A. Alternata, similar resultado obtenido por
Tiznado-Hernandez y Troncoso-Rojas (2006) quienes demostraron que el
isotiocinato (ITC) 3-metilsufnil-3-butenil a una concentracion de 3.6 mg/ml,
inhibio totalmente el crecimiento de Monilinia laxa en frutos de pera. En otro
experimento, se demostro que el (ITC) de bencil a las concentraciones de 0.28
y 0.56 mg/ml inhibié en 100 % el crecimiento micelial de Alternaria alternata en

frutos de pimiento morrén (Troncoso et al., 2005).
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CUADRO 1. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la severidad del dafio de A. alternata en hojas de Arugula.

Factor /Nivel % de Severidad de dafio de Alternaria
pug/mlGLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialbs

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo 0" 55b' 926a 138b 4.16b 9.03b 13.1b 17.3b
Sin GLs + in6culo 0O 6.90a 129b 226a 131a 17.3a 198a 37.2a
1.49 GLs + in6culo 0O 1.80c 509c 6.90c 0.69c 2.08c 3.40c 340c
2.98 GLs + in6culo 0O 130c 3.70c 5.00d 0.00c 0.00d 0.00d o0.00d

DMSH 090 202 180 281 278 250 250
Temperatura °C
22 0 11.8a 225a 322a A - - -
4 0 0.00b 069b 3.10b 590a 9.30a 116a 17.7a
0 0O 0.00b 0.00b 104c 3.10b 4.80b 659b 116D

DMSH 0.73 1.58 141 1.40 1.45 131 2.60

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

En cuanto al tratamiento manejado a temperatura ambiente (22 °C) se observé
mayor dafio causado por A. Alternata durante el periodo de almacenamiento.
Las temperaturas de almacenamiento de 0 y 4 °C fueron estadisticamente
iguales los dias tres y cinco de almacenamiento, sin embargo a partir del dia
siete en adelante existieron diferencias significativas entre ambos, por lo que
se puede observar que la temperatura de 0 °C proporcioné mayor control de la
presencia de A. Alternata que la de 4 °C. En cuanto a la conservacion de la
calidad, Koukounaras et al. (2007) mencionan que las hojas de Aragula se
pueden refrigerar con buenos resultados a 0 °C, con una vida de
almacenamiento maximo de 16 dias, un comportamiento similar a los resultados
de éste trabajo. Ademas se reporta que el almacenamiento a 5 °C produjo un
deterioro ligero de la calidad y la vida util se redujo 3 dias, resultados similares
a los obtenidos en este estudio, por lo que se puede concluir que el

almacenamiento a 0 °C incrementa la vida de anaquel de ArGgula.
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Los resultados del ensayo en vivo, al igual que los obtenidos del ensayo in vitro
demostraron el efecto de los GLs sobre la inhibicion de la germinacion de
esporas de A. alternata aislada de hojas de Arugula. EI modo de accion de los
GLs no esta dilucidado aun pero se postula que puede causar rompimiento a la
pared y membrana celular e interferir con el buen funcionamiento de enzimas
metabdlicas, sintesis de proteinas y el sistema génico del patdégeno (Rodriguez-

Sauceda, 2011).

Se determind que la incidencia de A. Alternata (Cuadro 2) mediante la
combinacion del porcentaje de plantas enfermas con relacion al total de plantas
evaluadas. La concentracién de 2.98 pg/ml present6 0 % de incidencia mientras
que el tratamiento sin GLs + in6culo presentd la mayor incidencia (87.5 %) al
final de la vida util. Monfor et al. (2007) comprobaron que especies de Brassicas
cultivadas en Georgia, EUA, como el nabo, brécoli y rédbano, contienen
propiedades que actian contra hongos del suelo disminuyendo en 80 % la
incidencia de estos microorganismos.

En el Cuadro 2 se observé que a partir del dia tres, hubo diferencias
significativas entre tratamientos, pero del dia nueve en adelante la

concentracion de 2.98 pg/ml de GLs, fue la que produjo 0 % de incidencia.

En relacion al efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la incidencia
de Alternaria, se observo que ésta fue mayor a temperatura ambiente (22 °C),
mientras que para el tratamiento de 0 °C no se presentaron diferencias

significativas los dias tres, cinco y siete, pero a partir del dia nueve y hasta el
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dia 15 si hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos lo cual implica que

la mejor temperatura para la conservacion de las hojas de Artgula fue de 0 °C.

CUADRO 2. Efecto de diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la incidencia de A. alternata en hojas de Aragula.

Factor /Nivel % Incidencia
pg/mGLs Dia0 Dia3 Diabs Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo 0" 22.2a' 388a 41.6a 29.1b 375b 50.0b 58.3b
Sin GLs + in6culo 0O 27.7a 30.0ab 52.7a 50.0a 625a 75.0a 875a
1.49 GLs + in6culo 0O 111b 194b 250b 4.16c 8.30c 20.8c 20.8c
2.98 GLs + in6culo 0O 830b 16.6b 222b 0.00c 0.00c 0.00d 0.00d

DMSH 9.38 9.38 153 188 987 188 188
Temperatura °C
22 0 520a 750a 854a - - - -
4 0 0.00b 4.16b 145b 29.1a 333a 416a 500a
0 0 0.00b 0.00b 6.20c 125b 208b 31.2b 354b

DMSH 7.30 7.35 12.0 9.80 9.87 9.80 7.60

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Angulo hue

En relacion al angulo hue medido en hojas de Arugula hubo diferencias
significativas de acuerdo a las concentraciones de GLs usadas durante todos
los dias de evaluacion. A partir del dia tres, el tratamiento 2.98 pg/ml de GLs +
in6culo fue estadisticamente superior a los demas tratamientos seguido por

1.49 pg/ml de GLs + in6culo (Cuadro 3).

El color verde es un importante atributo para la percepcion de frescura en hojas
de Aragula, por lo que el empleo del GLs favorece la permanencia del color
verde por lo tanto mantiene la calidad de las mismas (Char et al. 2012). El

tratamiento con inéculo y sin GLs presento los valores promedio mas bajos de
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angulo hue los cuales oscilan de 111 (verde) a 98 (amarillo) durante los 15 dias
de evaluacion, por lo que este tratamiento presentdé mayores dafios en las
hojas, lo cual podria explicarse debido a que el hongo inhibi6 la fosforilacion al

unirse al cloroplasto generando pérdida de color (Pavon et al., 2012).

Koukounaras et al.,, (2009) en un trabajo realizado en Arugula, obtuvieron
valores de angulo hue de 126 a 122, con muy poco decremento. Lo que
significa un mejor mantenimiento del color verde, situacién que también se

observé en este trabajo.

Con relacion al efecto de la temperatura del almacenamiento a 0 °C, superd
estadisticamente a las otras temperaturas empleadas, a partir del dia tres al 15
de almacenamiento, reteniendo con mayor eficacia el color verde pues fue la
gue presentod valores mas altos de angulo hue, coincidiendo con los resultados
obtenidos en el trabajo realizado por Koukounaras et al. (2007) quienes afirman
que las hojas de Aragula se pueden refrigerar con buenos resultados a 0 °C, asi
mismo con Marie et al. (2012) sefialan que a 2 °C, la ArGgula mantiene su color

verde hasta por 7 dias.

Por el contrario, el almacenamiento a 20 °C por 4 y 6 dias, produjo un
amarillamiento intenso, y en consecuencia hubo pérdida de la calidad del

producto.
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CUADRO 3. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en angulo hue en hojas de Arugula

Factor /Nivel Angulo hue
pg/ml GLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones
Sin GLs, sin in6culo 116" 113c' 111c 108c 108c 106c 103c 102c

Sin GLs + in6culo 116 111d 105d 105d 105d 102d 101d 98.4d
1.49 GLs+ in6culo 116 114b 112b 111b 111b 110b 110b 109b
2.98 GLs+ in6culo 116 116a 115a 114a 114a 114a 113a 1l12a
DMSH 0.36 041 030 030 0.40 0.37 0.46
Temperatura °C
22 116 113b 107c 94.3c - - - -
4 116 113b 112b 112b 109b 107b 106b 104b
0 116 114a 113a 113a 110a 109a 107a 1l06a
DMSH 0.28 0.32 0.32 0.16 0.21 0.19 0.24

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

Croma

En cuanto a la variable croma se aprecia que hubo diferencias significativas
entre tratamientos; la concentracion 2.98 pg/ml de GLs + inéculo presenté la
menor perdida de saturacion, mientras que el tratamiento sin GLs + inéculo tuvo
la mayor pérdida por lo que las hojas se tornaron amarillas al final del
almacenamiento (Cuadro 4). Estos resultados coinciden con un estudio previo
de hojas de Arugula donde el croma de las hojas aument6 de 26.39 a 34.22 a
los 14 dias de almacenamiento reduciendo la vida de anaquel (Koukounaras et

al., 2008).

El relacion a las temperaturas todas fueron estadisticamente diferentes desde el
dia tres, en donde el valor mas alto (39.0) se registr6 a los siete dias con 22 °y

el mas bajo se present6 a los 0 °C, considerandose ésta uUltima como la mas
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adecuada para mantener la intensidad del color en el producto. Situacion que

coincide con los resultados obtenidos en angulo hue.

CUADRO 4. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas
de almacenamiento en el croma de hojas de Arugula.

Factor /Nivel Croma
pg/ml GLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dial5

Concentraciones
Sin GLs, sin in6culo  22.1° 22.0c' 256b 30.4b 26.6b 288b 31.4b 33.2b
Sin GLs + in6culo 221 239a 275a 345a 304a 327a 350a 36.7a
149 GLs +in6culo 22.1 22.6b 242c 23.7c 23.7c 244c 248c 26.2c
298 GLs +in6culo 221 222c 234d 240d 240d 23.3d 234d 236d

DMSH 0.29 0.32 0.37 0.37 0.34 0.41 0.32
Temperatura °C
22 221 232a 285a 39.0a - - - -
4 221 226b 240b 253b 248b 260b 276b 30.8a
0 221 223c 23.0c 239c 27.1a 286a 29.7a 290b
DMSH 0.228 0.251 0.182 0.196 0.178 0.219 0.169

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Luminosidad

En el Cuadro 5 se presentan los resultados obtenidos para luminosidad donde
se aprecia que hubo diferencias significativas entre todos los tratamientos. Con
la concentracion de 2.98 pg/ml se tuvo un incremento de 32.4 a 34.0 durante
todo el periodo de almacenamiento, lo que indica que las hojas conservaron su
brillantez, en cambio para el tratamiento sin GLs + inéculo, se presentd mayor
luminosidad con una tasa de 32.4 a 49.0, con la consecuente pérdida de
brillantez.

Con respecto al efecto de las temperaturas, a partir del dia tres de
almacenamiento todas fueron estadisticamente diferentes; en la temperatura de

22 °C se presentd una luminosidad de 50.2, mientras que con la de 0 °C mostré

48



un valor de 39.1 a los 15 dias, coincidiendo con los resultados obtenidos para
angulo hue y croma. De estos resultados se puede concluir que la combinacion
de GLs mas almacenamiento a una temperatura de 0 °C, se tuvo un efecto
positivo al evitar la pérdida de brillantez y con ella de calidad, durante los dias

de almacenamiento conservando en buenas condiciones todo el producto.

CUADRO 5. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas
de almacenamiento en la luminosidad de hojas de Arugula.

Factor /Nivel Luminosidad
pg/mlGLs Dia 0O Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dials

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo  32.4° 30.c' 335b 36.0b 36.0b 380b 39.6b 409b
Sin GLs + in6culo 324 327a 358a 447a 41.7a 434a 46.0a 490a
149 GLs +in6culo 324 321b 334b 343c 343c 352c 36.0c 36.8c
2.98 GLs+ in6culo 324 320b 327c 33.1d 33.1d 335d 33.6d 34.0d

DMSH 0.29 0.29 0.45 0.45 0.45 0.39 0.44
Temperatura °C
22 324 323a 358a 50.2a -! - - -
4 324 31.7b 334b 352b 357b 370b 380b 413a
0 324 311c 323c 339c 36.8a 38.1a 396a 39.1b
DMSH 0.234 0.233 0.283 0.237 0.239 0.205 0.235

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Estos resultados dan una clara idea del efecto de los glucosinolatos sobre el
color de las hojas de Artgula. Koukounaras et al. (2007, 2008) mencionan que
las hojas almacenadas a 10 °C muestran una gran alteracion en los parametros
de color, con resultados de 41.3 a 56.11 en hojas maduras, un aumento en los
valores implica oscurecimiento en los tejidos el cual es consecuencia de
reacciones oxidativas (Guevara et al.,, 2003). A diferencia de los resultados

obtenidos en este estudio, la pérdida de luminosidad es minima, por lo que el

tratamiento aplicado, mantiene en mejores condiciones la calidad de la hoja.
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Clorofilas

En cuanto a lo observado en el contenido de clorofilas en las hojas de Arugula,
se aprecia que la concentracion de 2.98 pg/ml de GLs + inéculo genero la
menor pérdida de clorofilas, con un contenido de 0.55 mg/g en el transcurso de
la evaluacién mientras que sin GLs + in6culo se present6 la mayor pérdida
(0.36 mg/qg), lo que significa que los GLs permitieron que las hojas de Arugula
conservaran mas clorofilas (Cuadro 6). Los valores obtenidos en este estudio
son superiores a los encontrados por Koukounaras et al. (2007) los que
encontraron un contenido de clorofilas de 0.49 pg/g, pero se asemejan a los
niveles encontrados por Nicola et al. (2010) con 0.58 mg/g. En este estudio, se
encontré que existieron diferencias significativas en respuesta a todas las
concentraciones aplicadas del dia tres al dia 15 de almacenamiento. Por su
parte Martinez-Sanchez et al. (2006) reportan una disminucion de 75 % de

clorofilas, resultado muy diferente al encontrado en este trabajo.

Con relacién al efecto de las temperaturas en el contenido total de clorofilas se
observé que a 22 °C se tuvo una mayor pérdida de clorofila durante el periodo
de almacenamiento, respecto a las temperaturas de 0 y 4 °C, en donde se
presentd la menor pérdida. Por lo que de acuerdo a los resultados obtenidos se
puede concluir que la concentracion de 2.98 pug/ml de GLs + in6culo fue la
mejor al preservar tanto el contenido de la clorofila como el dngulo hue y la
luminosidad. Por su parte, Nicola et al. (2010) confirman que las bajas
temperaturas retardan la pérdida de clorofilas, toda vez que a 12 °C obtuvieron

un decremento de 53 y 59 % después de 10 dias de almacenamiento.
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CUADRO 6. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en el contenido total de clorofila en hojas de Arugula.

Factor /Nivel Clorofila Total mg/g
ug/mlGLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialbs

Concentraciones

Sin GLs, sininéculo  0.76° 0.60c' 0.55c¢ 0.55c 0.52c 0.48c 0.48c 0.42c
Sin GLs + in6culo 0.76 055d 0.48d 0.48d 046d 043d 0.39d 0.36d
149 GLs +in6culo 0.76 0.67b 0.63b 0.63b 062b 059b 053b 050b
298 GLs +in6culo 0.76 0.72a 0.68a 0.68a 0.66a 064a 0.60a 0.55a

DMSH 0.005 0.002 0.002 0.002 0.002 0.003 0.003
Temperatura °C
22 0.76 0.60c 050c 0.37c - - - -
4 0.76 0.64b 060b 057b 054b 051b 0.46b 041b
0 0.76 069a 066a 0.62a 059a 056a 052a 0.50a
DMSH 0.004 0.001 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

Respiracion

La respiracion es un proceso de interés en el proceso de maduracion de hierbas
aromaticas. En este estudio con la aplicacion de la concentracion de 2.98 pg/mi
de Glucosinolatos se presentd una tasa baja de respiracion a los 15 dias de
almacenamiento de 0.03 % CO, mientras que en el tratamiento sin GLs +
inoculo la tasa de respiracion fue mayor con valores de 0.10 % de CO,, siendo
estas diferencias significativas a partir del dia tres al final del almacenamiento
(Cuadro 7). Martinez-Sanchez et al. (2006) evaluaron la respiracion de
diferentes hojas baby de Aragula, y obtuvieron valores de 940, 650, 600 y 300
umol CO, kg'g™t. Estos resultados muestran que la respiracion es muy
susceptible al cambio de la temperatura y pequefios incrementos en ésta

aumenta dramaticamente la tasa de respiracion.
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En este estudio, se encontrd que a 0 °C, se presentaron valores bajos de CO,
(0.05 %) mientras que a temperatura ambiente se registré6 0.12 % de CO,,
encontrandose diferencias significativas a partir del dia tres. Al incrementarse la
temperatura aumenté drasticamente la respiracién y con ello el producto tiene

pérdida de nutrientes y vapor de agua (Gonzalez-Aguilar, 2005).

Por lo que el almacenamiento de bajas temperaturas constituye una
herramienta importante en la disminucion de diversos procesos fisiologicos que

conllevan a alterar la vida de anaquel de Aragula (Rennie et al., 2003).

CUADRO 7. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en % CO,, en hojas de Aragula.

Factor /Nivel % CO,
pg/ml GLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones

Sin GLs, sin in6éculo  0.05° 0.08b' 0.10a 0.09b 0.06b 0.06b 0.06b 0.06b
Sin GLs + in6culo 0.05 0.08a 0.06b 0.11a 0.08a 0.09a 0.09a 0.10a
1.49 GLs +in6culo 0.05 0.06¢c 0.06¢c 0.07c 0.05c 0.05c 0.04c 0.04c
2.98 GLs+ in6culo 0.05 0.05d 0.05c 0.06d 0.04d 0.04d 0.04d 0.03d

DMSH 0.008 0.001 0.008 0.001 0.009 0.001 o0.001
Temperatura °C
22 0.05 0.09a 0.1la 0.12a - - - -
4 0.05 0.06b 0.08b 0.07b 0.05b 0.06a 0.06a 0.06a
0 0.05 0.05¢c 0.07c 0.05c 0.06a 0.05b 0.05b 0.05b
DMSH 0.006 0.001 0.006 0.007 0.005 0.008 0.007

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Etileno
En el Cuadro 8 se presento el efecto de los GLs en la produccién de etileno. Se
encontrd que la concentracion de 2.98 pg/ml de GLs, produjo una concentracion

de etileno de 0.33 ul Kg* h™*, a diferencia del tratamiento sin GLs + in6culo en
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donde se observa un valor de 0.67 pl Kg* h™. A partir del dia tres al 15 de
refrigeracion se observaron diferencias significativas, entre todos los
tratamientos aplicados. Koukounaras et al. (2009) mencionan que al primer dia
de almacenamiento el etileno se disparé a 2 pl L™ decayendo hasta 0.5 pul L™ y
argumentan que una concentracion de 1 pl L* fue responsable del

amarillamiento de las hojas de Arugula.

CUADRO 8. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la produccion de etileno, en hojas de Arugula.

Factor /Nivel Etileno pl Kg™' h™
pug/ml GLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dial5

Concentraciones
Sin GLs, sinin6culo  0.30° 0.53b' 0.59b 0.67b 056b 0.53b 052b 055b
Sin GLs + in6culo 0.30 0.62a 0.75b 0.86a 0.74a 0.63a 092a 0.67a
149 GLs+in6culo 0.30 041c 0.46c 052c 040c 0.42c 0.41c 042c
2.98 GLs+ in6culo 0.30 0.34d 0.38d 0.41d 0.34d 0.35d 0.33d 0.33d

DMSH 0.008 0.005 0.020 0.012 0.007 0.005 0.004
Temperatura °C
22 030 0.66a 0.73a 0.83a -! - - -
4 030 0.43b 054b 0.61b 063a 057a 054a 059a
0 030 0.34c 0.37c 0.40c 0.39b 0.40b 0.40b 0.40b
DMSH 0.006 0.004 0.015 0.006 0.004 0.002 0.002

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

El almacenamiento produjo bajas concentraciones de etileno con la temperatura
de 0 °C (0.40 pl Kg™* h™), mientras que a temperatura ambiente, el etileno se
incrementd a 0.83 pl kg h™. Able et al. (2005), obtuvieron valores relativamente
bajos de 0.9 nl a 0.5 nl g*FW h™ a 2 °C mientras que Char et al. (2012)

presentan valores de 77.7 a 47.6 nl g*FW h™ a 5 °C. Nuevamente se observé

gue el almacenamiento a 0°C presentd la mejor conservacion, ya que se reduce
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la produccion de etileno y por lo tanto se retras6 la maduracién en las hojas de

Arugula.

3.7 CONCLUSIONES
La concentracién minima de 0.07 pug/ml de jugo de brécoli (GLs), inhibié en 100
% la germinacion de esporas de Alternaria alternata bajo condiciones in vitro,
mientras que en vivo la concentracién de 2.98 ug/ml redujo en mayor porcentaje
la severidad del dafio causado por Alternaria en hojas de Artgula. La calidad de
hojas de Arugula y la vida de anaquel fueron mejor conservadas con la
aplicacion de GLs y el almacenamiento de la temperatura de 0 °C, permitiendo
conservar el color y la calidad de la misma. Por lo que el jugo de brécoli (GLs) al
mostrar evidencia antifingica, podria ser utilizado como una alternativa
ecologica para el control de Alternaria alternata durante el manejo postcosecha

en Ardgula.
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CAPITULO IV

4. EFECTO DEL JUGO DE BROCOLI EN LA INHIBICION DE Alternaria
alternata EN ARUGULA MINIMAMENTE PROCESADA. Il FISIOLOGIA

POSTCOSECHA
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4.1 RESUMEN

El brécoli es una especie de la
familia de las Brassicas las cuales
poseen propiedades antifungicas
contra varios microorganismos de
importancia econdmica. Los
glucosinolatos (GLs) han sido
conocidos por ser compuestos
antifingicos in vitro en contra de
diferentes hongos mediante
hidrolisis de la enzima mirosinasa.
En este estudio se probd el efecto
del jugo de brdcoli (GLs) en vivo en
la inhibicibn de Alternaria y
conservacion de la calidad de
Aragula. Se evalu6 la fisiologia
postcosecha de Arugula
almacenadas a 0, 4 °C vy
temperatura ambiente por 15 dias,
después de la inoculacion con
esporas de Alternaria (1x10°. Los
tratamiento fueron: jugo de 2.98
pg/ml + inéculo, 1.49 pupg/ml +
inodculo, con solucién de esporas de
Alternaria y el testigo. Cada tercer
dia se evalué la incidencia vy
severidad del dafio por hongo. Las
variables medidas fueron solidos
solubles, acidez titulable, vitamina
C, capacidad antioxidante, fenoles,
acetaldehido 'y  etanol. Los
resultados obtenidos mostraron que
la concentracion de 2.98 ug/ml con 'y
la temperatura de 0 °C fueron las
gue conservaron los parametros de
calidad en excelentes condiciones
hasta el almacenamiento. Por lo que
se concluye que el jugo de brocoli
(GLs) puede ser wusado en
postcosecha para el control de
Alternaria alternata.

Palabras claves adicionales:
Eruca sativa, glucosinolatos,
capacidad antioxidante, fenoles,
vitamina C.

4.2 ABSTRACT

Broccoli is a species of the Brassica
family which possess antifungal
properties against several
economically important
microorganisms. Glucosinolates
(GLs) have been known to be in vitro
antifungal compounds  against
various fungi by hydrolysis of the
enzyme myrosinase. In this study,
we evaluated under in vivo
conditions in the effect of broccoli
juice (GLs) inhibition of spore
germination  of Alternaria and
therefore in the quality of Arugula.
Postharvest physiology of arugula
plants stored at 0, 4 °C and room
temperature for 15 days, was
evaluated. Treatments were as
follow: 2.98 mg/ml + inoculum, 1.49
mg/ml  + inoculum with spore
solution and control. Incidence and
severity of damage was measured
every third day. Measured traits
were: soluble solids, titrable acidity,
vitamin C, antioxidant, phenols,
acetaldehyde and ethanol
concentration. The obtained results
showed that the concentration of
298 mg/ml with and storage
temperature of 0 °C were kept
parameters excellent condition until
the end of the storage. Therefore,
broccoli juice (GLs) can be used to
control postharvest  infestation
Alternaria alternata.

Additional Keywords: Eruca sativa,
glucosinolates, antioxidant capacity,
phenolic, vitamin C.
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4.3 INTRODUCCION

La calidad y seguridad microbiolégica de los productos vegetales frescos
cortados es un aspecto esencial en su procesamiento y distribucion. Su
contaminacion puede ocurrir en cualquier punto entre el cultivo y el consumo de
los mismos. Para lograr productos de alta calidad que cumplan con estos
requisitos es necesaria la puesta en practica de métodos de conservacion con
bajo impacto sobre el alimento y a menudo una combinacion inteligente de ellos
(Gonzalez-Aguilar, 2005). Hoy en dia los consumidores demandan productos
vegetales como la Arugula, (Eruca sativa Mill.), perteneciente a la familia
Brassicaceae, originaria de la region mediterranea, y que se distribuye en todo
el mundo. Sin embargo esta hierba es susceptible al deterioro, asi como al dafio
causado por Alternaria, hongo patégeno causante de la pérdida de calidad del
producto, acortandose su vida postcosecha por lo que se ha considerado el
uso de la refrigeracion durante el almacenamiento (Kader, 2003), siendo
eficiente en la disminucion de las alteraciones mecanicas, microbioldgicas y
biol6gicas, por lo que se ha convertido en un método ampliamente utilizado
durante el manejo postcosecha (Tonoiven, 2004).

Los glucosinolatos (GLs) son una serie de compuestos del metabolismo
secundario de las plantas principalmente del orden de los Capparales, familia
Brassicales. Los GLs intactos tienen actividad biolégica limitada, pero aumentan
su actividad cuando son hidrolizados a isotiocianatos (ITCs). El brocoli es la
principal fuente natural de los mismos, los cuales constituye mas del 80 % de

los glucosinolatos totales presentes en este vegetal (Campas-Baypoli et al.,
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2009). Se ha comprobado que los isotiocianatos tienen la propiedad de
controlar el crecimiento de microrganismos patdégenos tales como Fusarium
spp., Alternaria spp., Aspergillus spp., Penicillium spp y Rhizopus spp., agentes
causantes de enfermedades en los alimentos y/o descomposicion de los
mismos (Viuda-Martos et al., 2007). B4ez-Flores et al., (2008) comentan que el
mecanismo por el cual los ITCs inhiben el crecimiento de hongos vy
microorganismos aun no se conoce bien, sin embargo algunas hipoétesis
proponen que estos compuestos son la causa de la inactivacion de las enzimas
intracelulares por medio de la degradacion oxidativa de los puentes disulfuro, de
la inhibicién de enzimas metabdlicas por la accién del radical tiocianato y su
accion desacopladora de la fosforilacion oxidativa. Al parecer, la alta reactividad
de los ITCs se debe principalmente a la fuerte naturaleza electrofilica del grupo

funcional isotiocianato.

Es por ello, que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
aplicacion de refrigeracion y el uso de jugo de brécoli tanto in vitro como en vivo
en la inhibicibn de la germinacion de esporas de Alternaria asi como en la
conservacion y vida de anaquel de Ardgula mediante algunas variables
quimicas (acidez titulable, solidos solubles, vitamina C, fenoles totales,
capacidad antioxidante), fisiolégicas (etanol y acetaldehido y % de pérdida de

peso) y una escala heddnica.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

Obtencion del jugo crudo de brocoli

Se empled brocoli proveniente del mercado de abastos de Texcoco, Edo. de
México, el cual fue trasladado al Laboratorio de Fisiologia de Frutales de la
UACHh. Los floretes y tallos de brocoli se desinfectaron con hipoclorito de sodio
y se molieron en un extractor Moulinex. De acuerdo a la metodologia
establecida por Brandi et al. (2006), el jugo obtenido se dej6é reposar por
espacio de una hora, con el fin de llevar a cabo el proceso de hidrolisis
mediante la enzima mirosina. La muestra se pasé a una centrifuga a 7080 g 10

min El sobrenadante se almacené a -20 °C hasta su uso.

Método para determinar glucosinolatos en brécoli mediante
espectrofotometria

Se tomaron aproximadamente 0.5 mg de extracto de brocoli liofilizado (Jezek et
al., 1999) al cual se le adicionaron 7.5 ml de amortiguador acetato 0.2 M a pH
42 y 1.5 ml de acetato de plomo y bario 0.5 M. La mezcla se agitd
vigorosamente en vortex. Se adicionaron 0.4 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP)
y se incubd a temperatura ambiente, con agitacién, por 15 min Después se
agregaron 1.5 ml de sulfato de sodio 2 M y se centrifugdé a 11336 g por 5 min a
temperatura ambiente. Se tomaron 0.9 ml de extracto tratado con PVPP se
mezclaron con 0.9 ml de hidroxido de sodio 2M y se incubaron por 30 min A la
mezcla se le adicion6 0.138 ml de acido clorhidrico concentrado y se centrifugo

a 4000 g por 10 min Para la determinacion espectrofotométrica se tomaron 0.5
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ml de sobrenadante y se mezclaron con 0.5 pl de solucién de ferricianuro 2mM
en amortiguador fosfato 0.2 M pH a 7.0. Finalmente se midi6 la absorbancia de
la solucion a 420 nm antes de 15 s usando amortiguador fosfato 0.2 M a pH 7.0
como blanco. Para la curva de calibracion se utilizé el patrén sinigrina 5,60x107
M con diferentes diluciones que iban de 0 a 90 pl. Con los datos del
espectrofotometro se ajusté un modelo de regresién, para determinar la
concentracién de los GLs obtenidos del jugo de brécoli. EI modelo utilizado fue:
Y= -0.0041x+0.9313 (r* de 0.97, P= 0.002) y la concentracién de glucosinolatos

obtenida fue de 0.0029 mg/ml.

Efecto del jugo de brécoli (GLs) en Alternaria in vitro

El aislamiento de Alternaria se obtuvo de hojas de Arugula proporcionada por la
empresa Glezte ubicada en Axochiapan estado de Morelos, con sintomas de la
mancha de la hoja. Los aislamientos se sembraron en medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA). Se estudiaron las caracteristicas de los hongos de
acuerdo a las claves morfolégicas de Barnett y Hunter (1998) y Rotem (1994) y
la identificacion definitiva se realiz6 mediante secuenciacién del ADN fungal. Se
probaron diferentes concentraciones para inhibir la germinacién de esporas:
0.15, 0.11, 0.07, 0.04, 0.01, O pg/ul. Para ello el jugo fue adicionado al medio de
cultivo PDA, y luego se adicionaron 20 ul de la solucion de esporas de
Alternaria. Con la ayuda de un microscopio se cuantificé la germinacion de las
esporas de Alternaria a las 2, 4 y 6 horas. Para la evaluacion se consideraron
100 esporas al azar, para cada concentracion se realizaron tres repeticiones. El

porcentaje de inhibicion se determiné mediante la formula: IN (%) = a-b/a * 100
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Donde: a= Total de esporas germinadas en el testigo

b= Total de esporas germinadas en el tratamiento

Efecto del jugo de brécoli (GLs) en Alternaria bajo condiciones en vivo

La Aragula fue proporcionada por la empresa Glezte ubicada en Axochiapan,
Morelos. ésta se lavo y desinfectd con hipoclorito de sodio a 100 ppm,
posteriormente se dividi6 el material en 4 grupos para los tratamientos
correspondientes: grupo uno, fue sumergido en una concentracion de 2.98
ng/ml de jugo de brécoli méas la inoculacién de las esporas de Alternaria (1x10°);
grupo dos, fue sumergido en una concentracion de 1.49 pg/ml de jugo de
brécoli mas la inoculacién de esporas de Alternaria; grupo tres, inoculado solo
con la solucion de esporas de Alternaria; grupo cuatro, testigo; posteriormente
se secaron las hojas y luego se envasaronl1l00 g en charolas rigidas y se
almacenaron en refrigeracion a 0, 4 °C y temperatura ambiente (22 °C), durante
15 dias. La severidad del dafio por hongo se evalué cada tercer dia y se
report6 como porcentaje de infeccion por planta, utilizando una escala
diagramatizada elaborada con el programa 2log. Con esta calificacion nominal

se obtuvo el indice poblacional de severidad al aplicar la siguiente formula:

IS = éxki(Nki)/ NJ

Donde: IS = indice de severidad
Xii = nivel del dafio en el momento i

Ny = nimero de plantas con el nivel del dafio en el momento i
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N; = nimero total de plantas evaluadas
La incidencia del dafio en las hojas se determiné mediante la férmula:
| % = ny/N;* 100 Donde: | (%) = incidencia de la enfermedad en porcentaje
ni= namero de plantas enfermas en el momento i

N; = numero total de plantas evaluadas

Efecto de GLs en la fisiologia postcosecha de Ardgula en vivo

El efecto del jugo de brocoli en la fisiologia y vida de anaquel de las hojas de

Aragula, se determiné mediante la evaluacion de las siguientes variables:

Acidez titulable (AOAC, 1980)

Se homogeneizaron 10 g de pulpa con 50 ml de agua destilada. De la mezcla
obtenida se tomd una alicuota de 10 ml que se tituld con hidréxido de sodio 0.1
N utilizando timolftaleina como indicador hasta alcanzar un pH de 8.2. La acidez
se expres6 como porcentaje de acido citrico con la formula:

% &cido citrico = ml NaOH x N x Meq. acido x V x 10 / Peso muestra x alicuota
N = Normalidad del NaOH

V = volumen total (ml después de moler en la licuadora)

Meq. acido = Miliequivalentes del acido presente en mayor proporcion (0.064

para el acido citrico).
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% Sélidos solubles totales (°Bx)

Se determinaron en el jugo de la hoja, mediante un refractometro digital marca

ATAGO, modelo PAL-1 con escala de 0 a 53 % y se expresaron como °BxX.

Vitamina C (acido ascorbico) por el método de Tillman (AOAC, 1980)

Se homogeneizaron 5 ml de jugo con 50 ml de una solucién de acido oxalico
(0.5 %), de la cual se tomo6 una alicuota de 5 ml y se titul6 con solucién de
Tillman (0.01 %) hasta que permanecio una coloracion rosa visible por 1 minuto.
La concentracion se expres6 en mg/g utilizando como estdndar el &cido

ascorbico.

Fenoles totales

Se emple6é el método espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteu
descrito por Waterman y Mole (1994). Se pesaron 0.5 g de tejido fresco y se
agregaron 5 ml de metanol al 100 %, se homogenizaron por 5 min a 13147g. Se
tomaron 60 pl del sobrenadante, se tomaron 16 ml de agua desionizada y 0.5
ml de folin, se agitaron y antes de 8 minutos se agregdé Na,CO3; al 20 % esta
mezcla se agité vigorosamente y luego se dejoé reposar por 2 h, lejos de la luz.
Transcurrido el periodo de incubacion, la mezcla de reaccion se analizé en un
espectrofotometro a A de 760 nm para determinar su absorbancia. Se utilizd
como blanco agua desionizada. La cuantificacién se realizé6 mediante una curva

patron de acido tanico, los datos se expresaron en mg/g de PF.
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Determinacién de la capacidad antioxidante por el método ABTS

La determinacion de la capacidad antioxidante, se realiz6 de acuerdo con el
método ABTS [2,2"azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico] propuesto por
Rice-Evans et al. (1997) modificado por Ozgen et al. (2006), para lo cual el
radical ABTS se form¢ tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico
(2.45mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS este se diluyé con
PBS (solucién amortiguador de fosfato) (pH 7.4) hasta obtener un valor de
absorbancia de 0.7 £ 0.1 a 734 nm (longitud de méxima absorcién). Para el
ensayo se mezclaron 3 ml de la solucion ABTS y 20 ul de extracto de la
muestra, dejandose reposar por 2 h y posteriormente se realiz6 la lectura de
absorbancia a 734 nm. El antioxidante de referencia fue el &cido ascorbico (de 0

a 2.5 mM).

Contenido de acetaldehido y etanol

Se determinaron mediante el método propuesto por Davis y Chase (1969). Se
tomaron 2g de tejido y se colocaron en viales de vidrio de 25 ml,
inmediatamente se sellaron y se mantuvieron en congelacion a -20 £ 2 °C
hasta su evaluacion. Cada vial se incub6 en bafio Maria a 60 °C durante 1 h.
Posteriormente se homogeneizo por 1 minuto y se tomd 1 ml del espacio vacio
y se inyectd en un cromatografo de gases, Varian Star 3400, con detector de
ionizacion de flama (FID) y columna capilar Chrompak de 27.5 m de largo, 0.32

mm de diametro interno y 0.45 mm de diametro externo y con capa porosa de
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silica como fase estacionaria. Las temperaturas del cromatégrafo fueron de
160, 170, 170 y 170 °C en columna, inyector, auxiliar y detector,

respectivamente.

Pérdida de peso (%)

Se pesaron las plantas al inicio del tratamiento y después cada tercer dia. La
medicion se hizo en los 15g de hojas, los cuales se pesaron en una balanza
granataria electrénica Ohaus Portable Advance, de modelo CT 1200 (EUA),
con una precision de 0.1g; la pérdida de peso se obtuvo de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Pi — Pf
PP(%) = pi X 100

Donde: PP (%): pérdida de peso en porcentaje.
Pi: peso inicial de la unidad experimental en g.

Pf: peso final de la unidad experimental en g, al término del tratamiento

Escala Hedd6nica

Se utilizé la escala heddnica propuesta por Cantwell et al. (1998) y Torales et
al. (2010), con la que se evalué la calidad visual, color, amarillamiento,
desarrollo de malos olores y presencia de pudriciones. Para poder medir estas
caracteristicas se asignaron escalas de calificaciones de la siguiente manera:

calidad visual (9=excelente, 7=Bueno, 6=Limite de comerciabilidad, 5=regular,
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3=Malo, 1=Muy malo), amarillamiento (9=verde oscuro, 7=verde claro, 5=verde
amarillo (no mas del 20 %), 3= amarillo mas algo de verde (no mas del 50 %)
1=amarillo mas del 75%), desarrollo de malos olores (9=sin olor, 7=incipiente,
5=regular, 3=intenso 1l=muy intenso), y pudriciones (1=ninguno, 2=alguno,

3=poco, 4=mucho, 5=severo).

Analisis estadistico

Los resultados de las variables quimicas y fisioloégicas se sometieron a un
analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias (Tukey, p=0.05)
mientras que los datos obtenidos mediante la escala heddnica se llevd a cabo
un analisis no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Se emplearon
los paquetes de andlisis estadistico Infostat ® asi como SAS ® (Statistical

Analysis System) ver. 9.0 (SAS, 2002).

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del jugo de brécoli (GLs) en Alternaria alternata in vitro

Se identificd una colonia fungal de color verde obscuro en hojas de Arugula. Al
observarla al microscopio ésta presentd, conidiéforos simples de color café
claro tabicados, y conidios con septa transversal y longitudinal, caracteristicas
gue corresponden a la especie de Alternaria alternara de acuerdo a las claves y

descripciones de Barnett y Hunter (1998) y Rotem (1994).
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Esta identificacibn morfolégica fue confirmada por la secuenciacién del genoma
fungal alineada en el banco de genes (NCBI), de acuerdo con lo reportado por

Andersen et al. (2001) y Fraire et al. (2010).

En la figura 1 se muestra el efecto a las 6 horas de diferentes concentraciones
de jugo de brdocoli (GLs) en la inhibicion de la germinaciéon de Arugulas
almacenadas esporas a 26 °C. En ella se puede observar que para las
concentraciones 0.15, 0.11 y 0.07 pg/ul, el porcentaje de germinacion fue del 0
%, mientras que las concentraciones de 0.01 y 0.04 ug/pl presentan menor
control, lo cual sugiere que a mayor concentracion de GLs se present6 un
menor crecimiento fungal. Todos los tratamientos con jugo de brécoli GLs
disminuyeron el crecimiento del hongo respeto al testigo (sin tratamiento).
Varios autores han demostrado previamente que los GLs tienen efecto en
contra de algunos patégenos. Por ejemplo Sisti et al. (2006), quienes probaron
el efecto del jugo acuoso crudo de Brassica en la inhibicion del crecimiento del
hongo Candidas albicans encontraron que después de 4 horas de incubacion a
una concentracion de 0.054 pg/ml obtuvieron 95 % de inhibicion, resultados
similares a los encontrados en este estudio. Mari et al. (1996) reportan que los
isotiocinatos derivados de los glucosinolatos usados a una concentracion de 3.6
mg/ml controlaron completamente al hongo Penicillium expansum en frutos de

pera.
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Figura 1 a) efecto de las concentraciones de jugo de brécoli en la inhibicion de
la germinacién de esporas de Alternaria alternata en hojas en vivo de Arugula
(Eruca sativa). b) efecto de las concentraciones de jugo de brécoli a través del
tiempo en el porcentaje de germinacion de esporas de Alternaria alternata en
Aragula.

Asi mismo sustancias volatiles obtenidas de plantas de Brasicca rapa y a una
concentracion de 20 mg/g inhibieron el crecimiento micelial de Rhizoctonia
solani (Masahiro et al., 2006). Los resultados obtenidos en el presente estudio
corroboran el efecto inhibitorio de los GLs en la germinacion de esporas de
Alternaria alternata en concordancia con lo obtenido en previos trabajos.

Por lo que se puede concluir que el jugo de brocoli (GLs) posee potencial
antifingico y podria ser usado como tratamiento en postcosecha, con el fin de

disminuir los dafios causados por Alternaria alternata.

Efecto del jugo de broccoli (GLs) en Alternaria alternata en vivo

En el Cuadro 1 se presento el porcentaje de severidad de dafio (% del tejido

dafiado en relacion al total del tejido evaluado) causado por A. Alternata en
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hojas de Arlugula. Se puede observar que el tratamiento sin GLs + inOculo
presentd la mayor severidad del dafio durante todo el periodo de evaluacion,
mientras que la menor severidad se obtuvo cuando se utilizé la concentracion
de 2.98 pg/ml + inéculo, es evidente el efecto del jugo de brocoli (GLs) en la
disminucién del dafio causado por A. Alternata. Los resultados obtenidos en
este trabajo fueron superiores a los reportados por Troncoso-Rojas et al. (2005)
quienes tuvieron una reduccion del 80 % en el dafio causado por Alternaria
alternata en tomates, al utilizar isotiocinatos (ITCs) (derivados de los

glucosinolatos), a una concentracion de 0.56 mg/ml.

Asi mismo, se encontr6 que no existieron diferencias significativas entre
tratamientos hasta el dia cinco de evaluacion, y fue a partir del dia siete que la
concentracion de 2.98 pug/ml de GLs + inéculo presentd la menor severidad de
dafio con excepcién del dia nueve. Por lo que dicha concentracién resulté ser
mas efectiva para el control de A. Alternata, similar resultado obtenido por
Tiznado-Hernandez y Troncoso-Rojas (2006) quienes demostraron que el
isotiocinato (ITC) 3-metilsufnil-3-butenil a una concentracion de 3.6 mg/ml,

inhibio totalmente el crecimiento de Monilinia laxa en frutos de pera.

En otro experimento, se demostré que el (ITC) de bencil a las concentraciones

de 0.28 y 0.56 mg/ml inhibié en 100 % el crecimiento micelial de Alternaria

alternata en frutos de pimiento morrén (Troncoso et al., 2005).
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CUADRO 1. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la severidad del dafio de A. alternata en hojas de Arugula.

Factor /Nivel % de Severidad de dafio de Alternaria
pg/mGLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialbs

Concentraciones
Sin GLs, sin in6culo 0" 55b' 9.26a 13.8b 4.16b 9.03b 13.1b 17.3b
Sin GLs + in6culo 0O 690a 129b 226a 13.1a 173a 198a 37.2a
1.49 GLs + in6culo 0O 180c 5.09¢c 6.90c 0.69c 2.08c 3.40c 3.40c
2.98 GLs + in6culo 0O 1.30c 3.70c 5.00d 0.00c 0.00d 0.00d 0.00d

DMSH 0.90 2.02 1.80 2.81 2.78 2.50 2.50
Temperatura °C
22 0 118a 225a 322a - - - -
4 O 0.00b 069b 3.10b 590a 9.30a 1ll16a 17.7a
0 O 000b 0.00b 1.04c 3.10b 480b 6.59b 1160b

DMSH 0.73 1.58 141 1.40 1.45 131 2.60

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

En cuanto al tratamiento manejado a temperatura ambiente (22 °C) se observé
mayor dafio causado por A. Alternata durante el periodo de almacenamiento.
Las temperaturas de almacenamiento de 0 y 4 °C fueron estadisticamente
iguales los dias tres y cinco de almacenamiento, sin embargo a partir del dia
siete en adelante existieron diferencias significativas entre ambos, por lo que
se puede observar que la temperatura de 0 °C proporcioné mayor control de la
presencia de A. Alternata que la de 4 °C. En cuanto a la conservacion de la
calidad, Koukounaras et al. (2007) mencionan que las hojas de Aragula se
pueden refrigerar con buenos resultados a 0 °C, con una vida de
almacenamiento maximo de 16 dias, un comportamiento similar a los resultados
de éste trabajo. Ademas se reporta que el almacenamiento a 5 °C produjo un
deterioro ligero de la calidad y la vida util se redujo 3 dias, resultados similares
a los obtenidos en este estudio, por lo que se puede concluir que el

almacenamiento a 0 °C incrementa la vida de anaquel de ArGgula.
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Los resultados del ensayo en vivo, al igual que los obtenidos del ensayo in vitro
demostraron el efecto de los GLs sobre la inhibicion de la germinacién de
esporas de A. alternata aislada de hojas de Arugula. El modo de accién de los
GLs no esta dilucidado aun pero se postula que puede causar rompimiento a la
pared y membrana celular e interferir con el buen funcionamiento de enzimas
metabdlicas, sintesis de proteinas y el sistema génico del patdégeno (Rodriguez-

Sauceda, 2011).

Se determind que la incidencia de A. Alternata (Cuadro 2) mediante la
combinacion del porcentaje de plantas enfermas con relacion al total de plantas
evaluadas. La concentracién de 2.98 pg/ml present6 0 % de incidencia mientras
que el tratamiento sin GLs + in6culo presentd la mayor incidencia (87.5 %) al
final de la vida util. Monfor et al. (2007) comprobaron que especies de Brassicas
cultivadas en Georgia, EUA, como el nabo, brécoli y rdbano, contienen
propiedades que actian contra hongos del suelo disminuyendo en 80 % la

incidencia de estos microorganismos.

En el Cuadro 2 se observé que a partir del dia tres, hubo diferencias
significativas entre tratamientos, pero del dia nueve en adelante la

concentracion de 2.98 pug/ml de GLs, fue la que produjo 0 % de incidencia.

En relacion al efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la incidencia
de Alternaria, se observo que ésta fue mayor a temperatura ambiente (22 °C),

mientras que para el tratamiento de 0 °C no se presentaron diferencias
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significativas los dias tres, cinco y siete, pero a partir del dia nueve y hasta el
dia 15 si hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos lo cual implica que

la mejor temperatura para la conservacion de las hojas de Artgula fue de 0 °C.

CUADRO 2. Efecto de diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la incidencia de A. alternata en hojas de Aragula.

Factor /Nivel % Incidencia
pg/mGLs Dia0 Dia3 Dia5s Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo 0" 22.2a' 388a 416a 29.1b 375b 50.0b 583b
Sin GLs + in6culo 0 27.7a 300ab 527a 50.0a 625a 750a 875a
1.49 GLs + in6culo 0O 111b 194b 250b 4.16c 8.30c 20.8c 20.8c
2.98 GLs + in6culo 0O 830b 16.6b 222b 0.00c 0.00c 0.00d 0.00d

DMSH 9.38 9.38 153 188 987 188 188
Temperatura °C
22 0 520a 750a 854a - - - -
4 0 0.00b 4.16b 145b 29.1a 333a 416a 500a
0 0 0.00b 0.00b 620c 125b 208b 31.2b 354b

DMSH 7.30 7.35 12.0 9.80 9.87 9.80 7.60

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Acidez titulable

El efecto de los tratamientos en acidez titulable, fue que la concentracién de
2.98 pg/ml GLs + in6culo indujo un ligero decremento de 0.24 a 0.20 % en las
hojas, mientras que el tratamiento sin GLs + in6culo gener6é un aumento de 0.24
a 0.27 % (Cuadro 3). Torales et al. (2010) realizaron un trabajo con hojas de
Artgula al almacenarlas a 6 °C y obtuvieron una ligera disminucién con valores
de 0.05 a 0.03 % de &cido citrico.

En el Cuadro 3, se observa que a partir del dia tres, todas las concentraciones
probadas fueron estadisticamente diferentes al tratamiento sin GLs sin indculo

(testigo) y el sin GLs + inoculo tuvieron una tendencia a incrementar la acidez
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titulable, mientras que en los tratamientos con 2.98 GLs+ inéculo y 1.49 GLs +

in6culo se presentd una ligera disminucion.

CUADRO 3. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la acidez titulable de hojas de Aragula.

Factor /Nivel % Acidez titulable
pg/ml GLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones

Sin GLs, sininéculo  0.24° 0.25h' 0.26b 0.25b 0.26b 0.25b 0.26b 0.24b
Sin GLs + in6culo 0.24 0.27a 0.27a 028a 0.29a 0.27a 0.28a 0.27a
1.49 GLs + in6culo 0.24 0.22d 0.23d 0.21d 0.21d 0.19d 0.20d 0.19d
2.98 GLs+ in6culo 0.24 0.23c 0.24c¢c 022c 022c 0.21c 0.22c 0.20c

DMSH 0.002 0.003 0.004 0.002 0.003 0.001 o0.001
Temperatura °C
22 024 025a 0.24c 0.23b - - - -
4 0.24 0.25b 0.25a 0.25a 0.24b 0.24b 0.23b 0.22a
0 0.24 0.24c 0.24b 0.25a 0.25a 0.24a 0.24a 0.23b
DMSH 0.002 0.001 0.003 0.001 0.009 0.001 0.006

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Las temperaturas de almacenamiento también generaron cambios
estadisticamente diferentes a partir del dia tres hasta el dia 15, a excepcion del
dia nueve, en el cual se present6 muy poca disminucién de la acidez. Estos
resultados confirman que el uso de bajas temperaturas en la conservacion de

productos vegetales mantiene las caracteristicas organolépticas con el menor

namero de cambios perceptibles en su calidad (NUfiez-Lopez et al., 2012).

% Solidos solubles

En el cuadro 4 se present6 el comportamiento de los sélidos solubles y se

observé que la menor disminucion de esto se obtuvo con la concentracion de
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2.98 pg/ml GLs + indculo la cual fue estadisticamente mejor que el tratamiento
sin GLs + inoculo, el cual presenté la mayor disminucion. Able et al. (2005)
mencionan que los niveles de azucares solubles totales en hojas de col china
(Brassica rapa pekinensis) disminuyeron al ser almacenadas en paquetes
dejados en las tiendas a 20 °C. La degradacion de los azucares ocurrié entre
los dias 2 y 3 antes del final de la vida de almacenamiento, coincidiendo con la
aparicion de amarillamiento en las hojas. En este estudio hubo diferencias
significativas por efecto de las concentraciones probadas, a partir del dia tres
hasta el dia 15 de evaluacion. En el tratamiento de 2.98 pg/ml, los sélidos
solubles presentaron valores de 7.0 a 5.90 °Bx, seguido por el tratamiento 1.49
ug/ml GLs + inéculo con 5.50 °Bx. Estos resultados sugieren que el
metabolismo de azlcares totales no fue afectado. Con respecto al efecto de las
temperaturas de almacenamiento los tratamientos fueron estadisticamente
diferentes entre si. A 0 °C presentaron valores de 6.9 hasta 5.3 °Bx a los 15
dias de almacenamiento, confirmando ser la mejor. Por su parte Koukounaras
et al. (2007), obtuvieron valores de 7.6 a 6.5 % en hojas de Aragula,

almacenadas a 0 °C por 16 dias.

Sin embargo, en un trabajo por Koukounaras et al. (2009) encontraron
contenidos de sdlidos solubles de 4.1 a 3.8 % en almacenamiento por 10 dias a
8 °C. Gonzalez-Aguilar (2005) menciona que al retrasarse algunos procesos
fisiologicos que utilizan como sustratos los azucares y acidos organicos, los
niveles de estos compuestos se mantienen por un periodo mayor, lo cual

confiere una mayor calidad a los vegetales.
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CUADRO 4. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en sélidos solubles en hojas de Arugula.

Factor/Nivel Solidos solubles (°Bx)
pg/ml GLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dial5

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo  7.2° 6.76d" 6.11c 557c 5.71c 5.31c 5.18c 4.95c
Sin GLs + in6culo 72 635c 551d 491d 5.03d 491d 4.46d 4.21d
1.49 GLs + in6culo 72 6.90b 6.53b 592b 6.06b 598b 5.80b 5.50b
2.98 GLs+ in6culo 72 700a 6.8la 652a 656a 6.38a 6.26a 59a

DMSH 0.09 0.092 0.112 0.175 0.106 0.165 0.178
Temperatura °C
22 72 65c 58c 5.1c - - - -
4 7.2 6.8b 6.4b 59b 57b 55b 52b 49b
0 72 69a 65a 6.1la 59a b57a b56a b53a
DMSH 0.074 0.072 0.088 0.091 0.055 0.086 0.093

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

Capacidad antioxidante

Con relacion a la capacidad antioxidante la concentracion de 2.98 pg/ml +
indculo present6 una ligera disminucion de 3.16 a 2.89 mg/g, mientras que el
tratamiento Sin GLs + inOculo oscilo entre 3.16 y 2.32 mg/g (Cuadro 5). A partir
del dia tres al dia 15, todos los tratamientos aplicados mostraron diferencias
estadisticas significativas, lo cual indica que no hubo reduccién en la capacidad
antioxidante. En un trabajo realizado por Venneria et al. (2012) mencionan que
tuvieron una disminucion de la capacidad antioxidante del 8 % al segundo dia
de almacenamiento, obteniendo valores de 12.9 mM Fe?* por kg, en hojas de

Arugula fresca.

La temperatura de almacenamiento de mantener la capacidad antioxidante a O

°C de 3.0 mg/g a 2.7 mg/g, durante los 15 dias de almacenamiento siendo
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diferente a los otros tratamientos estadisticamente. Autores como Martinez-
Sanchez et al. (2006) cuando almacenaron a 4 °C obtuvieron una reduccién del
60 % en la capacidad antioxidante con valores que pasaron de 104.8 hasta 47.6
mg 100 g* a los 14 dias. Por su parte Nicola et al. (2010) tuvieron un
decremento del 69 % al almacenar a 12 °C con un valor de 1.96 pmol Fe?* g™ al
respecto sefialan que la capacidad antioxidante, fue dedicada a controlar las

especies de radicales formados después del corte.

CUADRO 5. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en capacidad antioxidante, en hojas de Arugula.

Factor /Nivel Capacidad antioxidante mg/g
pg/ml GLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones

Sin GLs, sininéculo  3.16° 2.87c' 2.76c 2.63c 2.63c 256c 258c 249c
Sin GLs + in6culo 3.16 2.81d 269d 255d 255d 249d 236d 2.32d
149 GLs +in6culo 3.16 3.03b 2.86b 274b 272b 268b 277b 2.78b
2.98 GLs+ in6culo 3.16 3.09a 297a 28la 287a 280a 287a 289a

DMSH 0.03 0.03 0.03 0.02 0.01 0.03 0.01
Temperatura °C
22 316 294b 283b 254c¢ - - - -
4 3.16 291b 275c 271b 266b 258b 259b 253b
0 3.16 3.00a 288a 2.79a 273a 269a 2.70a 270a
DMSH 0.02 0.02 0.02 0.01 0.005 0.01 0.01

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

Vitamina C

Con respecto al contenido de Vitamina C (Cuadro 6) éste se mantuvo dentro de
los valores de 86.3 a 48.3 mg/g, en el tratamiento 2.98 pug/ml + inéculo, mientras
gue en el tratamiento sin GLs + inéculo decayo hasta 19.5 mg/g. Autores como

Kim e Ishi, (2007) obtuvieron contenido de vitamina C de 1.45 mg/g a los 10
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dias de almacenamiento a 4 °C, valores mas bajos a los obtenidos en este
trabajo, El contenido es importante en la conservacién de alimentos, toda vez
gue es uno de los antioxidantes mas efectivos, con efecto protector frente a los
radicales libres (Gonzalez-Aguilar, 2005). En el Cuadro 4 puede apreciarse que
para esta variable existieron diferencias significativas entre todos los

tratamientos aplicados durante todo el periodo de evaluacion.

CUADRO 6. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en el contenido de vitamina C en hojas de Aragula.

Factor /Nivel Vitamina C mg/g
pg/mlGLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialbs

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo  86.3° 67.5¢' 59.2c 51.6c 53.0c 47.8c 39.8c 345c
Sin GLs + in6culo 86.3 59.0d 415d 358d 326d 279d 224d 19.5d
149 GLs +in6culo 86.3 70.1b 64.2b 56.1b 595b 540b 444b 394b
298 GLs +in6culo 86.3 73.8a 69.2a 59.2a 675a 61.8a 534a 48.3a

DMSH 150 157 133 133 107 132 0.76
Temperatura °C
22 86.3 60.3c 47.0c 321c - - - -
4 86.3 69.0b 61.0b 565b 50.9b 457b 382b 335b
0 86.3 735a 67.6a 634a 553a 50.0a 4l16a 37.4a
DMSH 118 123 104 070 056 069 0.40

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

En relacién al efecto de la temperatura se obtuvo que el tratamiento de 2.98
pg/ml + inéculo a 0 °C fue el que conservd mejor este el contenido de vitamina
C con un valor al final del almacenamiento de 37.4 mg/g a diferencia del
tratamiento a temperatura ambiente el cual mostré un valor de 32.1 mg/g. Por
su parte Nicola et al. (2010) encontraron un decremento del 32.5 % en el

contenido de vitamina C (9.3 mg 100 g™) al almacenar a 4 °C y del 46.6 % bajo
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temperaturas de 12 °C después de 10 dias de almacenamiento. Por su parte
Martinez-Sanchez et al. (2006) obtuvieron valores de 50 mg/100 g* al
almacenar a 8 °C. Kim e Ishi (2007) mencionan que la disponibilidad de
vitamina C total es influenciada por numerosos factores como la intensidad de

la luz, temperatura de almacenamiento y exposicion a contaminantes.

Fenoles

En relacion al contenido de fenoles (Cuadro 7), se observan diferencias
significativas entre tratamientos a partir del dia 9 al 15 de almacenamiento. El
mejor contenido de fenoles (0.22 mg/g) se obtuvo en la concentracién de 2.98

ug/ml de GLs, mientras que el tratamiento sin GLs + indculo mostr6 0.15 mg/g.

Por su parte Nicola et al. (2010) reportan valores de 0.20 a 0.15 mg/g

encontraron resultados similares a los obtenidos en este estudio.

El almacenamiento a 0 °C presentd mantener cantidades de acido tanico de
0.26 a 0.19 mg/g después de 15 dias de almacenamiento. Estos resultados
estuvieron mas altos que de los observados por Martinez-Sanchez, et al.
(2006) quienes encontraron de valores de 109.3 g a 56.3 mg 100 g de Aacido
galico en hojas de aragula, almacenadas a 4 °C, por 14 dias lo que represent6

una disminucion casi del 50 %.
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CUADRO 7. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en el contenido de fenoles en hojas de Arugula.

Factor /Nivel Fenoles mg/g
pug/ml GLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dial5

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo  0.32° 0.23¢' 0.21c 0.20c 0.20c 0.20c 0.19c 0.17c
Sin GLs + in6culo 0.32 0.23¢ 0.19d 0.18d 0.19d 0.18d 0.16d 0.15d
1.49GLs +in6culo 0.32 0.26b 0.23b 0.22b 0.24b 0.23b 0.21b 0.20b
298 GLs +in6culo 0.32 0.29a 0.26a 0.25a 0.26a 0.26a 0.24a 0.22a

DMSH 0.007 0.004 0.004 0.004 0.004 0.005 0.003
Temperatura °C
22 032 0.27a 0.22b 0.19c - - - -
4 0.32 0.24c 0.21b 0.21b 0.21b 0.21b 0.20a 0.18b
0 032 0.26b 0.24a 0.23a 0.23a 0.22a 0.20a 0.19a
DMSH 0.002 0.003 0.003 0.002 0.002 0.003 0.001

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

Acetaldehido

En relacion al contenido de acetaldehido (Cuadro 8), se encontrd 0.69 pmol 100
ml con la concentracién de 2.98 pg/ml, y de 6.55 pmol 100 ml cuando no se
aplicaron GLs pero si inoculo en el tratamiento de GLs + indculo.
Desafortunadamente no hay estudios realizados para este compuesto en hojas
de Arugula, para contrastarlos con lo obtenido en este trabajo. Sin embargo
Meier et al. (2004) en naranjas y mandarinas, obtuvieron valores de 4.2 ppm de
acetaldehido almacenadas a 2 y 4 °C. Referente a la temperatura, existieron
diferencias significativas en las temperaturas aplicadas a partir del dia cinco
hasta el 15 de refrigeracion. Tejacal et al. (2005) realizaron un trabajo en frutos
de mamey y obtuvieron valores de acetaldehido que van de 24.8 mg kg™ hasta

alcanzar 50.0 mg kg® almacenados a 20 dias a bajas temperaturas de 5 °C,
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mencionan que el acetaldehido es un componente natural de los tejidos

vegetales que se acumula en niveles bajos durante la maduracion.

CUADRO 8. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en el contenido de acetaldehido, en hojas de Aragula.

Factor/Nivel Acetaldehido pmol 100ml
pg/ml GLs Dia 0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dial5

Concentraciones

Sin GLs, sin in6culo 0 - 1.03b" 1.20b 1.37b 290b 3.56b 5.03b

Sin GLs + in6culo 0 - 128a 146a 195a 4.94a 6.06 a 6.55a

1.49 GLs + in6culo 0 - 0.28¢ 0.46c¢c 0.33c 051c 0.76 c 0.93c

2.98 GLs+ in6culo 0O - 0.20d 0.29d 0.21d 0.28d 0.48d 0.69d

DMSH 0.023 0.036 0.076 0.190 0.219 0.151

Temperatura °C

22 0 - 125a 1l1l44a -! - - -

4 0O - 053b 074b 132a 238a 292a 355a

0 0 - 031c 0.39c 061b 193D 249b 3.04b

DMSH 0.004 0.015 0.006 0.004 0.002 0.002

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Etanol

Cuando se utilizé la concentracion de 2.98 ug/ml no se encontr6 etanol desde
el dia 7 hasta el final del almacenamiento (Cuadro 9). Sin embargo, cuando no
se aplican GLs pero si inoculo, se presenté contenido de etanol de 19.9 umol

100 ml.

A la fecha no se han realizado estudios de produccidon de etanol en hojas de
Arugula, para contrastarlos con lo obtenido en este trabajo. Sin embargo Meier
et al. (2004) en un estudio realizado con naranjas y mandarinas, obtuvieron

valores de 706.5 ppm de etanol almacenadas a2 y 4 °C.
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CUADRO 9. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en el contenido de etanol en hojas de Arugula.

Factor/Nivel Etanol pmol 100 mi
pg/ml GLs Dia0 Dia3 Diab Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb
Concentraciones
Sin GLs, sin indculo 00 - 16.0b 18.0b 18.0b 18.3Db 18.6b 189b
Sin GLs + in6culo 0 - 186a 19.3a 19.3a 199a 20.0a 199a
1.49 GLs + in6culo 0 - 540c¢ 116c¢c 9.10c 9.20c 9.20c 9.30c
2.98 GLs+ in6culo 0 - 5.20d 540d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
DMSH 0.17 0.23 0.21 0.32 0.30 0.36
Temperatura °C
22 0 - 169a 180a - - - -
4 0 - 8.69Db 119b 12.0a 122a 123a 125a
0 0 - 840c 109c¢ 112b 114bDb 11.5b 116b

DMSH - 013 0.18 0.11 0.16 0.15 0.19

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; ‘Datos perdidos por senescencia.

Las temperaturas mostraron diferencias significativas, la de 0 °C alcanzo un
valor de 11.6 pmol 100 ml, considerandose la mas adecuada. Tejacal et al.
(2005) hace referencia a los valores obtenidos en mamey, los cuales oscilan

entre 6.4 y 36.3 mg kg™ y después obtiene un incremento de 99.7 a 325 mg kg

! en la madurez y sobremaduracién.

La produccién de etanol y acetaldehido es estimulada por la destruccion de las
células de los tejidos en alimentos minimamente procesados (Artes et al.,
2007). Por lo que al no haber tal dafio la presencia de este compuesto no es
detectable, como fue el caso del tratamiento de 2.98 pg/ml que no presento

valor alguno.

Pérdida de peso (%)
La pedida de peso expresada en porcentaje se presento en el Cuadro 10 con el

cual se aprecia que existieron diferencias significativas entre todos los
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tratamientos aplicados a partir del dia tres al 15 de almacenamiento, la
concentracién 2.98 pg/ml de GLs, produjo una pérdida del 13 % mientras que

el tratamiento sin GLs + indculo present6 una pérdida de peso del 26.5 %.

Cuadro 10. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la pérdida de peso en hojas de Arugula.

Factor /Nivel Pérdida de peso (%)
pg/mGLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones

Sin GLs, sininéculo 0° 10.6b' 19.7b 26.6b 13.9b 17.1b 20.3b 22.3b
Sin GLs + in6culo 0 17.3a 27.8a 34.2a 17.3a 203a 243a 265a
149GLs+in6culo 0 7.30c 13.4c 193c 116c¢ 134c 154c 176¢c
298GLs+in6culo 0 4.80d 9.30d 14.1d 9.00d 10.4d 124d 13.6d

DMSH 0.52 0.352 0.584 0.451 0.454 0.484 0.435
Temperatura °C
22 0 17.1a 345a 490a - - . -
4 0 750b 997b 116b 13.8a 16.5a 19.3a 20.0a
0 0O 540c 8.28c¢ 10.0c 120b 142b 168b 18.0b

DMSH 0.41 0.276 0458 0.236 0.238 0.253 0.224

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05). No significativo; DMSH: Diferencia minima significativa honesta. GLs:
Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los reportados por
Torales et al., (2010), quienes encontraron pérdida del 12 % después de 12
dias de almacenamiento. En cuanto al efecto de la temperatura en la pérdida de
peso a partir del dia 3 al 15 de refrigeracion hubo diferencias significativas entre
todos los tratamientos. Se ha considerado que la deshidratacion superficial es
uno de los principales problemas que afectan la calidad de las hojas. En el
Cuadro 8 se observa la menor pérdida de peso en las hojas almacenadas a 0

°C (18%) en comparacion a lo observado a temperatura ambiente del 49 %.

De acuerdo con Kader, (2007) debido al alto contenido de agua en las hierbas

frescas, éstas deben almacenarse a temperaturas cercanas a 0 °C, ya que a

87



mayores temperaturas se presenta una mayor pérdida de agua. Las
temperaturas de almacenamiento también afectan la maduracién. Altas
temperaturas incrementar la desecacién por pérdida acelerada de agua, lo cual
produce alteraciones tanto en el exterior como en el interior de la hoja

(Romojaro et al., 2006).

Calidad

Uno de los principales atributos que impacta al consumidor es la apariencia, en
el Cuadro 11 la concentracion que permiti6 retener mejor el aspecto del
producto fue la de 2.98 pug/ml de GLs + in6culo mientras que la mayor pérdida
calidad se obtuvo sin GLs + inoculo. Aun cuando no hubo diferencias
significativas para el periodo de almacenamiento de 3 a 7 dias, a partir del dia
nueve todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes. Torales et al.,
(2010) en un trabajo realizado con hojas de Aragula encontré valores de 4.0 a

5.0 de calidad a los 15 dias de almacenamiento.

Cuadro 11. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas
de almacenamiento en la calidad de Aragula medido a través de promedios de
rangos de Kruskal-Wallis.

Factor /Nivel Calidad
pg/miGLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialbs

Concentraciones

Sin GLs, sininéculo 0° 8.60'a 7.60a 5.40a 6.50a 5.70a 550a 4.00a
Sin GLs + in6culo 0 7.70a 7.00a 440a 5.0ab 460ab 3.30ab 2.00ab
149GLs+in6culo 0O 8.80a 8.10a 7.70a 83bc 7.70bc 7.30bc 6.50bc

*

2.98 GLs + in6culo 9.00a 840a 7.30a 9.00c 9.00c 8.70c 8.40c
Temperatura °C
22 0 750a 520a 3.00a - - - -
4 0O 9.00b 9.00b 7.20b 6.7a 560a 520a 4.00a
0 0 900b 900b 830b 75a 6.70b 6.40b 6.00b

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05);'No significativo; GLs: Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.
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En cuanto al efecto de la temperatura en la calidad de Aragula el mejor
tratamiento fue el 0 °C, mientras que en cambio a temperatura ambiente se
presentd una rapida pérdida de calidad. Cantwell et al., (1998) trabajaron con
hojas de Aragula y obtuvieron valores de calidad de 5.0 cuando almacenaron a

0 °C por 13 dias.

Amarillamiento

Un factor importante en el acortamiento de la vida comercial de la Aragula es el
amarillamiento de las hojas oscurecido por la pérdida de clorofila. En el cuadro
12 se muestra que el tratamiento de 2.98 ug/ml de GLs + in6culo fue el que
conservd mejor el color inicial mientras que al no aplicar GLs + inéculo se
presentd el mayor grado de amarillamiento. Koukounaras et al., (2007) midieron
el grado de amarillamiento en hojas de Ardgula y obtuvieron una calificacion
promedio de menos de 3 (equivalente a ligeramente verde) a los 14 dias de

almacenamiento.

Cuadro 12. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en el amarillamiento de Aragula medido a través de promedios
de rangos de Kruskal-Wallis.

Factor /Nivel Amarillamiento
pg/mlGLs Dia0 Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialbs

Concentraciones
Sin GLs, sinindculo 0" 8.30a' 7.90b 59ab 7.00ab 6.00ab 5.0ab 3.7ab
Sin GLs + in6culo 0O 8.10a 590a 480a 4.70a 460a 3.30a 2.00a
149GLs+in6culo 0O 8.80a 830b 750b 830b 8.00bc 7.0bc 6.0bc
298 GLs+in6culo 0O 9.00a 8.60b 7.90b 9.00b 9.00c 9.00c 8.50c
Temperatura °C
22 760a 550a 3.40a -' - - -
4 9.00b 850b 780b 6.80a 6.10a 5.10a 3.80a
0 0O 9.00b 870b 850b 830a 7.40b 6.50b 6.00b

[@Ne]

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05); No significativo; GLs: Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.
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En cuanto al almacenamiento a temperatura ambiente ésta presenté la mayor
pérdida de amarillamiento al dia 7 con un valor de 3.40, mientras que la de 0 °C

obtuvo un promedio de 6.00 al dia 15 de almacenamiento.

Olor

Se encontraron diferencias significativas entre todas las aplicaciones a partir del
dia nueve al 15 de almacenamiento donde el efecto de la aplicacién de GLs a
una concentracion de 2.98 pg/ml de GLs + in6culo, permiti6 que las hojas de
Arugula conservaran mejor su aroma (Cuadro 13), mientras que el tratamiento

sin GLs + indculo presentod el mayor grado de pérdida de olor en las hojas.

El almacenamiento a temperatura ambiente produjo una rapida desaparicion

del aroma, mientras que éste se preservé mejor a 0 °C.

Cuadro 13. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en el aroma de Arugula medido a través de promedios de
rangos de Kruskal-Wallis.

Factor /Nivel Olor
pg/mlGLs Dia0 Dia3 Diab5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dialb

Concentraciones
Sin GLs, sininéculo 0" 8.30a' 7.70a 7.00a 8.3ab 6.70ab 6.00ab 5.00 ab
Sin GLs + in6culo 0 8.10a 6.80a 5.20a 7.00a 530a 470a 230a
149GLs+in6culo 0O 8.60a 790a 7.70a 9.00b 800bc 7.0bc 6.30bc
298 GLs+in6culo 0O 9.00a 8.40a 790a 9.00b 870c 8.00c 8.00c
Temperatura °C
22 750a 5.00a 360a -' - - -
4 9.00b 9.00b 850b 850a 6.60a 6.10a 4.60a
0 0O 9.00b 9.00c 8.70b 820a 7.70a 7.70b 6.20b

[eoNe]

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05);'No significativa; GLs: Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.
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Pudricion

Debido a que durante los primeros 14 dias de almacenamiento no se
presentaron pudriciones en las hojas de Aragula, no se detectaron diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos solo para el dia 15 se observo

mayor pudricion para el tratamiento sin GLs + indculo.

Cuadro 14. Efecto de las diferentes concentraciones de GLs y temperaturas de
almacenamiento en la pudriciéon de Arugula medido a través de promedios de
rangos de Kruskal-Wallis.

Factor/Nivel Pudricién
pg/ml Dia0O Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dia15

Concentraciones
Sin GLs, sin in6culo 0" 1.00a' 1.44a 1l44a 1.00a 1.00a 100a 1.50a

Sin GLs + in6culo 0 122a 167a 2.00a 1.00a 1.00a 117a 2.17ab
1.49 GLs + in6culo O 100a 100a 1.00a 1.00a 1.00a 100a 1.00b
2.98 GLs + in6culo 1.00a 1.00a 1.11a 1.00a 1.00a 1.00a 1.00b
Temperatura °C
22 0 1l17a 1.83a 217a - - - -
4 0O 100a 100a 1.00a 1.00a 1.00a 1.08a 1.50a
0 0O 1.00a 1.00a 1.00a 1.00a 1.00a 1.00a 1.33a

‘Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con
P<0.05):'No significativo; GLs: Glucosinolatos; 'Datos perdidos por senescencia.

4.6 CONCLUSIONES

La aplicacion de GLs y el almacenamiento a 0 °C preservaron mejor la
fisiologia de las hojas de Arugulay con ello la vida de anaquel. Por lo que estos
resultados corroboran la actividad antifingica del jugo de brocoli (GLs), como
una alternativa potencial para el control de Alternaria alternata en el manejo

postcosecha de Aragula.
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7. ANEXOS

Cuadro 1A. Cuadrados medios y significancia estadistica de la severidad
evaluada en hojas de Arugula.

Fv GL Dia3 Dia5 Dia7 Dia9 Diall Dial3 Dial5

Conc 3 67.4** 158.6** 572.8** 220.7** 637.9** 495.1** 1672**
Temp 2 557.5** 1976.8** 3663.2** 46.2* 122.9** 155.0** 219.4**
CxT 6 674* 121.0** 223.1 13.4* 31.7** 39.0** 57.41*

Error 24 0.48 2.41 1.9 2.8 2.8 2.2 9.20
Total 35

CcVv 17.61 20.0 11.43 23.6 23.6 16.5 20.6
Media 3.93 7.75 12.1 451 7.11 9.13 14.6

FV: fuente de variacion; GL: grados libertad ** significancia estadistica con
p=0.05; CV: coeficiente de variabilidad. CxT: concentracion por temperatura

Cuadro 2A. Cuadrados medios y significancia estadistica de la incidencia
evaluada en hojas de Arugula.

FV GL Dia3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Diall Dial3 Dial5

Conc 3 84.2**  949** 1869**  3263**  4895** 6484** 8428**
Temp 2 1205** 21319** 22708** 1666**  937* 651* 1276**
CxT 6 84.2** 532.4** 185.1 347.2** 3125 95.4 95.48

Error 24 5.78 52.0 138 130 130 130 78.1
Total 35

CcVv 415 27.3 32.2 54.7 42.1 31.2 20.6
Media 5.78 26.3 35.4 20.8 27.0 36.4 42.71

FV: fuente de variacion; GL: grados libertad ** significancia estadistica con
p=0.05; CV: coeficiente de variabilidad. CxT: concentracion por temperatura.
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Cuadro 3A. Cuadrados medios y significancia estadistica de los parametros evaluados en hojas de Artigula minimamente procesada.

FV GL CL* cCC' CH° Chla Chlb  ChIT C SS AT VC CA = PP Cc02 ET AC ETA
% % mg/g IKg® umol mol
mg/g mag/g ma/g mg/g Acido Acido Acido  mg/g mg/g % % “h,lg 1%0 mi 1%0 mi
citrico citrico citrico
Dia 3
Conc 3 10.6%*  7.14*  441* 0027**  0.002** 0.04** 0.002** 090**  0.002** 3556** 1goaex (Qogrx  2620%* 0.002** 0.13**
Temp 2 431*  279% 493 0005**  0.006** 0.02** 6x107** 076**  4x107** 54407  ga33ex  (ogex  467.6%% 0.006*  0.33**
CxT 3.21%%  115%%  0.64*%* B5x10*  1x10* 1x107* 4x10™%* 0.16%*  2x107* 1256%*  0,02%  0,01**  83.74** 1x10”  0.007**
Error 24 0.05 0.05 0.07 4x10° 8x10°% 1x10° 1x10® 5x10° 5x10° 1.34 0.008 9x10° 0.16 3x107  4x10°
Total 35
cv 0.72 0.98 0.24 0.50 1.33 0.67 1.06 1.06 0.90 1.71 3.12 3.76 401 0.81 1.41
Media 31.7 22.7 1139 042 0.22 0.64 0.12 6.79 0.25 67.6 2.95 0.25 10.0 0.07 0.47
Dia5
Conc 16.4** 29.0** 1415** 0.03** 0.004** 0.06** 0.003** 2.88** 0.005** 1309** 1.64**  0.09** 589.8** 0.003** 0.22** 2.61** 444**
Temp 38.09%* 1035*%* 119.8** 0.01**  0.02**  0.07**  0.001** 1.79**  1x10™* 1325%* 0.57**  0.006** 2603** 0.009** 0.37*%*  2.89%* 258**
CxT 2.65%%  4.90%*  14.85%* 5x107** 4x10%* 0.001** 2x10°  0.02**  2x10™** 42.89** .01 0.009** 283.0** 3x107°** 0.008** (.08** 78.3**
Error 24 0.05 0.06 0.10 2x102 3x10% 3x10% 1x10° 0.005 3x10% 146 0.007 1x10* 0.07 2x10% 2x10° 3x10* 0.01
Total 35
cv 0.67 0.97 0.28 0.38 0.93 0.29 2.99 1.13 0.73 2.06 3.14 6.10 1.53 15 0.82 253 116
Media 33.90 2522 11094  0.39 0.19 0.59 0.10 6.24 0.24 58.56 2.82 0.22 17.61 0.07 0.55 070  11.36
Dia7
Conc 3 1282** 136.8** 290.8** 0.03** 0.005** 0.07** 0.003** 4.07** 0.009** 075.3** 1.42** 0.08** 691.3** 0.004** 0.34** 2.80** 368**
Temp 2 987.2** 8359** 1163 ** 0.08**  0.02** 0.21**  0.001** 352%*  0.001** 3236** 2.3** 0.05*%*  5847** (0.01**  055**  3.41** 176**
CxT 24.85%* 30.13** 4251** 9x10™** 3x10%** 0.002** 4x10°%** 0.05**  2x10%** 123.9** 0.01 0.004** 311.1** 5x10™* 0.01**  0.09** 54.9**
Error 24 0.07 0.03 0.10 2x10% 1x10°% 4x10® 8x107 0.007 1x10° 1.05 0.009 1x10* 0.20 4x107  2x10* 7x10* 0.03
Total 35
cv 0.69 0.60 0.30 0.49 0.60 041 0.99 151 1.36 2.02 3.54 5.37 1.90 0.90 251 324 1.29
Media 39.84 29.4 10572  0.34 0.18 0.52 0.09 5.73 0.24 50.72 2.68 0.21 23.58 0.10 0.61 085 13.64
Dia 9
Conc 3 86.67** 68.7** 89.97** 0.029** 0.002** 0.04**  0.002** 2.49**  0.009** 1336** 1.31** 0.07** 74.83** 0.002** 0.19** 4.20** 485**
Temp 1 7.08**  314* 12.65** 0.002** 0.005** 0.01** 3x10™** 0.18**  3x10°** 114.3** 0.35**  0.009** 19.97** 2x10™** 0.35%*  3,05** 453**
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CxT 3 0gg** 449% 041**  3x10™* 2x10%** Ox10™** 6x10° 0.01 3x10™* 6.78**  0.005 0.002** 1.60**  3x10%** 0.04**  0.80** 1.00**
Error 16 0.07 0.51 0.34 1x10% 1x10% 1x10® 7x107 0.11 1x10% 065 0.004 1x10* 0.07 5x107 5x10° 0.002 0.01
Total 23
cv 0.75 0.87 0.16 0.28 0.53 0.20 0.94 1.81 0.53 152 2.39 4.85 2.10 1.22 1.41 477 113
Media 36.30 25.9 110.18  0.36 0.20 0.56 0.09 5.84 0.25 53.18 2.69 0.22 12.98 0.06 0.51 097 1164
Dia 11
Conc 113.2** 111.8** 1352** 0.03**  0.002** 0.05** 0.002** 2.59**  0.009** 1261** 1.33**  0.06** 112.4** 0.003** 0.09** 29.0** 508**
Temp 7.68%*  41.50%* 9.00%*  0.002** 0.005** 0.01**  4x10%** 0.08**  3x10™** 108.8** 0.77**  0.003** 31.71** 4x10%* 0.18**  1.24** 361**
CxT 3 151% 1039** 0.17 2x10%  3x10%* 8x107** 1x10°** 0.01**  6x107** 6.59**  0.01**  0.003** 2.83**  6x10°** 0.003** 0.25%* 1.21**
Error 16 0.07 0.04 0.06 9x107 1x10% 2x10°® 1x10% 0.004 1x10% 042 6x10* 9x10° 0.07 3x107 2x10° 0.01 0.03
Total 23
cv 0.73 0.75 0.22 0.28 0.66 0.26 1.61 1.14 0.43 1.36 0.92 44 1.79 0.91 0.93 533 163
Media 37.58 27.33 10851  0.34 0.19 0.53 0.08 5.65 0.24 47.90 2.63 0.22 15.35 0.06 0.48 216  11.86
Dia 13
Conc 3 1762** 180.6** 1745** 0.02** 0.002** 0.04**  0.002** 3.65** 0.008** 1009** 3.59** 0.07** 165.2** 0.003** 90.09** 41.7** 520**
Temp 2 15.64** 26.02** 14.75%** 0.007** 0.004** 0.02**  4x10™** 0.77**  3x10** 67.62** 0.99** 6x10° 37.82** 5x10™** 0.10**  1.11** 3.70**
CxT g 108* 648 118%  0001** 8x10° 0.001** 1x10%** 0.10%*  Ox10™* 209**  0.22%*  0.001** 1.78**  9x10°%* 0.001** 001  1.21**
Error 24 0.05 0.06 0.05 2x10% 2x10% 4x10® 7x107 o0.01 4x10% 064 0.005 2x10% 0.08 9x107 1x10° 001 0.03
Total 35
cv 0.61 0.88 0.21 0.47 0.93 0.40 1.18 1.84 0.90 2.00 2.73 7.37 1.61 153 0.67 488 153
Media 38.8 28.7 107.0 0.32 0.17 0.49 0.07 5.42 0.23 39.9 2.65 0.20 18.1 0.06 0.47 271 119
Dia 15
Conc 3 256.7** 222.1** 227.9* 0.02** 0.002** 0.04** 0.002** 3.19** 0.008** 874.7** 487** 0.06** 190.5** 0.005** 0.12** 51.9** 526**
Temp 1 28.21** 19.45** 10.86** 0.01**  0.004** 0.04**  4x10™*** 0.60** 2x10™*** 91.17** 2.00**  0.01** 2547** 2x10™** 0.20%* 1.55** 4.65**
CxT 245%%  243%%  348%%  Tx107%* Ix10%* 6x10°  7x10°  0.07**  0.001** 0.93**  0.02**  9x10** 0.03 1x10°  0.005** 0.05% 1.21**
Error 24 0.07 0.03 0.07 1x10% 1x10® 3x10® 1x10® 0.1 4x107 021 0.001 6x10° 0.06 6x107 7x10° 0.008 0.04
Total 35
cv 0.067 0.65 0.26 0.38 071 0.40 1.75 2.10 0.29 1.30 1.70 4.09 1.31 1.25 0.56 278 184
Media 40.2 29.9 1054 0.29 0.16 0.46 0.06 5.14 0.23 35.4 2.62 0.19 20.0 0.06 0.49 330 120

FV: fuente de variacién; GL grados libertad; CL:

luminosidad; CC: croma; CH. Angulo hue; Chla: clorofila ; Chlb: clorofila b; Chlt: clorofila total; C: carotenos;
SS: solidos solubles: AT: acidez titulable; VC: vitamina; CA: capacidad antioxidante; F: fenoles: PP: pérdida de peso; CO,; ET: etileno; AC: Acetaldehido; ETA
etanol. ** Significancia estadistica con p= 0.05; CxT: concentracion por temperatura.
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Cuadro 4A. Diferencias entre temperaturas de las variables evaluadas en hojas de aragula minimamente procesada.

CL CcC CH Chla Chlb ChlIT C SS AT VC CA F PP C02 ET AC ETA
Temp mg/g mg/g mag/g mg/g % % mg/g  mg/g mg/gAcido % % ul Kgt  mg/g mo/g
Acido  Acido  Acido tanico ht
citrico  citrico  citrico
Dia3
24 32.38a 23.25a 1136b 040c 020c 0.60c 0.11c 6.50c 025a 60.35c 294b 027a 17.13a 0.09a 0.66a
4 31.73b 22.60b 1135b 042b 0.22b 0.64b 0.12b 6.87b 025b 69.09b 291b 024c 75b 0.06b 0.43b
0 31.18c 2231c 1146a 044a 024a 069a 0.13a 6.9a 0.24c 7359a 3.0a 0.26b 5.4c¢ 0.05¢c 0.34c
DMSH 0.234 0228 0.287 0.002 0.003 0.004 0.001 0.074 0.002 1.18 0.025  0.002 0.41 0.0006 0.006
Dia5
24 35.86a 285a 107.3c 0.35c¢ 0.15c 050c 0.09¢c 58c¢ 0.24c 47.04c 2.83b 0.22b 345a 0.11a 073a 125a 169a
4 33.47b 240b 1123b 0.39b 0.20b 0.60b 0.10b 6.4b 0.25a 61.0b 275c¢ 0.21b 997b 0.08b 054b 053b 869b
0 32.37¢c 23.09c 113.1a 042a 023a 066a 0.1la 65a 024b 676a 288a 0.24a 8.28c 0.07c 037c¢c 031lc 840c
DMSH 0.233 0251 0.328 0.001 0001 0.001 0.003 0.072 0.001 1.23 0.024  0.003 0.276 0.001 0.004 0.018 0.134
Dia7
24 50.28a 39.06a 94.36c 0.24c 0.13c¢c 0.37c 007c 511c 023b 3217c 254c 0.19c 49.06a 0.12a 0.83a 144a 18.03a
4 35.28b 25.36b 1109b 0.38b 0.19b 057b 009b 595b 025a 565b 271b 021b 11.66b 0.07b 061b 0.74b 11.98b
0 33.95¢c 2395¢ 1118a 0.39a 0.22a 0.62a 0.10a 6.13a 025a 634a 279a 0.23a 10.04c 0.05c 040c 0.39c 10.92c
DMSH 0.283 0182 0.331 0.001 0001 0.002 0.001 0.088 0.003 1.04 0.026  0.003 0.458 0.0006 0.015 0.028 0.180
Dia 9
4 35.76b 24.83b 109.46 0.35b 0.18b 054b 008b 575b 024b 5099 266b 0.21b 13.89a 0.05b 0.63a 1.32a 12.07a
0 36.85a 27.122 1109a 0.37a 021a 059a 0.09a 593a 025a 5536a 273a 0.23a 12.07b 0.06a 0.39b 0.61b 11.20b
DMSH 0.237 0.196 0.161 0.0009 0.0009 0.001 0.0007 0.091 0.001 0.701 0.015 0.002 0.236  0.0007 0.006 0.040 0.114
Dia 11
4 37.0l1b 26.01b 107.8b 0.33b 0.17b 051b 007b 559b 024b 4577b 258b 0.21b 16.50a 0.06b 057a 238a 12.25a
0 38.14a 28.64% 109.1a 0.35a 0.20a 056a 008a 570a 024a 5003a 269a 022a 14.20b 0.05a 040b 193b 11.47b
DMSH 0.239 0.178 0.214 0.0009 0.001 0.001 0.001 0.0565 0.0009 0565 0.005 0.002 0.238 0.0005 0.004 0.099 0.168
Dia 13
4 38.03b 27.66b 106.2b 0.30b 0.16b 0.46b 007b 525b 023b 3828 259b 0.20a 19.39a 0.06a 054a 292a 12.37a
0 39.65a 29.74% 107.7a 0.33a 0.19a 052a 007a 560a 024a 4164a 270a 020a 16.88b 0.05b 040b 249b 11.59b
DMSH 0.205 0.219 0.198 0.001 0.001 0.001 0.0008 0.086 0.001 0695 0.016 0.003 0.253  0.0008 0.002 0.114  0.158
Dia 15
4 41.33a 30.88a 10474 0.26b 0.15b 041b 0.06b 498b 0.23a 3352b 253b 0.18b 21.08a 0.06a 059a 355a 12.50a
0 39.16b 29.08b 106.0a 0.31a 0.18a 050a 007a 530a 022b 3742a 0.270a 0.19a 19.02b 0.05b 040b 3.04b 11.62b
DMSH 0.235 0169 0.244 0.001 0001 0.001 0.001 0.093 0.0006 0.400 0.010 0.001 0.224  0.0007 0.002 0.079  0.193

Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con P<0.05). DMSH: Diferencia minima significativa honesta; CL: luminosidad; CC:

croma; CH. Angulo hue; Chla: clorofila; Chlb: clorofila b; Chlt: clorofila total; C: carotenos; SS: s6lidos solubles: AT: acidez titulable; VC: vitamina; CA:
capacidad antioxidante; F: fenoles: PP: pérdida de peso; CO,; ET: etileno; AC: Acetaldehido; ETA etanol.
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Cuadro 5A. Diferencias entre concentraciones de las variables evaluadas en hojas de ardgula minimamente procesada.

Conc CL CcC CH Chla Chlb ChIT C SS AT vC CA F PP Cco02 ET AC ETA
D1 mg/g mg/g mg/g ma/g % % mag/g mg/lg  mg/gAcido % % ulKg® mg/lg  mglg
Acido  Acido  Acido tanico ht
citrico  citrico  citrico
Dia 3
Test 30.20c 22.02c 113.01c 041c 0.21c 0.62c 0.11c 6.76d 0.26b 6756c 287c 0.23¢ 10.64b 0.08b 0.53b
0 32.70a 23.99a 111.01d 035d 0.20d 055d 010d 6.35c 0.27a 59.09d 2.81d 0.23¢ 17.3a 0.089a 0.62a
50 32.16b 22.67b 11468b 0.45b 0.22b 0.67b 0.12b 6.9b 0.23d 70.19b 3.03b 0.26 b 7.32¢c 0.062c 0.41c
100 32.01b 22.20c 116.30a 047a 0244 0.72a 0.14a 7.0a 024c 7387a 3.09a 0.29 a 486d 0.055d 0.34d
DMSH 0.299 0.291 0.366 0.002 0.003 0.0057 0.001 0.09 0.003 1.50 0.032 0.007 0.52 0.0008 0.008
Dia5
Test 33.55b 25.61b 111.11c 0.36c¢ 0.18c 055c¢c 0.10c 6.11c 0.25b 59.25¢c 2.76¢ 021c 19.78b 0.10a 059b 1.03b 16.09b
0 35.86a 27.56a 105.39d 0.31d 017d 048d 0.08d 551d 0.27a 4153d 2.69d 0.19d 27.89a 0.06b 075b 1.28a 18.66a
50 33.41b 24.27c 11268b 042b 0.20b 0.63b 0.11b 6.53b 0.22d 64.26b 2.86b 0.23b 1342c 0.06c 046c 0.28c 544c
100 32.77¢c 23.40d 11458a 045a 022a 068a 0.12a 6.8la 0.23c 69.22a 297a 0.26 a 9.33d 0.05c 0.38d 0.20d 5.25d
DMSH 0.298 0.320 0.418 0.002 0.002 0.0023 0.004 0.092 0.002 1.57 0.031 0.004 0.352 0.001 0.005 0.023 0.171
Dia7
Test  40.48b 30.41b 103.45¢c 0.32c¢ 0.17c¢ 050c 008c 557c 0.25b 51.62c 2.63c 0.20¢c 26.62b 0.09b 0.67b 1.20b 18.06b
0 4478a 34.5l1a 99.10d 0.25d 015d 041d 0.06d 491d 0.28a 3583d 255d 0.18d 3424a 0.11a 086a 146a 19.35a
50 38.12c 27.21c 108.10b 0.37b 0.19b 057b 0.10b 592b 0.21d 56.17b 2.74b 0.22b 19.31c 0.07c 052c 0.46c¢c 11.68c
100 35.97d 25.70d 112.22a 0.40a 0.21a 0.62a 0.11a 652a 022c¢c 59.27a 28la 0.25a 14.14d 0.06d 041d 0.29d 5.47d
DMSH 0.362 0.233 0.423 0.002 0.001 0.0029 0.001 0.112 0.004 1.33 0.033 0.004 0.584 0.0008 0.020 0.036 0.230
Dia 9
Test 36.07b 26.65b 108.75¢ 0.33c¢ 0.19c¢ 052c 0.08c 571c 026b 53.01c 2.63c 0.20c 1392b 0.06b 056b 1.37b 18.07b
0 71.71a 30.48a 10555d 0.28d 0.18d 046d 0.06d 503d 0.29a 3264d 255d 0.19d 17.35a 0.08a 0.74a 195a 19.34a
50 34.34c 23.74c 11195 040b 0.21b 0.62b 0.10b 6.06b 0.21d 5951b 2.72b 0.24b 11.61c 0.05c 040c 0.33c 9.13c
100 33.10d 24.04d 114.47a 043a 0.22a 066a 0.11a 656a 022c 6754a 287a 0.26 a 9.04d 004d 034d 021d 0.00d
DMSH 0453 0374 0308 0.001 0.001 0.002 0.000 0.175 0.002 1.33 0.027 0.004 0451 0.001 0.012 0.076 0.217
Dia 11
Test 38.09b 28.87b 10643c 0.30d 0.18c 048c 0.07c 531c 026b 4780c 256¢ 0.20c 17.13b 0.06b 053b 290b 18.34b
0 43.45a 32.71a 10299d 0.26d 017d 043d 0.05d 491d 0.28a 27.92d 249d 0.18d 20.39a 0.09a 063a 494a 19091a
50 35.28c 24.43c 11089 0.39b 0.19b 059b 0.09b 598b 0.20d 54.07b 2.68b 0.23b 1344c 0.05c 042c 051c 9.21c
100 33.50d 23.30d 113.72a 0.42a 0.22a 0.64a 0.10a 6.38a 0.22c 61.8la 280a 0.26 a 10.46d 0.04d 035d 0.28d 0.00d
DMSH 0456 0.340 0.408 0.001 0.002 0.0024 0.002 0.106 0.001 1.07 0.010 0.004 0.454 0.0009 0.007 0.190 0.320
Dia 13
Test 39.62b 31.42b 103.99c 0.28c 0.16c 048c 0.06c 518c 0.25b 39.84c 258¢c 0.19c 20.34b 0.06b 052b 356b 18.66b
0 46.09a 35.08a 101.12d 0.24d 0.15d 0.39d 0.05d 446d 0.27a 2246d 2.36d 0.16d 2430a 0.09a 092a 6.06a 20.00a
50 36.00c 24.85¢c 110.03b 0.34b 0.18b 053b 0.08b 580b 0.19d 4441b 277b 0.21b 1548c 0.04c 041c 0.76c 9.26¢c
100 33.66d 23.46d 112.87a 0.40a 0.20a 060a 0.09a 6.26a 0.21c 53.43a 2.87a 0.24a 12.42d 0.04d 033d 0.48d 0.00d
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DMSH 0392 0418 0379 0002 0.002 0.0033 0.001 0.165 0.003 1.32 0.031 0.005 0.484 0001 0005 0219 0.303
Dia 15

Test 40.97b 33.29b 102.11c 0.26c¢c 0.15¢c 042c 0.05b 495c 0.24b 3457c 249c 0.17c 22.38b 0.06b 055b 5.03b 18,95b

0 49.09a 36.75a 9854d 0.21d 0.14d 036d 0.04d 4.21d 0.27a 1951d 2.32d 0.15d 26.57a 0.10a 067a 655a 19.98a

50 36.87c 26.23c 109.1b 0.32b 0.17b 050b 0.07b 550b 0.19d 3944b 2.78b 0.20b 17.62c 0.04c 042c 093c 9.33c

100 34.06d 23.64d 111.90a 0.36a 0.19a 055a 0.08a 59a 0.20c 48.36a 2.89a 0.22a 13.61d 0.03d 0.33d 0.69d 0.00d

DMSH 0449 0324 0466 0001 0.002 0.003 0.001 0.178 0001 0.763 0.019 0.003 0.435 0.001 0.004 0.151 0.368

Medias con la misma letra dentro de columnas no son diferentes (Tukey con P<0.05). DMSH: Diferencia minima significativa
honesta; CL: luminosidad; CC: croma; CH. Angulo hue; Chla: clorofila; Chlb: clorofila b; Chlt: clorofila total; C: carotenos; SS:
solidos solubles: AT: acidez titulable; VC: vitamina; CA: capacidad antioxidante; F: fenoles: PP: pérdida de peso; CO,; ET: etileno;
AC: Acetaldehido; ETA etanol.

Cuadro 6A. Comparaciones entre temperatura y concentraciones evaluadas de obtenidos de hojas de Ardgula minimamente

procesada a tres temperaturas (4, 0y 22 °C)

Temp Conc CL CcC CH ChlT C SS AT VC CA F PP Cco02 ET AC ETA
mglg  molg % % mg/lg mglg mg/gA % % ulKg*h?  mglg mg/g
Acido Acido  Acido cido
citrico  citrico  citrico tanico
Dia 3
24 Test 31.58¢ 22.37a 11363b 058c 0.10c 6.50b 0.27c 60.72b 2.83bc 0.27bc 16.70c 0.11c 0.76¢
24 0 33.26a 25.21¢c 110.23¢c 050d 0.09d 5.70c 0.28d 53.90¢c 279c¢ 026c¢ 33.26d 0.12d 0.85d
24 50 32.26bc 23.34b 11423b 064b 0.12b 6.83a 0.22a 61.03a 298ab 0.27b 11.42b 0.08b 0.55b
24 100 32.45b 22.10 a 11657b 068a 0.14a 7.00a 0.24b 6578b 3.05a 028a 7.16a 007a 049a
4 Test 28.53c¢ 21.12¢c 11347b 0.62c 0.11c 6.77a 0.26b 67.72b 2.90bc 0.22bc 8.85c 0.06c 048c
4 0 3360a 23.48 a 11047c 056d 0.10d 6.63b 0.27c 61.26¢ 280c 021c 10.24d 0.07d 0.57d
4 50 32.35b 22.35b 11428b 066b 0.13b 7.00a 0.23a 71.32a 3.00ab 0.23b 6.32b 0.05b 0.38b
4 100 32.47b 22.32b 11587a 0.72a 0.14a 7.10a 0.23b 76.08a 3.08a 0.28a 487a 0.04a 0.29a
0 Test 30.50c 22.59a 114.43c 067c 0.12c 7.03bc 0.24c 74.27c 290b 0.22c¢c 6.38c 006c 0.35c
0 0 31.25ab 23.30b 112.34d 0.60d 0.10d 6.73¢c 0.25b 62.11d 286b 021c 8.43d 0.07d 045d
0 50 31.89a 22.35a 11553b 0.72b 0.13b 7.07ab 0.23a 78.24a 3.12a 0.28b 4.23b 0.04b 0.30b
0 100 31.12bc 22.19a 11649a 0.76a 0.14a 7.13a 0.24b 79.78b 3.16a 032a 257a 004a 025a
DMSH 0.745 0.461 0.913 0.014 0.004 0.236 0.007 3.74 0.171 0.013 1.29 0.001 0.022
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Dia5

24 Test 36.67C 30.56c 10852c 045c¢c 0.09c 560c 0.25c 4358¢c 2.79%c 0.21c 3948c 0.12c 0.80c 0.26¢ 17.49c¢c
24 0 38.44d 31.64d 9796d 0.38d 0.06d 507d 0.27d 35.31d 269c 0.19d 59.40d 0.13d 0.95d 0.33d 18.39d
24 50 3469b 26.72b 11025b 056b 0.10b 6.03b 021a 5033b 289b 023b 24.13b 0.10b 0.62b 0.13b 16.33d
24 100 33.66 C 25.39a 11261a 0.6l1a 0.12a 6.50a 0.23b 5898a 297a 0.25a 15.37a 0.08a 054a 0.10a 15.76 a
4 Test 32.38a 2346a 11223c¢ 057c¢c 0.10c 6.30c 0.25c 63.47b 271bc 0.21c 10.80c 0.07c 057c 1.63b 15.73b
4 0 35.40b 2656¢c 108.73d 049d 0.08d 5.70d 0.29d 4290c 2.61c 0.18d 12.85d 0.08d 0.80d 2.00c 19.06 ¢
4 50 33.40a 23.46a 11337b 064b 0.11b 6.70b 0.22a 67.36a 2.81b 0.22b 893b 0.05b 044b 0.00a 0.00 a
4 100 3274a 2253a 11505a 0.70a 0.J12a 6.93a 0.23b 70.38a 290a 0.25a 7.30a 0.04a 034a 0.00a 0.00 a
0 Test 31.61a 22.83b 11258c 0.64c 0.10c 6.43c 0.25¢c 70.71b 2.81bc 0.22c 9.12c 0.06c 0.40c 047b 15.07 b
0 0 33.76¢c  24.49c 10948d 057d 0.09d 577d 0.26d 46.39c¢ 2.77c¢ 019d 1145d 0.07d 050d 0.79c 18.56 ¢
0 50 3221b 2266b 11445b 0.69b 0.12b 6.87b 0.22a 75.10a 2.90b 0.24b 720b 0.04b 0.32b 0.00a 0.00 a
0 100 31.93ab 2240a 116.09a 0.73a 0.13a 7.00a 0.23b 78.33a 3.06a 0.30a 535a 004a 027a 0.00a 0.00 a
DMSH 0.743 0.798 1.042 0.005 0.003 0.229 0.005 391 0.111 0.010 0.877 0.003 0.015 0.058 0.42
Dia7
24 Test 53.45¢c 41.25¢c 89.51c 035c¢c 0.07c 483c 0.24c 30.09b 249b 0.18c 57.06c 0.13¢ 091c 0.36¢C 18.68 ¢
24 0 58.06d 4855d 83.37d 0.22d 0.05d 433d 026d 2817b 240b 0.17d 7366d 0.15d 1.10d 0.62d 19.98d
24 50 4735b 3477b 98.41b 042b 0.09b 523b 020a 34.15a 263a 020b 3837b 011b 071b 027b 17.04b
24 100 42.28 a 31.69a 106.15a 0.50a 0.10a 6.07a 0.21b 36.29a 266a 0.22a 27.162 0.09a 059a 0.16a 16.43 a
4 Test 34.80b 25.66¢c 11032c¢c 053¢ 0.08c 573c 0.26¢ 59.25¢ 2.65bc 0.20c 1231¢c 0.07c 0.65c¢c 1.70c 18.71¢
4 0 38.54c 29.15d 106.37d 0.48d 0.07d 5.17d 0.30d 3457d 259c¢ 0.19d 1525d 0.09d 0.95d 2.24d 19.32d
4 50 34.42b 23.87b 11239b 0.62b 0.10b 6.20b 0.21a 63.87b 2.78ab 0.22b 10.46b 0.05b 050b 0.23b 991b
4 100 3338a 22.79a 11477c¢ 0.67a 0J1la 6.70a 0.22b 68.69a 2.86a 0.24a 863a 0.04a 035a 0.00a 0.00 a
0 Test 33.22b 2434b 11053c¢ 0.61c 0.09c 6.17c 0.26¢c 65.54¢c 2.77bc 0.20c 10.62c 0.06c 0.43c 0.55c 16.80 ¢
0 0 37.74¢ 2585c 10757d 053d 0.07d 523d 028d 4478d 266c 020d 13.82d 0.09d 054d 0.87d 18.78 d
0 50 32.60 ab 23.00a 11350b 066b 0.11b 6.33b 0.22a 7050b 2.83ab 0.24b 9.11b 004b 0.35b 0.16b 8.11b
0 100 32.25a 22.63a 115.76a 0.70a 0.12a 6.80a 0.23b 7283a 292a 029a 664a 004a 0.28a 0.00a 0.00 a
DMSH 0.902 0.581 1.054 0.007 0.003 0.281 0.0108 3.32 0.134 0.010 1.45 0.002 0.050 0.090 0.57
Dia9
4 Test 36.78 c 28.47c 108.23c 0.48c 0.07c 557c 0.27b 5140c¢c 261lc 0.20c 1426¢c 0.06c 066c 190c 18.63 ¢
4 0 4167d 3243d 10445d 043d 0.06d 497d 0.30b 29.24d 251d 0.19d 1895d 0.09d 0.99d 275d 19.59d
4 50 3525b 2431b 111.27b 0.61b 0.10b 6.03b 020a 56.84b 270b 023b 1242b 0.05b 048b 042b 10.09b
4 100 33.70a 23.28a 11389a 0.64a 0.11a 6.47a 0.22a 66.51a 2.84a 025a 996a 004a 0.40a 0.24a 0.00 a
0 Test 35.37¢c 2484b 109.28c¢c 056c 0.08c 5.87b 0.26bc 5463c 2.67c 0.20c 1358c 0.06c 045c 0.85¢c 1753 ¢
0 0 41.75d 2853¢ 10667d 049d 0.07d 5.10c 0.28c 36.06d 260d 0.19d 1577d 0.08d 050d 1.16d 19.11d
0 50 33.44b 23.17a 11263b 063b 0.10b 6.10b 0.21ab 62.19b 2.75b 0.25b 10.80b 0.05b 0.32b 0.25b 8.19b
0 100 3251a 2280a 11507a 0.67¢ 0.11a 6.67a 0.23a 68.58a 290a 0.27a 814a 0.04a 028a 0.19a 0.00 a
DMSH 0.811 0.671 0.552 0.003 0.002 0.314 0.003 2.39 0.067 0.006 0.808 0.002 0.021 0.13 0.39
Dia11
4 Test 38.43¢c 30.63c 10557c 044c 0.06c 530c 027c 46.38¢c 253c¢c 0.19c 1750c 0.06c 0.62c 344c 18.94 ¢
4 0 43.48d 35.69d 10248d 040d 0.05d 4.83d 030d 2495d 243d 0.18d 2244d 0.10d 0.75d 5.08d 19.94d
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4 50 36.48b 2457b 11031b 057b 0.08b 597b 0.19a 5099b 2.62b 0.23b 14.60b 0.05b 050b 0.68b 10.14 b
4 100 3420 a 23.70a 11323a 0.63a 0.10a 6.27a 0.21b 60.78a 2.77a 0.24a 1150*® 004a 042a 0.36a 0.00a
0 Test 37.75¢ 27.12¢ 107.30c 0.52c 0.07c 533c 0.25¢ 49.23¢ 261c 0.20c 16.77c 0.06c 0.45c 237c 17.75¢
0 0 43.42d 29.73d 10350d 046d 0.06d 5.00d 0.27d 30.89d 256d 0.19d 18.36d 0.08d 051d 4.80d 19.88d
0 50 34.08b 2430b 11147b 061b 0.09b 6.00b 0.20a 57.16b 2.75b 0.22b 1229 0.04b 0.35b 0.35b 8.29b
0 100 328la 2291a 11422a 065a 0.10a 6.50a 0.22b 62.85a 2.85a 0.27a 942a 0.03a 028a 0.21a 0.00a
DMSH 0.817 0.661 0.732 0.004 0.003 0.191 0.003 193 0.063 0.010 0.814 0.001 0.014 0.34 0.57
Dia 13
4 Test 40.42 ¢ 32.42c¢ 10257c¢c 040c 0.06c 5.13c 0.27c¢ 3894c¢ 256c¢ 0.19c 21.17c 0.06c 0.60c 3.82c 19.25¢
4 0 46.43d 37.61d 10044d 037d 0.04d 4.10d 0.29d 20.29d 2.23d 0.18d 26.36d 0.10d 0.70d 6.28d 20.06 d
4 50 37.37b 25.10b 109.39b 049b 0.08b 563b 0.18a 42.02b 274b 023b 1656b 0.05b 048b 098b 10.21b
4 100 34.39a 2387a 11247a 059a 0.09a 6.13a 0.21b 5190a 2.84a 024a 1350® 0.04a 038a 0.64a 0.00a
0 Test 38.82¢c 3043c¢c 10541c 050c 0.07c 523c 0.24c 40.75¢ 261c 020c 1953c 0.05c¢c 045c¢c 3.32c 18.08 ¢
0 0 4576 d 3256d 101.80d 042d 0.05d 4.83d 0.26d 2464d 251d 019d 2225d 0.08d 053d 5.85d 19.96 d
0 50 34.64 b 2461b 11067b 056b 0.09b 597b 0.20a 46.22b 280b 0.22b 14.41b 0.04b 035b 049D 8.33b
0 100 3294 a 23.07a 11327a 0.62a 0.10a 6.40a 0.22b 5497a 291a 027a 1135 0.03a 0.29a 0.32a 0.00a
DMSH 0.702 0.749 0.638 0.005 0.002 0.296 0.006 237 0041 0010 0.867 0.002 0.010 0.39 0.54
Dia 15
4 Test 4247 c 3413c¢c 10042c¢ 037c¢c 0.05c 483c 0.26¢ 3237¢c 240 c 0.16c 2332c 0.06c 0.649c 5.17c 1961 ¢c
4 0 49.30d 3856d 98.60d 0.33d 0.03d 3.90d 0.28d 1721d 222d 0.15d 27.67d 0.11d 0.807d 6.77d 20.06 d
4 50 38.49 b 26.84b 10882b 045b 0.07b 543b 0.18a 3759b 272b 0.18b 1874b 0.05b 0503b 1.29b 10.21b
4 100 35.09a 2400a 111.15a 051a 0.08a 5.77a 0.20b 4693a 2.82a 0.22a 1460a 0.04a 0.406a 1.00a 0.00a
0 Test 39.49c¢c 3247c¢c 103.82c 047c 0.06c 5.07c 0.23¢c 36.78¢c 258c¢c 0.17c 21.44c 0.05c 0.454c 4.89c 18.08 ¢
0 0 48.89d 3494d 9848d 0.38d 0.04d 453d 0.26d 21.83d 243d 0.16d 2549d 0.10d 0.544d 6.33d 19.96 d
0 50 35.26 b 25.63b 109.40b 054b 0.08b 557b 0.20a 41.30b 2.85b 021b 16.52b 0.04b 0.352b 0.58b 8.33b
0 100 33.04a 23.28a 11267a 0.60a 0.09a 6.03a 0.21b 4980a 296a 0.23a 1263a 0.03a 0.274a 0.39a 0.00a
DMSH 0.805 0.580 0.835 0.005 0.003 0.319 0.002 1.36 0.058 0.012 0.778 0.002 0.008 0.27 0.65

Medias con la misma letra dentro de columnas, no son diferentes Tukey con P<0.05. DMSH: Diferencia minima significativa honesta. FV: fuente de
variacion, CL: luminosidad, CC: croma, CH. Hue, Chl a: clorofila a, Chl b: clorofila b, Chl T: clorofila total, C: carotenos, SS: s6lidos solubles, AT:
acidez titulable, VC: vitamina, CA: capacidad antioxidante, C: fenoles, PP: pérdida de peso, CO, ET: etileno, AC: Acetaldehido, ETA etanol.
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