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RESUMEN

El banano es la fruta tropical mas consumida del mundo, constituye el cuarto cultivo mas
importante mundialmente después del arroz, el trigo y el maiz y es la base alimenticia de millones
de personas en muchos paises en vias de desarrollo. En Ecuador, es el primer producto agricola de
exportacion y genera altos ingresos econdmicos. Su manejo postcosecha juega un papel
fundamental para mantener la calidad del fruto. En esta investigacion se evalud el efecto de los
inductores de resistencia: quitosan (CHT), &cido salicilico (SA) y acido jasmonico (MeJA), sobre la
tolerancia al frio y prevencion de dafio celular en la epidermis del fruto del banano. En el estudio
preliminar se utilizaron 3 concentraciones por cada inductor y se discrimin6 la mejor, considerando
una temperatura constante (-20°C). Se sumergieron los bananos en las diferentes soluciones por 2
horas; luego de ser retirados de la inmersion, fueron sometidos al frio y se midié la conductividad
eléctrica (EC) de la epidermis del fruto cada 30 minutos por 2 horas. Los tratamientos que
mostraron menor EC fueron CHT 0,3 %, 3 mM SA, y 0,03 mM MeJA. Con estas concentraciones,
bananos en etapa de maduracion 2, segun la escala de Von Loesecke, fueron sumergidos en las
diferentes soluciones por 2 horas y luego sometidos a 4°C, 15°C y temperatura ambiente. Se midi6
la conductividad eléctrica y la acidez titulable en la epidermis del fruto a las 0, 4, 26, 168 y 360
horas. Todos los elicitores, presentaron conductividad eléctrica (EC) menor que el control a 4°C y
15°C a las 4 horas; pero, CHT fue el mas resistente al frio. Por otro lado, CHT 0,3 % y SA 3 mM
exhibieron menores valores de acidez titulable a las 26 horas a 4°C. A 15°C, CHT 0,3 % mostré el
mejor resultado de todos los elicitores, SA 3 mM tuvo un comportamiento igual al del control y
MeJA 0,03 mM ejerci6 el peor efecto, ya que superd al control. A temperatura ambiente no se
observéd ningln efecto, en ninguna de las dos variables de medicion, porque la fruta no estuvo
sometida a ningdn tipo de estrés. La aplicacion de los inductores de resistencia en la epidermis de
la fruta del banano (Musa acuminata Colla var. cavendis) influyé en la acidez y cantidad de dafio
por frio en la fruta. Se evidencié que a pesar de que todos los elicitores ejercieron efecto a las
diferentes temperaturas; menores valores de CE y acidez titulable fueron encontrados con CHT 0,3
% a 4°C y 15°C; por lo tanto, CHT tendria mayor utilidad y efectividad en la aplicacion en banano
de exportacion para su mejor conservacion, transporte y vida util.

Palabras clave: quitosan, &cido salicilico, &cido jasménico, conductividad eléctrica, acidez
titulable, lesion por frio.



ABSTRACT

Banana is the most consumed tropical fruit in the world, is the fourth most important crop after
rice, wheat and maize and is the staple food of millions of people in many developing countries. In
Ecuador, is the first product of exportation and generates high income. Its postharvest handling
plays a fundamental role in maintaining fruit quality in the exportation process. In this research the
effect of inducing resistance by: chitosan (CHT), salicylic acid (SA) and jasmonic acid (MeJA) on
cold tolerance and prevention of cellular damage in the banana fruit epidermis was evaluated. In
the preliminary study, three concentrations were used for each inductor and the best one was
discriminated, considering a constant temperature (-20°C). Bananas were dipped in different
solutions for 2 hours; afterwards, they were removed from the immersion and were subjected to
cold temperature. Electrical conductivity (EC) was measured in the peel every 30 minutes for 2
hours. The treatments which showed lower EC were 0,3 % CHT, 3 mM SA, 0,03 mM MeJA. At
these concentrations, banana ripening stage 2 (light green), according to the scale of Von Loesecke,
were immersed in the different solutions for 2 hours and then were subjected to 4°C, 15°C and
room temperature. Electrical conductivity and acidity at 0, 4, 26, 168 and 360 hours were
measured. All elicitors CHT 0,3%, SA 3mM and MeJA 0,03 mM showed lower electrical
conductivity (EC) than the control at 4°C and 15°C at 4 hours of treatment, but CHT was the best
inducer of resistance to cold. At 15°C, the same results as at 4°C were obtained with CHT. As for
titratable acidity, CHT 0,3% and 3 mM SA reduced ripening and exhibited lower values of this
variable at 26 hours and 4°C. At 15°C, CHT 0,3% showed the best performance of all elicitors,
SA 3 mM had the same behavior as the control and 0,03 mM MeJA had the lowest effect. At room
temperature, no effect was observed in either of the variables; because the fruit was not subjected
to any stress. The application of resistance inducer molecules in banana fruit epidermis (Musa
acuminata Colla var. cavendis) influenced the amount of ripening and chilling injury in fruit. It was
noted that, although all elicitors showed effect at different temperatures, lower values of EC and
titratable acidity were found with CHT 3% at 4°C and 15°C; therefore, CHT would be the most
useful and effective for banana to export and to have better conservation, transportation and shelf
life.

Keywords: chitosan, salicylic acid, jasmonic acid, electrical conductivity, titratable acidity, cold

injury.
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1 INTRODUCCION

El banano es uno de los principales frutos, especialmente en los paises en vias de desarrollo,
por su alto contenido de almidon que proporciona gran energia (Dadzie y Orchard, 1997). Es
plantado en todas las regiones humedas tropicales y constituye el cuarto cultivo mas
importante del mundo después del arroz, el trigo y el maiz (Arias et al., 2003). El banano tiene
una produccién global de 95.6 millones de toneladas por afio (FAO, 2010). En Ecuador,
constituye el primer producto de exportacion del sector privado; en el afio 2009 significé un
ingreso de $ 1900 millones de dolares por concepto de divisas y alrededor de $90 millones por
concepto de impuestos al Estado. Segun la Encuesta de Superficie y Produccién Agropecuaria
Continua (ESPAC, 2012), es uno de los primeros frutos mas cultivados con alrededor de
189,383 hectareas.

Las frutas frescas son tejidos vivos sujetos a cambios continuos después de la cosecha.
Algunos de estos pueden ser deseables desde el punto de vista del consumidor, mientras que
otros no. Aunque no pueden ser detenidos, pueden ser desacelerados dentro de ciertos
limites. La senescencia es la etapa final del desarrollo de los érganos vegetales, ocurriendo
una serie de cambios irreversibles que conducen a la desintegracion y muerte de las células.
Los requerimientos para maximizar la vida post cosecha varian entre los productos (Kader,
1983).

La susceptibilidad de los productos cosechados a enfermedades postcosecha aumenta por un
prolongado almacenamiento, como resultado de los cambios fisioldgicos y senescencia (Artés
y Fernandez, 1996). El banano es una fruta altamente perecible y sufre pérdidas postcosecha

severas de calidad y cantidad (De Costa y Erabadupitiya, 2005).



13

La mayoria de las frutas que proceden de las regiones tropicales y subtropicales es sensible a
bajas temperaturas (Gross et al., 2002). El banano no puede ser almacenado durante periodos
prolongados a temperaturas por debajo de 12 a 14 °C debido al rapido ennegrecimiento de la
cascara y otros sintomas de dafio por frio (DF), como la incapacidad de madurar y pérdida de
sabor (Grierson et al., 1967). Es también un fruto climatérico, ain mas proclive a sufrir DF por
presentar un metabolismo muy activo con una elevada tasa respiratoria (Artés y Hernandez,
2003).

La temperatura critica a la que aparece el DF, varia de una especie a otra y puede ser de - 0,5 a
4°C para los sensibles, de 4 a 7°C para los de clima templado, y desde 8 hasta 15 e incluso
20°C para los tropicales y subtropicales (Artés y Fernandez, 1996). EI DF limita
considerablemente la vida post-cosecha de los productos sensibles al frio, ademas un alto
porcentaje de las pérdidas es ocasionado por este desorden.

En el DF se producen una serie de reacciones enzimaticas y las frutas pierden sus
caracteristicas normales (Couey, 1992). Diversas alteraciones fisiologicas, bioquimicas vy
disfunciones celulares se producen en respuesta a este estrés (Wang, 1982). Estas alteraciones
incluyen la estimulacion de la produccion de etileno, aumento en la frecuencia respiratoria,
interferencia en la produccion de energia, aumento de la energia de activacion, reduccion en
la fotosintesis, inactivacion de enzimas, disfuncion de la membrana, y alteracién de la
estructura celular (Artés y Fernandez, 1996).

La conductividad eléctrica mide el dafio del tejido celular. La firmeza de los frutos se reduce
gradualmente después de la cosecha hasta la maduracion, y esta disminucion se correlaciona
con el aumento de la conductividad eléctrica del tejido de la fruta, lo que sugiere una pérdida

gradual de la membrana celular. En frutos, la conductividad eléctrica (EC) puede servir como
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un buen indicador de la permeabilidad de la membrana, firmeza y estd altamente
correlacionada con la produccion de etileno y de ablandamiento. La EC puede ser utilizada
eficazmente como un indice de madurez fisica y de calidad de almacenamiento (Ahmed et al.,
2010).

Los alimentos, especialmente los liquidos, conducen la electricidad. A diferencia de los
metales, los portadores de carga en los alimentos son iones, en lugar de electrones. La
concentracion y la movilidad de los iones determinan la conductividad eléctrica. Temperatura
e ingredientes en los alimentos afectan a la movilidad de iones (Zhang et al., 1995).
Considerando que existen altas pérdidas economicas en frutas causadas principalmente por el
DF, existe la necesidad de alternativas méas seguras y viables para reducir estos dafios. Entre
los métodos posibles de preservacion no tdxicos se encuentran el uso de acido salicilico,
jasmonico y quitosan (Asghari y Agdam, 2010).

El acido salicilico (SA) es una hormona de la planta que inhibe la biosintesis de etileno y
retrasa la senescencia (Ozeker, 2005); participa en procesos como la germinacién de semillas,
crecimiento celular, respuesta a estrés abidtico; asi como la resistencia a enfermedades.
Adicionalmente, interviene de manera indirecta en el metabolismo de las plantas alterando la
sintesis y sefializacion de otras hormonas como el acido jasmonico, etileno y auxinas (Asghari
y Agdam, 2010). La aplicacion exdgena de SA ha reportado retrasar la maduracion de la
manzana (Yan et al., 1998), banano (Srivastava y Dwivedi, 2000) y melocoton (Han et al.,
2003). SA y su derivado de &cido acetilsalicilico (ASA) han demostrado inhibir la produccion
de etileno en células de pera (Leslie y Romani, 1988) y de células de zanahoria en cultivos en
suspension (Roustan et al., 1990). Zainuri et al. (2001) atribuyeron los efectos de SA a la

inhibicién de la maduracion de la piel del mango.
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Una de las funciones mas antiguas conocidas del SA es la produccion de calor en la induccion
de la flor en algunas especies de angiospermas (Raskin et al., 1987). Mas tarde se encontrd
que regula la expresion de la patogénesis relacionada con los genes de las proteinas, lo que
sugiere su papel como molécula de sefial, ya que provee resistencia contra ataque de
patogenos (Delaney et al., 1994).

Estudios realizados en diferentes frutas y a diferentes concentraciones del elicitor indican que
el SA mantiene alta firmeza y bajo DF, debido a la capacidad para inducir los sistemas
antioxidantes y proteinas de choque térmico (Wang, 2006).

El &cido jasmdnico (MeJA) es uno de los reguladores de crecimiento de Ultima generacion,
actia principalmente como molécula sefializadora de respuesta a humerosas situaciones de
estrés tanto bidticas como abidticas. La aplicacion exdgena de este acido afecta los procesos
fisiolégicos, morfoldgicos y reproductivos, entre ellos la maduracion de frutos,
almacenamiento de proteinas; ademas, regula la defensa frente a patdgenos (Moreno et al.,
2007). El MeJA puede modular la produccion de polen viable y crecimiento de la raiz. Este
compuesto modula la expresion genética a nivel de la traduccion, procesamiento del ARN, y la
transcripcion (Creelman y Mullet, 1997). Diferentes estudios reportan que utilizando MeJA a
diferentes concentraciones en frutas, retrasa el incremento en la tasa de produccion del radical
O, y el H,0,, muestra actividades mas altas de superoxido dismutasa, catalasa y menor
actividad de lipoxigenasa (Cao et al., 2009).

El quitosan es un compuesto biodegradable derivado de la piel de camarones y crustaceos. Se
ha comprobado que previene numerosas enfermedades en varias frutas y hortalizas. Es una
forma di acetil de la quitina y es un antigeno con un efecto directo en la morfologia de los

microorganismos tratados con este compuesto, reflejando su potencial fungicida.
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Estructuralmente, el quitosan es un copolimero de cadena lineal compuesto de D-glucosamina
y N-acetil-D-glucosamina que se obtiene por la desacetilacion parcial de la quitina. El
quitosan es un biopolimero que se compone de un Unico monomero de glucosa (Alvarenga,
1995). Posee propiedades unicas, incluyendo la capacidad de formar peliculas, caracteristicas
estructurales dpticas, entre otras (No y Meyers, 1989).

El quitosan presenta una carga iénica positiva, lo que le da la capacidad de unirse
guimicamente con las grasas cargadas negativamente, lipidos y acidos biliares (Sandford,
1992). No es toxico, es biodegradable y biocompatible. En los Gltimos afios, los polimeros de
quitina y quitosan especialmente, han recibido mayor atencion como uno de los materiales
poliméricos renovables prometedores por sus amplias aplicaciones en las industrias
farmacéuticas y biomédicas para la inmovilizacién de enzimas y purificacién, en fabricas de
productos quimicos para tratamiento de aguas residuales, y en la industria de alimentos para
formulaciones como floculante, gelificante, espesante y agente estabilizador (Knorr, 1984). Se
ha convertido en el aditivo de alimentos de origen biol6gico més usado, debido a sus
propiedades antimicrobianas y su gran capacidad para formar peliculas (biofilms), reduciendo
la tasa respiratoria, la pérdida de humedad y la produccion de etileno y poligalacturonasa en
las frutas (Fai et al., 2008).

Estudios realizados en diferentes frutas, indican que el quitosan disminuye las pérdidas
producidas por el DF y no afecta significativamente a la firmeza, pero aun no esta claro el
mecanismo que utiliza para producir tolerancia al frio (Thommohaway et al., 2007).

Existen pocos estudios realizados con respecto a la induccion de resistencia al frio en la fruta
del banano, y no existen en la epidermis. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el

efecto del quitosan, acido salicilico y acido jasmonico sobre la tolerancia al frio y prevencion
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de dafos celulares en la epidermis del fruto del banano. Ademas, determinar los cambios
fisicos y quimicos sufridos por estd a 4°C, 15°C y ambiente, midiendo la conductividad
eléctrica (EC) y la acidez titulable y delimitar la permanencia de la induccion de resistencia en

el tiempo con cada inductor frente al estrés por frio.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Materia Prima

Banano (Musa acuminata Colla var. cavendish), marca Dolé (cajas de 41,5 Ib), de
determinado grado de maduracion cosechado en Babahoyo, Ecuador. Para establecer el grado
de maduracion se muestreo de forma simple aleatorizada, siguiendo la Norma INEN 1750 de

muestreo de frutas y hortalizas, determinandose la acidez titulable y el color de las frutas.

2.2 Determinacion de color del banano

Se utilizé la escala de color de Von Loesecke (Von Loesecke, 1950), que consiste en una
escala del 1 al 7 (Figura 1), siendo 1 el color de arribo del banano al laboratorio y 7 el estado

completamente maduro con mejor valor nutritivo y sabor para el consumidor.

Figura 1: Escala de Von Loesecke.
Fuente: VVon Loesecke, 1950.
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2.3 Acidez titulable

50 g de epidermis del fruto del banano fueron licuados con 150 mL de agua destilada por 2
minutos. Se filtr6 la mezcla y en el filtrado fue determinada la acidez titulable utilizando
NaOH estandarizado como titulante y fenolftaleina como indicador, de acuerdo al método

AOAC 942.15 (AOAC, 2012).

2.4 Conductividad eléctrica (Electrolyte leakage test)

Pedazos de epidermis del fruto del banano de 1,6 cm de didmetro cortados con un sacabocados
en forma de discos fueron colocados en tubos de vidrio de 13x100 mm con 10 mL de agua
destilada. Fue medida la conductividad eléctrica, con un conductimetro (Jenway 4520), a las
24 horas de ser colocada la muestra en agua, siguiendo el método de Bajji et al. (2001), con

modificaciones adaptadas para el banano.
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3 Diseifio Experimental y Analisis estadistico

3.1 Estudio preliminar

Tuvo como objetivo encontrar la mejor concentracion de cada elicitor considerando una
temperatura constante (-20°C). Los tratamientos fueron dispuestos en un Disefio en Bloques
completamente al azar (DBCA) con arreglo factorial 3x3x5 correspondiente a la combinacién
de 3 factores: concentracion del elicitor (3 niveles), tipo de elicitor (3 niveles) y tiempo (5
niveles). Se realizaron 5 repeticiones, dando un total de 45 tratamientos y 225 unidades
experimentales, midiéndose la conductividad eléctrica (EC). Los datos fueron evaluados por
analisis de varianza (ANOVA) y las medias se compararon mediante rango multiple de la
prueba de Tukey al 5% de probabilidad utilizando el Software IBM SPSS Statistics 19. En la

Tabla 1 se presenta los factores con sus correspondientes niveles:

Tabla 1: Factores del DBCA con sus correspondientes niveles

Factores Niveles
1. Tipo de elicitor Acido Salicilico | Acido jasmonico | Quitosan (CHT)
(SA) (MeJA)
2. Concentraciones de | 0,3 mmoL 0,03 mmoL 0,3%
cada elicitor
1,0 mmoL 0,1 mmoL 1%
3,0 mmoL 0,3 mmoL 3%
3. Tiempos de
determinacion  de | 0, 30, 60, 90, 120
conductividad
eléctrica(minutos)
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Especificaciones del estudio preliminar:

La temperatura estudiada (-20°C) fue en base a estudios realizados por Bajji et al.
(2001), para discriminar rapidamente la concentracion que expresé y activd los
mecanismos de defensa.

Segun estudios realizados por Leon et al. (2009) y Zhang (2011), quitosan 1 %, 0,1
mmoL de &cido jasmdnico y 1 mmoL de acido salicilico, son las concentraciones
Optimas para sobreexpresar o inducir los genes de defensa. Para obtener las demés
concentraciones de la Tabla 1, se increment6 3 veces mas (3x) y se redujo 3 veces
menos (0,33x) las encontradas en bibliografia.

Las mediciones de la EC de la epidermis del fruto del banano fueron a 0, 30, 60, 90 y
120 minutos una vez sometida a -20°C; siguiendo inicialmente el método de Bajji et al.
(2001) con mediciones cada 15 minutos; sin embargo, luego del estudio preliminar se
determind que los cambios se apreciaban mejor cada 30 minutos. En la Figura 2 se

presenta el procedimiento seguido.
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Inicio:
inmersidn de
bananosen las
diferentes
soluciones por
2 horas(T
ambiente)

t=0 minutos
medicion EC
(Bajjiet al.,
2001)

EC: Conductividad Eléctrica

Banamnos
s0n
sometidos
acamara
de-20°C.

t=30
minutos
medicion EC
(Bajjiet al.,
2001)

t=60
minutos
medicion EC
(Bajjiet al.,
2001)

=90
minutos
medicion EC
(Bajjiet al.,
2001)

t=120
minutos
medicion EC
(Bajjiet al.,
2001)

Figura 2: Procedimiento del estudio preliminar.

Para el control se siguié el mismo procedimiento de la Figura 2 solo que la inmersion fue en

agua destilada. Se esperaba que la conductividad eléctrica de las muestras sumergidas en los

diferentes elicitores sea menor a la del control.

3.2 Estudio experimental con los elicitores

Se utiliz6 la mejor concentracion de cada uno de los elicitores obtenida en el estudio

preliminar. Los tratamientos fueron dispuestos en un Disefio en Bloques completamente al

azar (DBCA) con arreglo factorial 4x3x5 correspondiente a la combinacion de 3 factores: tipo

de elicitor (4 niveles), temperatura (3 niveles) y tiempo (5 niveles). Se realizaron 4

repeticiones, dando un total de 60 tratamientos y 240 unidades experimentales. Se midieron

las variables conductividad eléctrica (EC) y acidez titulable. Los datos fueron evaluados por

analisis de varianza (ANOVA) y las medias se compararon mediante rango multiple de la



prueba de Tukey al 5% de probabilidad utilizando el Software IBM SPSS Statistics 19

Tabla 2 se muestra los factores con sus correspondientes niveles:

Tabla 2: Factores del DBCA con sus correspondientes niveles
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.Enla

Factores

Niveles

1.Tipo de elicitor

3,0 mmoL de Acido Salicilico (SA)

0,03 mmoL de Acido jasmonico (MeJA)

0,3% Quitosan (CHT)

Control (H,0 destilada)

2.Temperatura (°C)

4°C

15°C

Ambiente

3.Tiempo (horas)

0,4,26,168y 360

Especificaciones del estudio experimental:

e Las temperaturas estudiadas fueron: 4°C, porque a esta temperatura existe dafio por

frio (Meir, 1996; Gonzalez, 2004; Wang, 2006; Sayyari, 2009); 15°C es la temperatura

a la que se realiza el transporte de exportacion del banano (Grierson et al., 1967) y

temperatura ambiente para observar a la fruta en su estado natural, sin ser sometida a

estrés (Pieterse et al., 1999).

e Las concentraciones de los elicitores fueron las mejores encontradas en el estudio

preliminar.

e Las mediciones se realizaron en diferentes tiempos: 0, 4, 26, 168 y 360 horas, porque

en estudios previos, se observo cambios relevantes en estos intervalos (Bajji et al.,

2001; Zhang, 2011). En la Figura 3

se observa el procedimiento seguido.
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| | ! |

t=0horas t=4 horas t=26 horas t=168 horas t= 360 horas
Inicio: medicidn CE medicidn CE medicidn CE medicidn CE medicidn CE
' id id id id id
inmersian de yac_lﬂez I yac_lﬂez I yazfluez I yazfluez I yazfluez I
bananos en las (Bajjiet al., Bananos (Bajjiet al., (Bajjiet al., (Bajjiet al., (Bajjiet al.,
) 2001) son 2001) 2001) 2001) 2001)
diferentes
: sometidos
soluciones por .
2 horas(T a camara
. ded"C,
ambiente)
15°Cy
ambiente.

Figura 3: Procedimiento del Estudio Experimental con los elicitores.

Se esperaba que la conductividad eléctrica y la acidez titulable de las muestras sumergidas en

los diferentes elicitores presentaran valores menores a los del control.
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4 Resultados y Discusion

4.1 Estudio preliminar

Para demostrar el efecto de los inductores de resistencia frente a bajas temperaturas, los
bananos fueron colocados en soluciones de los elicitores a diferentes concentraciones por 2
horas y luego a -20°C, por 120 minutos. La conductividad eléctrica (EC) se evaluo en la
epidermis del fruto del banano cada 30 minutos. El objetivo de este estudio fue encontrar la
mejor concentracion de cada elicitor considerando una temperatura constante.

La Figura 4, muestra la relacion de la conductividad eléctrica de la epidermis del fruto del
banano en funcién del tiempo. Quitosan 0,3 % (Figura 4a), acido jasménico 0,03 mM (Figura
4b) y acido salicilico 3 mM (Figura 4c) presentaron una EC menor a la del control, mostrando
menor dafio en los tejidos después del tratamiento de cada elicitor.

En el Anexo 1 se observa el Andlisis de Varianza (ANOVA) que indica diferencia
significativa entre los tratamientos. La concentracion y el tiempo influyeron en la
conductividad eléctrica, tanto independientes como cuando interactuaron entre si. El tipo de
elicitor, solo influyé al actuar en combinacion con los otros factores. La Figura (4abc*)
muestra diferencia significativa entre los tratamientos a las 2 horas de medicion, al 5% de

probabilidad por la prueba de Tukey.
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Figura 4: Relacion de la Conductividad Eléctrica (EC) de la epidermis del fruto del banano en funcién del tiempo, a diferentes

concentraciones de los elicitores a una temperatura de - 20°C, durante 2 horas. (*) Diferencia significativa entre los tratamientos a las 2 horas

de medicién, al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey.
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4.2 Estudio Experimental con los elicitores (Induccion de resistencia al frio

y grado de maduracion)

4.2.1 Induccion de Resistencia al frio: Conductividad Eléctrica (EC)

Terminado el estudio preliminar, las concentraciones, quitosan 0,3 %, &cido jasmonico 0,03
mM vy acido salicilico 3 mM, fueron las optimas para la induccion de resistencia al frio, al
presentar una EC menor al control. Los bananos fueron colocados en la concentracion
respectiva de cada elicitor por 2 horas, y luego mantenidos a 4°C, 15°C y temperatura
ambiente. La conductividad eléctrica (EC) y acidez titulable se evaluaron en la epidermis del
fruto a 0, 4, 26, 168 y 360 horas. El objetivo de este estudio fue encontrar al mejor elicitor, es
decir, el que presente valores menores de EC y acidez titulable que el tratamiento control.

La Figura 5, muestra la conductividad eléctrica de la epidermis del fruto del banano en funcién
del tiempo. La Figura 5a indica que a 4°C existié un efecto protector de todos los elicitores a
las 4 y 26 horas, en relacion al control. Con el transcurso del tiempo, la EC de los tratamientos
fue aumentando hasta igualarse con el control. A 15°C (Figura 5b) solo a las 4 horas, los
elicitores ejercieron tolerancia al frio, observandose que sus conductividades eléctricas fueron
menores que las del control. A temperatura ambiente (Figura 5c) no se observé ninguna
proteccion de los elicitores en la epidermis del fruto del banano, porque esta no estuvo
sometida a ningun tipo de estrés. Para que el elicitor manifieste su efecto de proteccion, la
fruta debe estar sometida a factores adversos para su desarrollo (Pieterse et al., 1999). La
Figura (5ab*) indica que existié diferencia significativa entre los tratamientos a las 4 y 26

horas a 4°C; y alas 4 horas a 15°C, al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey.
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Figura 5: Relacién de la Conductividad Eléctrica (EC) de la epidermis del fruto del banano en funcién del tiempo, a 4°C (a), 15°C (b) y
temperatura ambiente (c), durante 360 horas. (*) Diferencia significativa entre los tratamientos al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey.

(MeJA: acido jasmonico; SA: &cido salicilico; CHT: quitosan; AMB: temperatura ambiente).
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En el Anexo 3 se presenta el Andlisis de Varianza (ANOVA) existiendo diferencia
significativa entre los tratamientos. El tipo de elicitor, la temperatura y el tiempo influyeron en
la conductividad eléctrica, tanto independientes como cuando interactuaron entre si. EI Anexo
4 grafica la diferencia significativa entre todos los tratamientos. Para apreciar cuél fue el
elicitor que ofrecid6 mayor tolerancia al frio y su resistencia con respecto al tiempo, los
resultados fueron graficados en horas como se muestra en la Figura 6. A las 4 horas de
medicion (Figura 6 a y ¢, a 4 y 15°C respectivamente), los 3 elicitores protegieron a la
epidermis del fruto del banano, obteniéndose la mayor proteccién al frio con el CHT y la
menor con el MelJA, en relacion al control. A las 360 horas (Figura 6b y d), no hubo
diferencia significativa entre los tratamientos (elicitores vs. control); mas si existio entre los
elicitores a 4°C, el SA fue significativamente diferente del CHT y MeJA (Figura 6b) y a 15°C,
SA fue diferente significativamente del CHT (Figura 6d). Desde las 4 horas (Figura 6e) hasta
las 360 horas (Figura 6f) a temperatura ambiente, no existio diferencia significativa entre los

tratamientos.
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Figura 6: Conductividad Eléctrica (EC) de la epidermis del fruto del banano a las 4h de estar en contacto con los elicitores, a 4°C (a), 15°C (b) y
temperatura ambiente (c); y a las 360 horas a 4°C (b), 15°C (d) y temperatura ambiente (f). Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre
si al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey (MeJA: acido jasmoénico; SA: &cido salicilico; CHT: quitosan; Ctrl: control; AMB: temperatura
ambiente).
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A 4°C, el banano se encuentra en un estado de estrés, situacion que trata de compensar para
poder sobrevivir, aumentando el contenido de acetaldehido y etanol y acumulando alfa- keto
acidos en la epidermis del fruto (Artés y Artés-Hernandez, 2003). Si el estrés por frio es
prolongado, las alteraciones y disfunciones conduciran al desarrollo de una variedad de
sintomas de dafio por frio como las lesiones superficiales, decoloracion interna, mal sabor y el
fracaso para madurar normalmente (Saltveit y Morris, 1990).

Como muestra la Figura 5a, se produjo un dafio por frio (DF) irreversible en la epidermis del
fruto del banano, porque la conductividad eléctrica aumentd considerablemente después de las
26 horas de haber sido sometido a 4°C, y a partir de las 168 horas se origind pardeamiento

total (Figura 7).
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a°c

0 horas 4horas 26 horas 168 horas 360 horas

Figura 7: Cambio de color de la epidermis del fruto del banano desde las O horas hasta las 360 horas a 4°C, 15°C y temperatura ambiente
(AMB). 1: tratamiento con MeJA, 2: tratamiento con SA, 3: tratamiento con CHT, 4: tratamiento control.
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A las 4 horas de medicion a 4°C (Figura 6a), los 3 elicitores protegieron a la epidermis del
fruto del banano, obteniéndose el mayor efecto con el CHT, el menor con el MeJA y un efecto
intermedio con el SA. Segun Wang (2006) en mango (Mangarifera anarcardiaceae), con 1
mM de &cido salicilico (SA) se mantuvo alta firmeza y bajo DF, debido a la capacidad de SA
para inducir los sistemas antioxidantes y proteinas de choque térmico. Sayyari (2009), reporto
que en la fruta de granada (Punica granatum), la concentracion de 2 mM de acido salicilico
fue muy eficaz en la reduccién de DF. En el presente estudio, se utilizd una concentracion de 3
mM de &cido salicilico (Figura4c) y los resultados coincidieron con los obtenidos por Wang
(2006) y Sayyari (2009), apreciandose en la epidermis del fruto del banano, una misma
tendencia de inducir tolerancia al frio reduciendo las lesiones. Sin embargo, este efecto se
presento solo hasta las 26 horas de estar sometida a 4°C (Figura 5a), observandose a partir de
este punto un dafio irreversible con un pardeamiento total.

Meir et al. (1996), obtuvieron una reduccion en el DF realizando una inmersion de aguacate
Hass (Persea americana) en MeJA 2,5 M, aguacate Etinger (Persea americana) en MeJA 10
M y pimiento rojo (Capsicum annuum) en MeJA 25 M. Gonzélez et al. (2004) observaron que
en la guaba (Inga edulis) concentraciones de 0,1 mM y 0,01 mM de &cido jasménico redujeron
el DF en la fruta. Cao et al. (2009), reportaron que utilizando una concentracion de MeJA de
10 umol/l en la fruta loquat (Eriobotrya japdnica) se retrasé el incremento en la tasa de
produccion del radical O, y el contenido de H,O,. Podria ser entonces que el MeJA medie la
respuesta natural de la planta a diferentes tipos de estrés, y mediante su aplicacion reduzca las
lesiones en los tejidos por bajas temperaturas. Con la epidermis del fruto del banano, se utilizé

una concentracion de 0,03 mM de acido jasmonico y los resultados coincidieron con los de
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Meir (1996), Gonzalez (2004) y Cao (2009) observandose reduccion del DF; sin embargo, fue
el elicitor que mostré el menor efecto protector a 4°C.

Segun Thommohaway et al. (2007), quitosan a concentraciones de 0,05, 0,1 y 0,2 % retraso la
pérdida de peso y redujo solidos solubles totales en guaba (Inga edulis), sin afectar
significativamente la firmeza. Aldn no esta claro el mecanismo que emplea el quitosan para
producir tolerancia al frio. En esta investigacion, se utilizé una concentracion de 0,3 % de
quitosan y los resultados coincidieron con los obtenidos por Thommohaway (2007),
induciendo tolerancia al frio reduciendo las lesiones.

La temperatura de 15°C usada en esta investigacion, es un tipo de control, para poder observar
el comportamiento natural del banano, fruto que se transporta alrededor de 12 a 14°C
(Grierson et al., 1967). Solo a las 4 horas de medicion a 15°C (Figura 6c), los 3 elicitores
protegieron a la epidermis del fruto del banano, obteniéndose el mayor efecto con el CHT, el
menor con el MeJA y un efecto intermedio con el SA.

Segun Asgar et al. (2011), en estudios realizados con papaya (Carica papaya) a 12°C, el
quitosan mantuvo la firmeza y retraso los cambios de color durante 5 semanas de
almacenamiento. En este estudio, los resultados coincidieron con lo reportado por Asgar
(2011), conservandose menores valores de CE en la epidermis del fruto del banano con la
aplicacion de este elicitor.

Segun Gonzalez (2004), el MeJA redujo el deterioro y maduracion en calabacin (Curcubita
pepo), mango (Mangarifera anarcardiaceae), aguacate (Persea americana), y papaya (Carica
papaya), sin embargo en la epidermis del fruto del banano fue el elicitor que menor efecto

tuvo a 15°C.
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A temperatura ambiente (~22°C) el dafio en la epidermis del fruto del banano observado, es
propio de la maduracion, porgue no se encuentra sometido a ningln tipo de estrés, y no existio
diferencia significativa entre los tratamientos a ninguna de las horas medidas (Figura 5c). La
aplicacion de los elicitores no se justificaria a esta temperatura a los tiempos experimentados

(Figura6eyf).
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4.2.2 Grado de maduracion: acidez titulable

El estado de madurez que poseen los productos al ser cosechados, es especialmente importante
para su manejo, transporte y comercializacion repercutiendo directamente en su calidad. La
acidez es un importante indicador de la maduracion y calidad organoléptica en las frutas,
debido a la presencia de los &cidos malico y citrico, que son los principales acidos organicos
encontrados en las frutas maduras (Lopez, 2003; Etienne at al., 2013). El &cido orgéanico
predominante en las frutas maduras varia entre especies, en el banano se observan diferencias
de la acidez total o en el equilibrio de &cidos orgénicos (Etienne et al., 2013). En la pulpa del
banano, la cantidad total de acido aumenta durante la maduracién, los principales acidos que la
componen son: acido malico, citrico y oxalico. Mientras que los dos primeros acidos son
responsables de la acidez en el banano inmaduro, el acido oxalico contribuye al sabor
astringente de la fruta (Seymour, 1997). Cuando la fruta madura, el acido oxalico se reduce v,
el sabor cambia a un sabor dulce, principalmente del azucar hidrolizada de la degradacion del
almidon (Siriboon y Banlusilp, 2004). En este estudio se observo que la epidermis del fruto

del banano mostr6 el mismo comportamiento que la acidez de la pulpa.
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La Figura 8, muestra la acidez de la epidermis del fruto del banano en funcién del tiempo. A
4°C existio un efecto reductor de la maduracion de los tratamientos SA y CHT a las 26 horas,
observandose valores menores de acidez, en relacion al control (Figura 8a). Con el transcurso
del tiempo, la acidez de los tratamientos fue aumentando hasta igualarse con el control. A
15°C (Figura 8b) a las 26 horas solo el quitosan mostré valores menores que el control.
Después de las 26 horas este efecto no se aprecio mas. A temperatura ambiente (Figura 8c) no
se observO ningun efecto de los elicitores en la epidermis del fruto del banano, porque esta no
estuvo sometida a ningun tipo de estrés. La Figura (8ab*) evidencia que existio diferencia
significativa entre los tratamientos a las 26 horas a 4°C y 15°C, al 5% de probabilidad por la

prueba de Tukey.
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Figura 8: Relacion de la Acidez Titulable de la epidermis del fruto del banano en funcion del tiempo, a 4°C (a), 15°C (b) y temperatura
ambiente (c), durante 360 horas. (*) Diferencia significativa entre los tratamientos al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey (MeJA:
acido jasmonico; SA: &cido salicilico; CHT: quitosan; AMB: temperatura ambiente). Acidez expresada en acido malico.
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Segun el andlisis de varianza (ANOVA) existio diferencia significativa entre los tratamientos
para la acidez titulable (Anexo3). La temperatura y el tiempo influyeron en esta variable
cuando actuaron independientemente, no en su interaccion. El tipo de elicitor solo afect6 a la
acidez titulable al interactuar con la temperatura. EIl Anexo 7 grafica la diferencia
significativa entre todos los tratamientos. Para apreciar cual fue el elicitor que provoco
menores valores de acidez titulable y la permanencia de la induccion en el tiempo, los
resultados fueron graficados en horas como se indica en la Figura 9. A las 26 horas de
medicion (Figura 9a) a 4°C, todos los elicitores fueron diferentes significativamente al
control, siendo el CHT y SA, los que mostraron menores valores de acidez, sin diferencia
significativa entre estos y el MeJA no ejercié ninglin efecto, comportandose peor que el
control. A 15°C (Figura 9c), el CHT evidencié un mayor efecto (mas resistencia) en relacién
al control con diferencia significativa, los otros dos elicitores no ejercieron efecto sobre la
epidermis del fruto del banano, porque el SA se comporto significativamente igual al control y
el MeJA tuvo un comportamiento peor a este. A las 360 horas, a 4 y 15°C respectivamente
(Figura 9 b y d), no existid diferencia significativa entre los tratamientos. Desde las 26 horas
(Figura 9e) hasta las 360 horas (Figura 9f) de medicion a temperatura ambiente, no se

encontr6 diferencia significativa entre los tratamientos.
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Figura 9: Acidez Titulable de la epidermis del fruto del banano a las 4h de estar en contacto con los elicitores, a una temperatura de 4°C (a),
15°C (b) y temperatura ambiente (c); y a las 360 horas a 4°C (b), 15°C (d) y temperatura ambiente (f) Medias seguidas por las mismas letras
no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey. (MeJA: acido jasmoénico; SA: acido salicilico; CHT: quitosan; Ctrl:

control; AMB: temperatura ambiente). Acidez expresada en acido malico.




41

A 4°C, la acidez se vio afectada por el DF, observandose irregularidad en la maduracion y el
pardeamiento de la epidermis del fruto del banano fue irreversible (Figura 7).

La acidez aumento considerablemente en la epidermis del fruto del banano a partir de las 26
horas de haber sido sometida a 4°C (Figura 8a). EI CHT y SA indujeron valores menores de
acidez a esta hora de medicién (Figura 9a).

Segun Srivastava (2000), las actividades de las principales enzimas degradadoras de paredes
celulares, celulasa, poligalacturonasa y xilanasa bajaron en presencia del &cido salicilico
durante la maduracién del banano, al igual que los principales antioxidantes enzimaticos como
la catalasa y la peroxidasa. Zhang (2003) afirmé que, la aplicacion de SA retrasd la
maduracion de mango (Mangarifera anarcardiaceae) y tomate (Solanum lycopersicum)
probablemente a través de la inhibicion de la biosintesis de etileno. Adicionalmente, Duan et
al. (2007) encontraron que el tratamiento con SA en post-cosecha de cerezas (Prunus cerasus)
causo la disminucion de acidez de la fruta y menor infeccidn por hongos. Estudios realizados
en manzana (Annona squamosa L.) indican que SA acort6 la produccién del radical libre O, y
el etileno observandose una reduccion en la maduracion (Gong et al., 2008). Huang (2008),
en su estudio en naranja (Citrus sinensis) encontr6 que la baja temperatura de almacenamiento
y la aplicacién exdgena de SA redujeron la peroxidacién de lipidos, regulando y manteniendo
asi el sistema antioxidante beneficioso para el almacenamiento disminuyendo la senescencia.
SA prolongd la vida de almacenamiento de diversas frutas, como bananos (Musa paradisiaca)
y melocotones (Prunus Persica) (Mo et al., 2008). En este estudio, los resultados coincidieron
con los obtenidos por Srivastava (2000), Zhang (2003), Duan (2007), Gong (2008), Huang

(2008) y Mo (2008), mostrandose en la Figura 8a, una reduccion de la senescencia con la



42

aplicacion de SA. Sin embargo, el efecto solo se observé a las 26 horas de estar sometido a
4°C.

Segun Gonzalez (2004), el MeJA redujo el deterioro y maduracion en calabacin (Curcubita
pepo), mango (Mangarifera anarcardiaceae), aguacate (Persea americana), y papaya (Carica
papaya). En la epidermis del fruto del banano, este elicitor aumento el porcentaje de acidez a
medida que paso el tiempo, provocando mayor dafio que el control (Figura 8a y 9a), por lo que
no se justificaria su aplicacion.

El quitosan puede formar una capa semipermeable, que modifica la atmoésfera interna del
tejido y consecuentemente retarda la maduracion (Bai et al., 1988). Segln, Ghaouth (1992) el
recubrir el tomate (Solanum lycopersicum) con soluciones de 1 % y 2 % de quitosan
disminuyd la tasa de respiracion y la produccion de etileno, obteniéndose mejores resultados
con 2 %. Segun, Ghaouth (2007) recubrir pimiento (Capsicum annuum) Yy pepino (Cucumis
sativus) con una concentracion de quitosan de 1,0 y 1,5% p/v acorté notablemente la pérdida
de peso, la tasa de respiracion, pérdida de color, marchitamiento y la infeccion micética. En
esta investigacion, usando una concentracion de 0,3 % CHT (Figura 8a), se observé efectos
similares a los obtenidos por Bai (1988), Ghaouth (1992) y Ghaouth (2007), obteniendo
menores valores de acidez que podrian retardar la maduracion.

A 15°C, el CHT mostré valores menores de acidez a las 26 horas de medicion (Figura 9c)
coincidiendo con Asgar et al. (2011), que en estudios realizados con papaya (Carica papaya) a
12°C, el CHT redujo la pérdida de agua y la acidez durante 5 semanas de almacenamiento.
Tratamientos con &cido salicilico alrededor de 15°C mostraron buenos resultados en el retraso
de la maduracion de tomate (Solanum lycopersicum), cereza dulce (Prunus cerasus), fresa

(Fragaria vesca), esparragos (Asparragus officinalis) y Haward Kiwi (Actinidia chinensis)
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(Ali, 2013). A esta temperatura, el SA tuvo sobre la acidez en la epidermis del banano el
mismo efecto que el control; el CHT fue el que mostré mayor efecto y el MeJA el peor, ya
que, la acidez fue mayor que la del control (Figura 9c). No se justificaria la aplicacion de SA
y MeJA a esta temperatura.

A temperatura ambiente (~22°C), la acidez que se observo en la epidermis del fruto del
banano es propia de la maduracién, ya que no estuvo sometido a ningun tipo de estrés y por
tanto, no existié diferencia significativa entre los tratamientos a ninguna de las horas de
medicion (Figura 8c). La aplicacion de los elicitores no se justificaria a esta temperatura a

ninguno de los tiempos (Figura9 e y f).
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5 Conclusiones

La epidermis del fruto del banano (Musa acuminata Colla var. cavendish) pretratada con
moléculas inductoras de resistencia mostr6 menores valores de CE y de acidez titulable en
diferentes mediciones. Todos los elicitores CHT 0,3 %, SA 3 mM y MeJA 0,03 mM
presentaron una conductividad eléctrica (CE) menor que el control, pero el CHT fue el que
presentd mayor resistencia al frio a 4°C y 15°C a las 4 horas de mediciéon. En cuanto a la
acidez titulable, CHT 0,3 % y SA 3 mM redujeron la maduracién y presentaron menores
valores de esta variable a las 26 horas de medicion a 4°C. A 15°C, CHT 0,3 % mostro el
mejor comportamiento de todos los elicitores, SA 3mM tuvo un efecto igual al del control y
MeJA 0,03mM ejercid el peor efecto ya que la acidez titulable fue mayor que la del control. A
temperatura ambiente no se observd ningun efecto, en ninguna de las dos variables en

medicion, porque la fruta no estuvo sometida a ningun tipo de estrés.

El tratamiento con metil jasmonato (MeJA) en la concentracion utilizada, otorgo niveles altos
de acidez titulable y niveles bajos de recuperacion en cuanto a conductividad eléctrica,
habiendo compartido el rango estadistico (Figura 6 a y c) e incluso superando al control
(Figura 9 a y c¢). Ademas, obtuvo menores niveles de recuperacion que SA. Al respecto, es
extensamente conocido que las aplicaciones exdgenas de MeJA activan la via metabdlica de
defensa conocida como del JA y por lo tanto de defensa contra insectos (Truman et al., 2007;
Koornneef et al., 2008), el mismo que a la vez antagoniza con la via del SA (Ledn-Reyes et
al., 2010), lo cual sugiere que, la via del SA parece ser la via de defensa metabolica

involucrada con el estrés hidrico.
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La aplicacion de los inductores de resistencia en la epidermis del fruto del banano (Musa
acuminata Colla var. cavendish) influyd en la maduracion y cantidad de dafio en la fruta
provocado por el frio. Se hallé menores valores de CE y acidez titulable con el CHT 3 % a
4°C y 15°C. Este elicitor forma una capa semipermeable que modifica la atmdsfera interna
del tejido y consecuentemente retarda la maduracion y por lo tanto, fue el que presentdé mayor
efectividad y resistencia. El tratamiento con base de quitosan (CHT), mostro mayor efecto de
recuperacion cuando se lo comparé con el testigo, habiéndose registrado su mayor expresion
con la dosis de 0,3 % (Figura 4), mientras que, las concentraciones mas altas (1 % y 3 %)

disminuyeron su efectividad debido al probable efecto de fitotoxicidad.

Se produjeron cambios fisicos a partir de las 168 horas, observandose un pardeamiento
irreversible en la cascara sometida a 4°C. A 15°C y temperatura ambiente el cambio de color
fue el esperado en el proceso de maduracién del platano segun la escala de VVon Loesecke

(Figura 7).
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6 Recomendaciones

Aplicar MeJA a manera de vapor (Chang et al., 2002), ya que en estudios con mango se

redujo los sintomas del DF y el desarrollo del color de la piel mejor6 (Gonzalez et al., 2001).

Realizar mediciones cada 6 horas a partir de las 26, para determinar hasta qué punto se puede

inducir la tolerancia al frio usando los elicitores sin observar pardeamiento.

Como se observd que las concentraciones utilizadas en este estudio solo mostraron un efecto
hasta las 26 horas, se recomienda realizar un mayor tiempo de inmersion, y aumentar la
concentracion de los elicitores hasta un punto en donde no expresen fitotoxicidad y se mejoren

los resultados.

Mezclar el quitosan con &cido ascorbico para inhibir el efecto del pardeamiento y mantener la

integridad de la membrana (Sun, 2010).

Estudios realizados en Litchi indican que 1000 mg/L de quitosan combinados con 50 mg/L de
acido salicilico, muestran mejor tolerancia al frio y sufren menos dafios (GuangWen et al.,
2011), por lo tanto, se recomienda mezclar quitosan con acido salicilico y aplicarlo a la

epidermis del fruto del banano.

Continuar realizando investigaciones sobre la permanencia de los inductores con diferentes

frutas para obtener mas evidencias de sus efectos.

Realizar cuantificacion de acetaldehido que es exclusivo para indicar dafio tisular por frio.
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8.1 Analisis de Varianza (ANOVA) de la conductividad eléctrica de los
tratamientos en el estudio preliminar.

Grados Valor F

de Suma de | Cuadrados Valor F | tabulada al
Fuentes de variacion libertad cuadrados medios calculada 5%
Tratamientos 44 49838628.16 | 1132696.095 | 16.816* 1.46
Elicitor 2 195787.28 97893.640 1.498n.s. 3.04
Concentracién 2 1898679.12 949339.560 | 14.524* 3.04
Tiempo 4 35076717.98 | 8769179.496 | 134.165* 2.41
Elicitor* Concentracién 4 1455509.52 363877.380 | 5.567* 2.41
Elicitor* Tiempo 8 5530719.30 691339.912 | 10.577* 1.98
Concentracién* Tiempo 8 2012437.86 251554.732 | 3.849* 1.98
Elicitor*Concentracién*Tiempo | 16 3668777.10 229298.569 | 3.508* 1.69
Bloque 4 620874.52 155218.629 | 2.375n.s. 241
Error 176 11503595.08 | 65361.336
Total 225 510300000.00

Anexol: Andlisis de Varianza (ANOVA) de la conductividad eléctrica de

estudio preliminar

* Significativo al 5% de probabilidad por la Prueba de F
n.s. No significativo al 5% de probabilidad por la Prueba de F

los tratamientos

en el
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8.2 Conductividad eléctrica (EC) en cada tratamiento del estudio preliminar.

— —CHT 3 %6t 120 min
S = —CHT 3 %6 & 90 min
= —CHT 3 9% t: 60 min

£ tcHT39%t 30 min
& FcoHT3%t omin

HT 1 26 1:1 20 min
HT 1 25 t: 90 min
HT 1 26 t: 60 min
HT 1 26 t: 30 min
HT 1 25 t: O min
HT 0,3 2%t 120 min
HT 0,3 26 t: 90 min
HT 0,3 % t: 50 min
HT 0,3 2% t: 30 min
HT 0,3 2 t: 0 min
o —deda 0,3 mmol £ 120 min
— Hieds 0.3 mmol t: 90 min
.qu_._._mr_} 0,3 mmolL t: 50 min
.m MieJa 032 mmel t: 30 min
_._m Fvieda 0.3 mmol t: O min
eds 01 mmobl t: 120 min
eds 01 mmol t: 20 min
el 01 mmol t: G0 min
eJs 01 mmol t: 30 min
eJS 01 mmol £ 0 min
eJs 0,03 mmoel t: 120 min
eJ8 0,03 mmol t: 20 min
aJA 0,03 mmel t: 60 min
eJs 0,03 mmel t: 30 min
aeJs 0,03 mmoel t: O min
e =2 1 mmol t: 120min
i 5S4 1 mmol t: 90min
THIMLP 1 mmol t: B0min
HIM.P 1 mmol t: 30min
_Hlm.mp 3 mmol t: Omin

A1 mmol t: 1 20min
A1 mmol t: 90min
A1 mmol t: G0min

A 1 mmol t: 30min
201 mmol t: Omin

A0 3mmol T: 120min
A 0.3 mmol t: 90 min
A 0.3 mmol t: 50 min
A 0.3 mmol 2 30 min
A 0,3 mmol t:0 min

(woysn)
vold.1.0313
AvaiAlLDNANOD

Anexo 2: Gréafico de la conductividad eléctrica en cada tratamiento del estudio preliminar. Se muestra diferencia significativa entre los

tratamientos. SA: acido salicilico, MeJA: Metil jasmonato, CHT: quitosan.
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8.3 Resumen del Analisis de Varianza (ANOVA) de la conductividad
eléctrica y acidez de los tratamientos en el estudio experimental con
los elicitores

Grados | Cuadrados Medios
Fuentes de variacion de Conductividad )

libertad | (us) Acidez (%)
Tratamientos 59 210013,94* 0,058*
Elicitor 3 115208,722* 0,005n.s.
Temperatura 2 1451932,679* 0,039*
Tiempo 4 1552193,692* 0,672*
Elicitor* Temperatura 6 36856,901* 0,029*
Elicitor* Tiempo 12 65060,639* 0,015n.s.
Temperatura* Tiempo 8 190405,601* 0,014n.s.
Elicitor*Temperatura*Tiempo | 24 16976,761* 0,007n.s.
Bloque 3 2456,644n.s. 0,078n.s.
Error 177 3343,772 0,013
Total 240

Anexo 3: Resumen del Analisis de Varianza (ANOVA) de la conductividad eléctrica y acidez de los
tratamientos en el estudio experimental con los elicitores.

* Significativo al 5 % de probabilidad por la Prueba de F

n.s. No significativo al 5% de probabilidad por la Prueba de F
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8.4 Conductividad eléctrica (EC) en cada tratamiento del estudio experimental con los elicitores.

f FCHT AMB t: 360h

A AMB t: 360h
rl AME 1. 360h
eJA AMB t:360h

B FCHT 15°C t: 360h

A 15°C L 360h
1l 15°C 1 360h
eJA 15°C 13600

- IFCHT 4°C t: 360h

A 4°C t 360N
rl 4°C t: 360h
eJA 4°C 13600

it FCHT AMB t: 168h

A AMB t: 168h
Il AMB t: 168h
eJA AMB t168h

L) FCHT 15°C t: 168h

A 15°C t 168h
rl 13°C t: 168h
eJA 15°C t168h

B FCHT 4°C t: 168h

A 4°C 1 168h
Il 4°C t: 168h
eJA 4°C 1 168h

= [FCHT AMB t: 26h

A AMB t: 26h
rl AMB t: 26h
eJA AMB t:26h

- FCHT 15°C ¢ 26h

A15°Ct 26h
rl 15°C 1. 26h
eJd 15°C 1:26h

i FCHT 4°C t 26h

A 4°C 1 26h
rl 4°C t: 26h
eJA 4°C 1 26h

+ FCHT AMB t; 4R
A AMB t; 4h
rl AMB t 4h
eJa AMB t:4h
HT 15°C t; 4h
A15°Ct 4h
r15°C 1 4h
eJA 15°C t4h
o FcHT 47 t: 4n

A 4°C L 4h
rl4°Ct: 4h
el 4°Ctdh

.' IFCHT AMB t: Oh

A AME L Oh
Tl AMB t: Oh
eJA AMB t:0h

= FCHT15°C t: Oh

A15°CE Oh
rl15°C 1 Oh
eJA 15°C t0h

B FCHT 4°C t: Oh
A 4°Ct Oh
rl4°Ct: Oh
elA 4°C10h

2000.00-7
1500.00-
1000.00-7
500.00-
no=

(woygn)
V2l¥12373 avalAlLONANOD

TRATAMIENTOS

Anexo 4: Gréfico de la conductividad eléctrica en cada tratamiento del estudio experimental con los elicitores. Se muestra diferencia

significativa entre los tratamientos. SA: acido salicilico, MeJA: Metil jasmonato, CHT: quitosan, Ctrl: Control, AMB: temperatura ambiente.
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8.5 Conductividad eléctrica (EC) del estudio experimental con los elicitores.

1250.00 1250.007

1000.00-
1000.00=
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00=

CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (uS/cm)
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MeJla Crl SA CHT  MedA Ctrl SA CHT
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Anexo 5: Gréficos de la conductividad eléctrica del estudio experimental con los elicitores. En el gréafico izquierdo se muestra diferencia
significativa entre la interaccion Elicitor*Temperatura (ExT). En el gréfico derecho se muestra diferencia significativa entre la interaccion
Elicitor*Tiempo (ExP). SA: 4cido salicilico, MeJA: Metil jasmonato, CHT: quitosan, Ctrl: Control, AMB: temperatura ambiente.
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8.6 Conductividad eléctrica (EC) del estudio experimental con los elicitores.

2000.007

1500.007

1000.007

500.005

CONDUCTIVIDAD ELECTRICA
(uS/cm)

Oh  Oh 0Oh 4h 4t'l 4h  26h  26h 26h 168h 168h 168h 360h 360h 360h
4°C 15°C AMB 4°C 13°C AMB 4°C 15°C AMB 4°C 15°C AMBE 4°C 15°C AMB

PxT

Anexo 6: Grafico de la conductividad eléctrica del estudio experimental con los elicitores. Se muestra diferencia significativa entre la

interaccion Tiempo*Temperatura (PXT). AMB: temperatura ambiente.
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8.7 Acidez titulable de cada tratamiento del estudio experimental con los elicitores.

— FCHT AMB 1 360h

A AMB t: 360h
rl AMB t: 360h
e AME t: 360h

T FCHT 15°C 360K

A15°C t 360h
rl 15°C 1 360h
et 15°C 1 360h

£ IFCHT 4°C t: 360h

A 4°C 1 360h
rl 4°C t: 360h
eJA 4°C t 360h

— [CHT AMB t: 168h

A AMBt 168h
rl AMB t: 168h
eJA AME t 168h

—= FCHT 15°C t: 168h
A15°Ct 168h
r115°C t: 168h
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HT 4°C t 168h

A 4°C 1t 168h
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eJ8 4°C 1 168h
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rl AME t: 26h
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HT 15°C 1 26h
A 15°C t 26h
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i 15°C 1 4h
2JA 15°C t 4h
. FrHT4ct 4h
& 4°Ct 4h
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= ]
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Anexo 7: Grafico de la acidez titulable de cada tratamiento del estudio experimental con los elicitores. Se muestra diferencia significativa entre

los tratamientos. Acidez expresada en acido malico. SA: acido salicilico, MeJA: Metil jasmonato, CHT: quitosan, Ctrl: Control, AMB:

temperatura ambiente.
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8.8 Acidez titulable del estudio experimental con los elicitores
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Anexo 8: Gréficos de la acidez titulable del estudio experimental con los elicitores. En el gréfico derecho se muestra diferencia significativa
entre la interaccion Elicitor*Temperatura (ExT). En el gréfico izquierdo se muestra que existe diferencia significativa en relacion al tiempo.

Acidez expresada en acido malico. SA: 4cido salicilico, MeJA: Metil jasmonato, CHT: quitosan, Ctrl: Control, AMB: temperatura ambiente.



