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RESUMEN

La uva de mesa producida en Sonora genera una gran cantidad de divisas debido a que gran
parte de la produccion se exporta. Durante su desarrollo las bayas presentan cambios en la
coloracion a causa de la sintesis de antocianinas ademas de cambios a nivel cuticular por la
deposicién de ceras. Uno de los aspectos de mayor importancia para la comercializacion de uva de
mesa, es la coloracion uniforme del racimo; sin embargo, el productor se enfrenta a poca
uniformidad del color requerido especialmente en variedades de uvas rojas, debido a diversos
factores bioticos y abidticos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion
precosecha de tratamientos con ethrel, acido salicilico y melatonina, sobre los cambios cuticulares
y el color en la baya de uva de mesa cv. Flame Seedless. Bajo un disefio experimental
completamente al azar, al iniciar el envero, se aplicaron 8 tratamientos: TEST (Testigo absoluto),
ETH1 (Ethrel 100 ppm), ETH2 (Ethrel 250 ppm), AS (&cido salicilico 100 ppm), MEL (melatonina
25 ppm) y la combinacion de los tratamientos ETH2+AS, ETH2+MEL y AS+MEL. Todos los
tratamientos se aplicaron solo una vez, a excepcion de ETHL1 que se aplicé tres veces. Dentro de
los parametros evaluados en cosecha, se observé que mediante la aplicacion del tratamiento MEL
se obtuvo el mayor peso en las bayas (4.75 g) respecto al testigo (3.75 g) y al resto de los
tratamientos; asi mismo, las bayas tratadas con las combinaciones con MEL presentaron un mayor
tamano. El contenido de SST se vio influenciado positivamente por MEL (16.70) en comparacion
al resto de los tratamientos. En cuanto al etileno residual, las bayas tratadas con ETH1 mostraron
diferencias significativas al resto de los tratamientos (p<0.05) al obtenerse una residualidad de 1.4
ppm y sobrepasando el limite de residuos maximos permitido (1.0 ppm), sin embargo, las bayas de
dicho tratamiento mostraron un indice de color (CIRG) mas alto (2.8) y un mayor contenido de
antocianinas (0.021 mg cm), aun asi no se alcanzé el CIRG 6ptimo para esta variedad de uva roja
(entre 4 y 5). En los pardmetros analizados sobre la cuticula, no se observaron diferencias
significativas (p<0.05), a excepcion del contenido de ceras epicuticulares, en los cuales se encontrd

un mayor contenido en las bayas correspondientes al testigo absoluto (0.64 mg cm).

Palabras Clave: Flame Seedlees, CIRG, antocianinas, cambios cuticulares.
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ABSTRACT

The table grapes produced in Sonora generate a large amount of foreign exchange due to
the fact that a large part of the production is exported. During their development, the berries show
changes in color due to the synthesis of anthocyanins in addition to changes at the cuticular level
due to the deposition of waxes. One of the most important aspects for the commercialization of
table grapes is the uniform coloration of the bunch; however, the producer faces little uniformity
of the color required especially in red grape varieties, due to various biotic and abiotic factors. The
objective of the present work was to evaluate the effect of the pre-harvest application of treatments
with ethrel, salicylic acid and melatonin, on cuticular changes and color in table grape berry cv.
Flame Seedless. Under a completely randomized experimental design, at the beginning of veraison,
8 treatments were applied: TEST (control), ETH1 (Ethrel 100 ppm), ETH2 (Etherl 250 ppm), AS
(salicylic acid 100 ppm), MEL (melatonin 25 ppm) and the combination of ETH2+AS,
ETH2+MEL and AS+MEL treatments. All treatments were applied only once, except for ETH1
which was applied three times. Within the parameters evaluated at harvest, it was observed that by
applying the MEL treatment the highest weight was obtained in the berries (4.75 g) with respect to
the control (3.75 g) and the rest of the treatments; likewise, the berries treated with the
combinations with MEL had a larger size. The SST content was positively influenced by MEL
(16.70) compared to the rest of the treatments. Regarding residual ethylene, the berries treated with
ETHI showed significant differences to the rest of the treatments (p<0.05) when a residuality of
1.4 ppm was obtained and exceeding the maximum allowed residue limit (1.0 ppm), however, the
berries of Said treatment showed a higher color index (CIRG) (2.8) and a higher anthocyanin
content (0.021 mg cm?), even so the optimal CIRG was not reached for this variety of red grape
(between 4 and 5). In the parameters analyzed on the cuticle, no significant differences were
observed (p<0.05), except for the content of epicuticular waxes, in which a higher content was

found in the berries corresponding to the absolute control (0.64 mg cm™).

Key Words: Flame Seedlees, CIRG, anthocyanins, cuticular changes.
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1. INTRODUCCION

La uva de mesa (Vitis vinifera L.) es uno de los frutos de mayor importancia comercial a
nivel mundial. El alto valor de produccién y la calidad del producto, han hecho que mercados
internacionales demanden su exportacion (Martinez de Toda, 2011).

El color es una de las caracteristicas de la baya de mayor importancia en cuanto a calidad y es un
requerimiento minimo establecido para la comercializacion de uva de mesa. Se ha observado que
variedades de uvas rojas como Red Globe y Flame Seedless presentan alteraciones en el color de
las bayas, siendo la principal limitante para su exportacion. Estas alteraciones se deben a la
interaccion de la baya entre factores como la luminosidad, la temperatura, la aplicacion de
compuestos quimicos, entre otros (Boss y Davies, 2009).

Los cambios mas importantes en las bayas de uva se dan a partir del envero, etapa en la que inicia
el cambio de color, aumenta el contenido de antocianinas, sélidos solubles totales (SST) y
compuestos aromaticos, y disminuye el contenido de acidos organicos (Seymour et al., 2013). El
cambio de color se produce por una sincronia entre la degradacion de clorofila, y la biosintesis de
antocianinas, estas Ultimas responsables de la coloracion roja, azul y violeta de muchos frutos
(Seymour et al., 2012). Asi mismo, durante el desarrollo de la baya se dan cambios a nivel cuticula,
en la cual la cantidad total de ceras epicuticulares aumentan durante las primeras fases de
crecimiento, sin embargo, la cantidad de ceras decrece llegada la maduracién. La cuticula se vuelve
mas delgada a medida que el tamafio de la baya aumenta, provocando micro y macropartiduras y
el fruto puede mostrarse con mayor susceptibilidad al ataque de patdgenos, dafiando por completo
a la baya (Pensec et al., 2014)

Se han realizado numerosas investigaciones para mejorar el color en las bayas, y a pesar de
especificar los cambios que se presentan en pardmetros como SST, firmeza, contenido de acidos
organicos, entre otros, le restan importancia a los posibles cambios cuticulares que puedan darse
en la baya por efecto de los tratamientos ya probados. Se han implementado algunas practicas como
el anillado (Crupi et al., 2016), aclareo (Kaur et al., 2013) y sombreado de racimos (Leguizamoén
et al., 2008), asi como la aplicacion de reguladores del crecimiento como acido abscisico (Alenazi
et al., 2019), con el propdsito de mejorar el color en las bayas de uva de mesa, sin embargo, estos

no han dado los resultados esperados. Motivo por el cual se necesitan de nuevas investigaciones
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para profundizar en el conocimiento del uso de biorreguladores que permitan resolver la
problematica.

Los biorreguladores de crecimiento son moléculas que se encargan de controlar diversos procesos
fisioldgicos, entre los que destacan los cambios que presentan los frutos durante su desarrollo tal
como el crecimiento, color y cambios fisico-quimicos (Janda et al., 2014).

A través del tiempo el mercado exige productos horticolas con mayor calidad y produccion, en este
sentido el uso de biorreguladores se justifica (Diaz, 2017).

El etileno es un regulador de crecimiento en estado gaseoso que interviene principalmente en la
maduracion y senescencia de los diferentes 6rganos de un vegetal (Reid, 2011). EI Ethrel© es un
compuesto liberador de etileno ampliamente utilizado en los vifiedos durante el envero para
incrementar el color de las bayas de uva (Hueso, 2012). A través de la aplicacion exdgena de
etileno, se estimulan las actividades enzimaticas involucradas en la biosintesis de las antocianinas
de frutos como la ciruela (Cheng et al., 2016) y la uva (El-Kereamy et al., 2003).

Otro regulador de crecimiento utilizado es el &cido salicilico, compuesto fenélico natural que juega
un papel en el retraso de la maduracion, promueve la resistencia a patégenos y aumenta los
compuestos antioxidantes como los acidos fendlicos (Habibi, 2017). Existe informacion que el
acido salicilico aplicado en dosis de 0.5y 1.0 mM, previo a la cosecha, condujo la acumulacion de
antocianinas en frutos como cereza (Giménez et al., 2014) y uva cv. Sahebi (Oraei et al., 2019),
debido a que este biorregulador estimul6 la activacion de la enzima PAL (fenilalanina amonio
liasa), involucrada en la biosintesis de antocianinas.

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), una indolamina natural de bajo peso molecular, se
detectd por primera vez en las glandulas pineales bovinas en 1958. Las diversas funciones de la
melatonina se han informado previamente en numerosas plantas, incluida la eliminacion de
radicales libres e induccidn de resistencia al estrés bidtico y abiotico (Gao et al., 2018). También
tiene un papel en el metabolismo secundario, potenciando la sintesis de flavonoides y antocianinas
(Arnao y Hérnandez-Ruiz, 2019). Mediante la aplicacion exdgena de melatonina en algunos
productos horticolas, se obtuvo un mayor contenido de antocianinas y se demostro que influye en
las actividades enzimaticas involucradas en la biosintesis de estos compuestos fendlicos (Sun et
al., 2016, Zhang et al., 2016, Aghdam y Fard, 2017).

A pesar de los estudios que se han realizado de la aplicacion de los biorreguladores mencionados

anteriormente, hasta el momento no se ha estudiado cémo influyen en las caracteristicas de la
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cuticula de los frutos, asi mismo, no se ha evaluado la influencia de melatonina en parametros como
el tamafio, peso, firmeza, entre otros pardmetros de calidad.

Es por ello que la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de la aplicacion
precosecha de tratamientos con ethrel, acido salicilico y melatonina, sobre los cambios cuticulares
y el color en la baya de uva de mesa cv. Flame Seedless.
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2. ANTECEDENTES

La uva de mesa es uno de los cultivos frutales de mayor importancia comercial en el mundo.
En México, segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en el afio 2020
se produjeron 380 000 toneladas (ton) de uva de mesa, de las cuales el 85 % provino del estado de
Sonora. En Sonora, la uva de mesa se cultiva principalmente en Hermosillo y Caborca, siendo la
costa de Hermosillo y Pesqueira las regiones donde se tienen establecidos los cultivares
pertenecientes a uva Perlette, Red Globe, Sugraone (Superior), Black Seedless y Flame Seedless,
caracterizandose esta ultima variedad por ser la de mayor produccién (ASERCA, 2002; Vazquez-
Villanueva, 2011).

2.1 Fisiologia de la Baya de Uva de Mesa

La baya de la uva se origina a partir del desarrollo del ovario de la flor, el cual cambia
gradualmente, creciendo en tamafo hasta formar dicha baya. Estd conformada por el epicarpio
(cascara), mesocarpio (pulpa) y endocarpio (semillas) (Hidalgo-Togores, 2018).

El epicarpio es la parte mas externa de la baya y se encarga de brindarle proteccion. Se compone
por la cuticula, la epidermis y la hipodermis. La cuticula desempefia un papel importante en la
interaccion entre el medio ambiente y el fruto (Lara et al., 2015) y, a su vez, estd compuesta por
cutina (poliéster que le proporciona la estructura rigida) y por una mezcla de lipidos conocidos
como ceras. Las ceras forman parte de la cutina al estar incrustadas en ella, constituyendo una capa
en la parte superior de ésta, distinguiéndose dos capas de cera: la intracuticular y la epicuticular
(Figura 1) (Tafolla-Arellano et al., 2013).

La cera epicuticular se presenta como un recubrimiento brillante, opaco o blanco y su principal
funcién es limitar la pérdida de agua del fruto, reduccidn en la transpiracion y la regulacion en el
intercambio de gases (Trivedi et al., 2019). Las ceras en la baya de la uva son prescindibles en la
calidad del fruto, en la proteccion contra patdgenos, asi como en la vida atil después de la cosecha.

El principal componente en la cera cuticular es el triterpenoide acido oleanolico, y en menores

15



proporciones aldehidos, ésteres, &cidos grasos e hidrocarburos. Sin embargo, el contenido de estos
componentes, varian segun las variedades de uva (Pensec et al., 2014).

Debajo de la cuticula de la baya, se encuentran las células epidérmicas, en las cuales se localizan
las antocianinas, pigmentos responsables de la coloracion de las bayas de variedades rojas (LUquez
y Formento, 2001).

Ceras ’
epicuticulares

’
’

Cutina y ceras o —

’
infracuticulares 7 C f
’ i

’

’
Pared celular ————

y :
Membrana 4 |
plasmdtica / [:

Figura 1. Composicidn de la cuticula (Tafolla-Arellano et al., 2013).

2.2 Desarrollo de la Baya de Uva de Mesa

Durante el desarrollo de la baya, su composicién, textura, sabor, tamafio, color y susceptibilidad a
los patégenos va cambiando. Dicho desarrollo se da esqueméticamente en una curva doble
sigmoide (Coombe y McCarthy, 2000) (Figura 2). El crecimiento de la baya se puede extender de
100 a 120 dias después de la floracion (DDF), segun la variedad, y se reconocen tres fases en su
desarrollo: la formacion de la baya, una etapa de retraso y la maduracion de la baya (Zoffoli y
Latorre, 2011).

En la primera fase se da el cuajado, es decir, la transformacion del ovario en fruto, dando paso a
una division y crecimiento celular rapido, este proceso ocurre aproximadamente durante los
primeros 40 DDF. Durante esta fase se presenta una acumulacién de acidos en la baya, destacando

el 4cido tartarico y acido malico (Kennedy, 2002).
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Después de la fase de crecimiento, normalmente entra la fase estacionaria, con una duracion de 7
a 20 dias, dependiendo si el cultivar es temprano o tardio (Martinez-Diaz, 2014). En la tercera fase
se presenta una expansion celular en las bayas y se da paso al proceso de maduracion fisiologica;
esta fase inicia a los 60 DDF, momento en el que se presenta el envero, dando paso a cambios en
el color de la baya, asi como un decremento de los acidos orgénicos y la acumulacion de azUcares,

antocianinas y compuestos aromaticos (Martinez de Toda, 2011).

[
>
n .
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U e
o ’ ® _—  Antodanos
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£ .
[
F 2 . . " g
Acidos tartarico y maélico |

- | | A
Desarroliofior  Cusjado Dessrroliofruto/semi: NG

0 20 40 60 80 100 120

Dias
Figura 2. Desarrollo y maduracién de la baya de uva (Modificado de Carbonell-Bejerano y Martinez-
Zapater, 2013).

Respecto a los cambios cuticulares, durante el desarrollo de la baya, se ha observado que la cantidad
total de ceras epicuticulares aumenta durante su desarrollo en las primeras fases antes del envero,
sin embargo, alcanza su punto maximo antes o al llegar el envero y una vez que se da paso a la
maduracion fisiologica, la cantidad de ceras disminuye, al igual que el contenido de acido
oleandlico v, la cuticula se vuelva méas delgada a medida que el tamafio de la baya aumenta; se
favorece una mayor tension superficial y por consecuencia, la formacién de grietas micro o

macroscopicas en la baya (Pensec et al., 2014).
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2.3 Parametros de Calidad en Uva de Mesa

Al ser la uva de mesa un producto de exportacion, el fruto debe cumplir ciertos parametros minimos
para su comercializacion y consumo, por lo que la Comisién del Codex Alimentarius (CODEX
STAN 255-2007) y la Norma Mexicana NMX-FF-026-SCFI-2006, proponen tres categorias para
la clasificacion de uva de mesa: Categoria extra, categoria primera y categoria segunda.

Ademas de especificar en cada categoria que las bayas deben estar enteras, libres de dafios causados
por patogenos, limpias, libres de rajaduras y exentas de olores y sabores extrafios, también se
especifican los requerimientos para peso, azucares y color en diversas variedades. En el Cuadro 1

se muestran dichos parametros para uva de mesa cv. Flame Seedless.

Cuadro 1. Requerimientos para la comercializacién y consumo de uva de mesa cv. Flame Seedless

Diametro Peso del Azucar (° Brix) Color (%) en

ecuatorial (mm) racimo (g) el racimo
Categoria extra 19.1 300 16 85
Categoria primera 17.5 200 16 85
Categoria segunda 15.9 150 16 60

Fuente: NMX-FF-026-SCFI-2006.

El color es una de las particularidades de la baya de mayor importancia en cuanto a calidad y de
los méas susceptibles a alteraciones. En las uvas de variedades rojas, las antocianinas son los
pigmentos responsables de otorgar la coloracion; sin embargo, a lo largo de los afios se ha
observado que en variedades como Flame Seedless y Red Globe factores como la temperatura,
luminosidad, préacticas culturales, entre otros, afectan en el color de las bayas, siendo la principal

limitante para su exportacion, provocando a su vez grandes pérdidas econémicas.

2.4 Antocianinas y Color en Bayas de Uva

Los compuestos fenolicos son sustancias que poseen uno o mas anillos aromaticos (fenol) y grupos
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hidroxilos (OH); dichos compuestos se distribuyen ampliamente en los vegetales y dentro de su
clasificacion se encuentran los flavonoides (Badui-Dergal, 2013). Los flavonoides poseen una
estructura de tres anillos (Figura 3), dos anillos de benceno hidroxilados (A y B) estan unidos por
una cadena de tres carbonos que forma parte de un anillo heterociclico (C); en los que el grado de
oxidacion y sustitucion de este ultimo anillo determina las diversas clases de flavonoides, siendo

las antocianinas uno de los mas importantes (Castellarin et al., 2012).

Figura 3. Estructura quimica flavonoide.

Las antocianinas son producto del metabolismo secundario de las plantas y son responsables de la
coloracion roja, azul y violeta de muchos frutos (Vifia, 2013). Estos componentes estan presentes
en la epidermis de las bayas y son directamente responsables del color de las mismas (LUquez y
Formento, 2001). La estructura de las antocianinas esta compuesta por una aglicona y un azUlcar
(glucosa), esta ultima se fija en la posicion 3 del anillo C (Figura 4). Existe una diversidad de
agliconas, sin embargo, solo seis son las mas comunes: pelargonidina (Pg), cianidina (Cy),
delfinidina (Df), peonidina (Pn), petunidina (Pt) y malvidina (Mv), siendo las Gltimas cinco las que
se encuentran en la vid. Las diferencias en la estructura quimica de las agliconas ocurren en las
posiciones 3' y 5' del anillo B, debido a sustituciones de hidroxilo o metoxilo, asi mismo la
coloracion es dependiente de su orientacién y del nimero de los grupos (Cuadro 2) (Castellarin et
al., 2012).

19



Figura 4. Estructura antocianinas.

Cuadro 2. Sustituyentes de las antocianinas.

Aglicona Sustitucion Amax (nm)

R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCHs OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHs OCHj3 510 (azul-rojo)

Fuente: Durst y Wrolstad, 2001.

2.4.1 Biosintesis de Antocianinas

Las antocianinas se sintetizan a partir de la fenilalanina mediante la via fenilpropanoide. La
fenilalanina es un producto resultante de la via del shikimato y es transformada en 4-cumaroil-CoA
a través de tres reacciones enzimaticas; primeramente la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
se encarga de eliminar un grupo amino de la molécula, lo que conlleva a la produccién de acido
cinamico. Después, la enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H) convierte el acido cindmico en acido
p-Cumarico a través de una hidroxilacion en la posicion 4 de la molécula. Por ultimo, el acido p-
cumarico es catalizado por la enzima 4-Cumaroil: CoA-ligasa (4CL) con CoA, dando como
resultado 4-Cumaroil-CoA. Este producto final se une a tres moléculas de Malonil-CoA, para dar
paso a la biosintesis de las antocianinas (Castellarin et al., 2012).

La enzima chalconasintasa (CHS) se encarga de condensar al 4-Cumaroil-CoA y a las tres
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moléculas de Malonil-CoA en una cetona aromatica conocida como chalcona, y ésta a su vez, es
modificada por la accién de la enzima chalconaisomerasa (CHI) a su isomero naringenina
flavanona (Figura 5) (Castellarin et al., 2012).

El anillo B de la naringenina posee la capacidad de hidrolizarse mediante la enzima flavonoide
flavanon 3R-hidroxilasa (F3H), produciendo dihidrokaempferol; sin embargo, también puede
hidrolizarse mediante las enzimas 3'-hidroxilasa (F3'H) y flavonoide 3'5'-hidroxilasa (F3'5'H), las
cuales forman la flavona eriodictiol y pentahidroxi-flavona, respectivamente. La flavona
eriodictiol, mediante la actividad de F3H se convierte a dihidroquercetina, mientras que la
pentahidroxiflavanona se convierte a dihidromiricetina. El dihidrokaempferol también cataliza la
hidroxilacion en los dos dihidro-flavones mencionados (He et al., 2010).

Estos tres dihidro-flavones son catalizados por una dihidroflavonolreductasa (DFR), reduciéndose
a las leucoantocianidinas correspondientes mostradas en la Figura 5. Asi mismo, estas son oxidadas
por accion de la antocianidinasintasa (ANS) (también conocida como LDOX:
leucoantocianidinadioxigenasa) a sus respectivas antocianidinas; y la enzima UDP glucosa
flavonoide-3-glucosiltransferasa (UFGT) se encarga de glicosilarlas a antocianinas (Boss y Davies,
2009).

Finalmente, de las antocianinas primarias dihidroxiladas y trihidroxiladas sintetizadas por UFGT
(cianidin-3-O-glucdsido y delfinidin-3-O-glucdsido), el 3'-OH de cianidina y delfinidina y sus 3-
O-glucosidos, asi como el 5'-OH de delfinidin-3-O-glucésido, pueden ser metilados por una enzima
O-metiltransferasa (OMT) resultando asi peonidina, malvidina, petunidina, y sus 3-oglucésidos
(Boss y Davies, 2009).
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Figura 5. Biosintesis de antocianinas. Siglas correspondientes a enzimas: Fenilalanina amonio liasa (PAL),
cinamato-4-hidroxilasa (C4H), 4-cumaroil CoAligasa (4CL), chalconasintasa (CHS), chalconaisomerasa
(CHI), flavonona 3-hidroxilasa (F3H), flavonoide 3’ hidroxilasa (F3’H), flavonoide 3'5'-hidroxilasa
(F3'5'H), dihidroflavonol 4-reductasa (DFR), antocianidinasintetasa (ANS) y UDP flavonoide
glucosiltransferasa (UFGT) (Modificado de He et al., 2010).

2.5 Factores que Influyen en la Coloracion de Uva de Mesa de Variedades Coloridas

Existen diversos factores externos que pueden afectar la coloracion uniforme en las bayas.
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Generalmente, las condiciones Optimas para la acumulacion de antocianinas ocurren cuando las
uvas estan expuestas a fluctuaciones diurnas que simulan noches frescas (15 °C) y dias calidos (25-
30 °C), la exposicion a temperaturas inferiores a 15 °C y mayores a 35 °C inhiben la transcripcién
de genes de las antocianinas y promueven la degradacion de las mismas en las bayas de uva de
mesa (Boss y Davies, 2010).

La luminosidad es otro de los factores que influye en la coloracion de las bayas de uva. Se ha
observado que cuando se incrementa la luminosidad hay poca uniformidad o menos coloracién en
la baya; esto sucede ya que al aumentar la luminosidad, también puede aumentarse la temperatura.
En ocasiones se realiza el defoliado con la intencidn de que haya una mejor exposicion luminica,
sin embargo, si no se realiza correctamente podria traer como consecuencia la deficiencia de color
en las bayas (Peppi, 2017).

El nivel de carga o la cantidad de racimos en una vid, puede influir en la coloracion de las bayas.
Se han realizado estudios con vides de carga completa y con aclareo de racimos, dejando una menor
carga y, observandose que al realizar el aclareo, resultan racimos con una mejor coloracion (Kaur
etal., 2013).

2.6 Précticas para el Desarrollo del Color en Uva de Mesa de Variedades Coloridas

A lo largo de los afios se ha buscado solucionar el problema de la falta de color en uva de mesa de
variedades coloridas, por lo que se han realizado desde préacticas culturales hasta la aplicacion de
tratamientos en precosecha.

Una de las practicas culturales mas antiguas es el anillado, el cual consiste en eliminar un anillo de
corteza en el tronco de la vid, impidiendo el transporte de nutrientes asimilados desde la porcion
aerea de la vid hasta las raices, con el objetivo de aumentar el tamafio en las bayas, adelantar la
madurez y mejorar el color en las mismas (Dookozlian et al., 1995). A través de los diversos
estudios, se observd que esta practica detiene el crecimiento de las raices durante un cierto periodo
de tiempo, lo que perjudica el dosel de la vid (tallo, hojas, flor y fruto) de la temporada siguiente
(Yamane y Shibayama, 2006; Crupi et al., 2016).

Otra de las practicas comunes es el aclareo de racimos o ajuste de carga, mediante el cual se
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eliminan racimos de la vid con el objetivo de obtener una mejor calidad y rendimiento (Callejas-
Rodriguez et al., 2013). A pesar de que se ha demostrado que entre menor es la carga de racimos,
mayor es el contenido de antocianinas y el peso del racimo, también se ha visto afectado el
crecimiento y el rendimiento de la vid en la siguiente temporada (Yamane y Shibayama, 2006;
Kaur et al., 2013).

Se han sombreado racimos individualmente, mediante redes de color negra y blanca, obteniendo
que con la red negra se potencializa la cantidad de antocianinas en las bayas (Leguizamon et al.,
2008). También se han utilizado bolsas de papel, lo que afect6 la luminosidad en los racimos y la
disminucion de antocianinas (Sun et al., 2020). La luz y la temperatura pueden afectar la
composicion de las bayas y pueden incrementar o disminuir el contenido de antocianinas. Estas
practicas son poco convencionales para aplicarse en numerosas hectareas.

El &cido abscisico (ABA) es un biorregulador de crecimiento relacionado con la regulacion del
equilibrio hidrico y en la respuesta frente al estrés por sequia, influye en el aumento del tamafio de
frutos y tiene un efecto positivo en la coloracion mediante la acumulacion de antocianinas (Zhu,
2016). La aplicacion precosecha de este tratamiento demostré que el contenido de antocianinas
aumenta, sin embargo, a su vez se disminuye la firmeza en las bayas, afectando la calidad del
producto (Alenazi et al., 2019).

Los oligosacaridos derivados de la pectina (ODP) desarrollan un rol en la maduracion de algunos
frutos. La aplicacion de estos componentes puede inducir la activacion de la via de biosintesis de
fenilpropanoides, la cual conduce a la sintesis de antocianinas (Villegas et al., 2016). La
informacion que se tiene sobre estos componentes aplicados a uva de mesa es relativamente
novedosa, pues el Unico estudio que se ha realizado demostré un aumento en el CIRG (indice de
color para uvas rojas), sin embargo, no se analizaron los efectos en otros parametros de importancia
(Ochoa-Villarreal et al., 2011).

2.7 Aplicacion de Biorreguladores para Inducir el Color en Uva de Mesa

Los reguladores o biorreguladores de crecimiento son moléculas sintéticas o naturales que se

encargan de controlar ciertos procesos en las plantas y son muy utilizados en agricultura. Entre
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dichos procesos se incluye la division, crecimiento y la diferenciacion celular, senescencia y
abscision de 6rganos. También, contribuyen en todos los mecanismos de respuesta de la planta, ya
sea inhibiendo o regulando los estimulos bioticos y abioticos (Janda et al., 2014).

A través del tiempo los consumidores se han vuelto demandantes, exigiendo productos horticolas
de mayor calidad y a su vez se requiere una mayor produccion de estos, motivo principal para que
la aplicacion de biorreguladores se lleve a cabo, pues se ha observado la mejora en la calidad de
diversos cultivos y su influencia en el aumento del rendimiento de los mismos. En el caso de la uva
de mesa, se utilizan para estimular el crecimiento, acelerar la maduracion y mejorar el color, entre
otros procesos. Definir qué biorregulador se debe aplicar, el momento y la dosis, dependera del
cultivo y de la caracteristica que se pretende estimular o inhibir (Diaz, 2017).

2.7.1 Etileno como Inductor de Color en Uva de Mesa

El etileno es un gas que se caracteriza por influir en la maduracion y senescencia de las plantas y
sus frutos, especialmente en las frutas climatéricas, ya que la biosintesis de este regulador
desencadena una serie de eventos fisioldgicos que conllevan a la maduracion de los frutos; sin
embargo, en las frutas no climatéricas, como la uva, el etileno no acelera el proceso de maduracion.
Comercialmente este compuesto se usa mas como un regulador de crecimiento vegetal, ya que
estimula la germinacion de semillas, el crecimiento de raices, la floracion y la coloracién en frutos
(Reid, 2011).

El etileno se sintetiza partiendo de la metionina (MET), un aminoacido que después es convertido
en S-adenosil metionina (SAM) por la adicion de adenina. A su vez, por la accion de la enzima
ACC sintasa, SAM se convierte en acido 1-aminociclopropano carboxilico (ACC). Por ultimo, la
Enzima Formadora de Etileno (EFE) (o ACC oxidasa para formar etileno), se encarga de oxidar al
ACC, obteniendo asi la molecula de etileno (Abeles et al., 1992).
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Figura 6. Biosintesis de etileno (Zacarias y Lafuente, 2008).

En la biosintesis de las antocianinas, existen genes que codifican para las enzimas involucradas y
se ha observado que con la aplicacién exdgena de etileno se induce un aumento en los niveles de
transcripcion y actividades enzimaticas. En un estudio llevado a cabo en ciruela se demostré que,
dentro de los primeros 3 dias de aplicado el tratamiento de etileno, los frutos mostraron niveles de
expresion mas altos de PAL, CHS, CHI y UFGT; mientras que la transcripcion de F3H, DFR y
ANS lo fueron durante la etapa posterior al tratamiento. El contenido de antocianinas fue mayor en
las ciruelas tratadas con etileno (Cheng et al., 2016). Asi mismo, en uva se aplicé un liberador de
etileno resultando niveles elevados de transcripciones de CHS, F3H y UFGT, los cuales perduraron
durante mas de 20 dias (El-Kereamy et al., 2003).

El Ethrel© (&cido 2-cloroetilfosfonico) es un compuesto liberador de etileno y un regulador del
crecimiento de las plantas, utilizado para para promover o inhibir la floracion, la maduracion y la
coloracion (Pierik et al., 2006). Es el producto mas aplicado en las plantas de vid durante el envero
para incrementar el color de las bayas de variedades rojas tales como Flame y Crimson Seedless
(Hueso, 2012). Sin embargo, su aplicacion puede causar ablandamiento de bayas, que reduce el
valor de uvas exportadas (Roberto et al., 2013). Asimismo, la EFSA (European Food Safety
Authority, 2009) indic6 que hay restricciones para el uso de Ethrel en uva de mesa, ya que presenta
problemas de residualidad en las bayas; por ello se propuso un limite maximo de residuos (LMR)

de 1.0 ppm, lo que conlleva a la disminucion del uso de este producto. Por ende, es indispensable
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identificar otras practicas benéficas para aumentar el color sin disminuir la calidad de la baya.

2.7.2 Acido Salicilico como Regulador de Crecimiento e Inductor de Color en Uva de Mesa.

Es un compuesto fendlico natural y desarrolla ciertos procesos fisiologicos, juega un papel en el
retraso de la maduracién, promueve la resistencia a patdgenos, aumenta los antioxidantes y
compuestos fendlicos (Habibi, 2017). Durante mucho tiempo, el principal objetivo al utilizar acido
salicilico exdgenamente era combatir las enfermedades que se presentan durante el proceso de
poscosecha de frutas y hortalizas al incrementar su resistencia al estrés (Qin et al., 2003).

La biosintesis del &cido salicilico puede llevarse a cabo mediante la via del fenilpropanoide, en la
que el acido transcinamico es sintetizado a partir de fenilalanina mediante la catalizacion de la
enzima PAL, para después convertirse en acido benzoico, el cual se transforma en el acido 2-
hidroxibenzoico a través de la catalizacion de la enzima acido benzoico 2-hidroxilasa (BA2H). Sin
embargo, su biosintesis también puede llevarse a cabo mediante la via del shikimato y el acido
corismico siendo el producto final de dicha via. El acido corismico, mediante la catalizacion de las
enzimas isocorismatosintasa (ICS) e isocorismatoliasa de piruvato (IPL) se transforma en
fenilalanina, y mediante la accion de la enzima PAL es convertida a acido trans-cinamico, el cual
se oxida a acido benzoico (AB). La hidroxilacién del anillo aromético de AB es catalizada por la
enzima BA2H, lo que conduce a la formacion de acido salicilico (Dempsey et al., 2011).

Se ha observado que la aplicacion de este biorregulador induce la acumulacion de antocianinas en
frutos como cereza (Giménez et al., 2014) y uva cv. Sahebi (Oraei et al., 2019), lo que conlleva a
la mejora del color en dichos frutos.

La biosintesis de las antocianinas estd regulada por la participacion de varias enzimas, como se
menciond en el apartado 2.4.1, y la enzima PAL es considerada como el punto de partida para la
biosintesis de estos compuestos fendlicos. Estudios han demostrado que la aplicacion de acido
salicilico de manera exdgena, induce la expresion del gen perteneciente a PAL, mejorando la
actividad enzimética y observandose también un mayor contenido de compuestos fenolicos (Chen
et al., 2006; Oraei et al., 2019).
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2.7.3 Melatonina como Inductor de Color en Baya de Uva de Mesa

La melatonina es un regulador ampliamente estudiado en humanos y animales. Sin embargo, su
descubrimiento en plantas data de 1995, a partir de esa fecha, se volvié muy controversial en la
ciencia y afios después comenzaron sus estudios en plantas (Arnao y Hérnandez-Ruiz, 2019).

La biosintesis de la melatonina se da a partir del aminoacido triptéfano, proveniente del acido
corismico. Dicho aminoacido es catalizado por la enzima triptéfano descarboxilasa (TDC),
convirtiéndose en triptamina y mediante la accion de la triptamina 5-hidroxilasa (T5H), la cataliza
en serotonina. Posteriormente, a través de la accion de las enzimas Serotonina N-Acetiltransferasa
(SNAT) y N-acetilserotoninametiltransferasa (ASMT) se obtiene la melatonina (Pérez-Llorca et
al., 2019).

La melatonina participa en diversos procesos en las plantas, pero el mas estudiado es la proteccion
que brinda frente al estrés bidtico y abidtico. Asi mismo, regula la biosintesis de otras hormonas
como etileno y acido salicilico. También juega un rol importante en el metabolismo secundario,
potenciando la sintesis de flavonoides y antocianinas (Arnao y Hérnandez-Ruiz, 2019).

Mediante la aplicacion exdgena de melatonina en tomate (Sun et al., 2016), col lombarda (Zhang
et al., 2016) y fresas (Aghdam y Fard, 2017), se obtuvo un mayor contenido de antocianinas.
También se demostro que la melatonina influye en las actividades enzimaticas involucradas en la
biosintesis de antocianinas, pues en los tres productos horticolas mencionados, dicha actividad

enzimatica fue mas alta respecto al control.
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3. HIPOTESIS

La aplicacion precosecha de biorreguladores como Ethrel, &cido salicilico y melatonina en

bayas de uva de mesa cv. Flame Seedless, inducird cambios en la cuticula y en el indice de color.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacion precosecha de tratamientos con Ethrel, &cido salicilico y

melatonina, sobre los cambios cuticulares y el color en la baya de uva de mesa cv. Flame Seedless.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar la concentracion de solidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT), peso, didmetro
y firmeza al momento de la cosecha, en las bayas tratadas durante envero con Ethrel, acido
salicilico, melatonina y sus combinaciones con Ethrel.

Evaluar el indice de color y su relacion con el contenido de antocianinas en las bayas de uva de
mesa por efecto de los tratamientos aplicados.

Evaluar los cambios cuticulares (grosor, permeabilidad y cuantificacion de ceras intra y

epicuticulares) de las bayas de uva de mesa por efecto de los tratamientos aplicados.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Experimental

Para el desarrollo del estudio se utilizaron 40 plantas de uva de mesa (Vitis vinifera L.) cv. Flame
Seedless de 8 afios de edad, provenientes del vifiedo “Las Mercedes”, ubicado en la region de
Pesqueira, San Miguel de Horcasitas, Sonora, México (29°21'51"LN y 110°57'08"LO).

5.2 Tratamientos

Los tratamientos se aplicaron mediante aspersion en cada 5 plantas de vid para cada una de las 8
soluciones mostradas en el Cuadro 3. Las mezclas se prepararon con agua bidestilada, ethrel al 21.7
% (ETHRELMR 240, BAYER), &cido salicilico (FAGALAB, MEX), melatonina 5 mg (tabletas) y
alcohol etilico 95 % (FAGALAB, MEX). EI momento de la aplicacion fue durante la etapa de
envero, gque correspondié a los 60 dias después de plena floracion. Cada tratamiento fue marcado

con cintas de colores para facilitar su identificacion y posterior seguimiento.

Cuadro 3. Tratamientos y su composicion.

Tratamiento Composicion No. Aplicaciones
TEST Testigo absoluto 0
ETH1 Ethrel a 100 ppm (Testigo 1) 3
ETH2 Ethrel a 250 ppm (Testigo 2) 1
AS Acido Salicilico a 100 ppm 1
MEL Melatonina a 25 ppm 1
ETH2+AS 1:1 mezcla de tratamiento ETH2+AS 1
ETH2+MEL 1:1 mezcla de tratamiento ETH2+MEL 1
AS+MEL 1:1 mezcla de tratamiento AS+MEL 1
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5.3 Muestreo

El muestreo se realizé durante la cosecha, a los 74 dias despues de plena floracion de los racimos.
De cada 5 plantas de vid con tratamiento se cortaron 15 racimos al azar, pero que al menos
cumplieran con las caracteristicas para su cosecha (tamafio de baya y llenado de racimo). Enseguida
los racimos se colocaron en hieleras para transportarlas al Laboratorio de Calidad de Frutas y
Hortalizas del Centro de Investigacion de Alimentacion y Desarrollo, A.C., en la ciudad de

Hermosillo, Sonora.

5.4 Parametros Evaluados

5.4.1 Determinacion de Peso y Didmetro de Bayas, Firmeza, Solidos Solubles Totales (SST)
y Acidez Titulable (AT)

De los 15 racimos muestreados, se tomaron al azar 100 bayas de cada tratamiento, cortandolas de
la parte alta, media y baja de los racimos. Se seleccionaron 20 bayas, las cuales se pesaron en una
balanza digital DENVER Instruments (XP-3000, Colorado, EUA), registrando el resultado en
gramos (g).

A estas mismas bayas, se les midié el diametro polar y ecuatorial con un vernier digital TWIN- cal
(IP67, Renens, Suiza) en la escala de mm.

Asi mismo, la firmeza de las bayas se determind mediante compresién de la parte ecuatorial con
un disco metélico de 3.1 cm de didmetro, montado en un texturometro TA-XT2 (Texture Analyser
Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido). Se utiliz6 una fuerza de compresion de 1.5 mmy una
distancia de 2.0 mm. Los resultados se reportaron en Newtons (N).

Para la determinacion de acidez titulable (% AT) o cantidad de acido tartarico, 40 bayas se molieron
en un procesador de alimentos durante unos segundos. La muestra molida se filtro en una tela de

organza, por triplicado se tomo una alicuota de 50 mL. Para neutralizar el acido de la muestra se

32



utilizé un titulador automatico Mettler (DL67, Suiza), con NaOH 0.1 N (SIGMA, Missouri, EUA),
valorado previamente con ftalato &cido de potasio (Merck, Hesse, Alemania) (AOAC 942.15,
1990).

De los filtrados obtenidos para la prueba de % AT, se tomaron 3 muestras para evaluar los SST.
La muestra, homogenizada previamente, se coloco en un refractometro digital ATAGO (PR-101,
Tokyo, Japdn), utilizando agua HPLC como blanco y reportando los resultados en °Brix.

5.4.2 Etileno Residual

El andlisis de etileno se midié mediante el uso de cromatografia de gases por espacio de cabeza
CG-HS, utilizando el método propuesto por Tseng et al., (2000), modificado por Gdmez-Elizalde
et al., (2020). Del mismo filtrado anterior, homogenizando previamente la muestra, se obtuvieron
3 alicuotas de 250 pL por tratamiento para el analisis de etileno residual. Cada alicuota se colocé
en un vial color &ambar con 12 mL de agua grado HPLC y se adicioné 1 mL acetona pura (SIGMA,
Missouri, EUA) y 1 mL de hidrdxido de potasio (SIGMA, Missouri, EUA) al 30 %. Se incub6 por
1 h en un bafio de agua Isotemp (128, Pensilvania, EUA) con agitacion intermitente a 60 °C y se
tomo una muestra del espacio de cabeza para inyectar en un cromatégrafo de gases VARIAN (Star
3400, California, EUA) equipado con un detector de ionizacién de flama (FID) y una columna
metalica (Supelco, EUA) de 2 m de largo y 1/8” de diametro interno, empacada con Hayesep N
80/100. Las condiciones del equipo fueron: temperatura de inyeccién y columna a 100 y 80 °C
respectivamente, y el detector a 120 °C. Se utilizé nitrégeno como gas acarreador a un flujo de 25

mL min.

5.4.3 Determinacion de Color

Esta prueba se realizd en 20 de las 100 bayas previamente seleccionadas al azar para los analisis
anteriores. El color se midio en la parte ecuatorial de la baya, cuidando que esta cubra la zona de
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lectura del colorimetro Minolta (CR-300, Nueva Jersey, EUA). Se obtuvieron los parametros de
color L*, a*y b*. Con éstos se calcul6 el &ngulo de matiz (hue) y el tono (croma), los cuales a su
vez se utilizaron para obtener el indice de color rojo (CIRG) para bayas de vid empleado por

Carrefio et al., (1995), con la siguiente formula: CIRG = 180-hue/ (L* + croma).

5.4.4 Determinacién de Antocianinas

El contenido de antocianinas se determin6 de acuerdo con el método descrito por Peppi et al.,
(2004), Neff y Chory (1998) y Xu et al., (2018), con ciertas modificaciones. Con el sacabocados
de 14 mm se removieron 14 céscaras de 7 bayas, cuidando no extraer pulpa. Las cascaras se
molieron en un mortero en frio para obtener 1.0 g por triplicado. La muestra se coloc6 en un tubo
para afiadirle 10 mL de metanol con HCI al 1 % (v/v). Esta mezcla se someti6 a ultrasonido
(sonicador Branson 3510, Danbury, EUA) durante tres minutos en oscuridad. Posteriormente, la
extraccion se filtro. El filtrado se utilizo para cuantificar por triplicado en un espectrofotometro
Varian (Cary50, Mulgrave, Australia) tomando lecturas a 530 y 657 nm. La unidad relativa se
calculé mediante la formula AD = A530 —0.25 x A657, donde A es la absorbancia registrada. Para
el célculo del contenido de antocianinas se utiliza el peso molecular y la absorbancia molar del
pigmento antociano presente en mayor proporcion (PM 449.2 y & 26900). El contenido de

antocianinas se expresd como mg cm.

5.4.5 Extraccién y Cuantificacion de Ceras Epicuticulares

Del grupo de 100 bayas cortadas de los 15 racimos, se tomaron 10 bayas al azar para hacer la
extraccion de las ceras epicuticulares. Estas fueron sumergidas en 100 mL de cloroformo (FagalLab,
Sinaloa, México) y se incubaron en un bafio de agua a 45 °C durante 1 min. Posteriormente, el
liquido se filtro en papel Whatman No. 1, transfiriendo el filtrado a vasos de precipitado
previamente tarados y dejando evaporar en una campana de extraccion (Labconco, EUA) a un

volumen final de 5 mL. A continuacion, los vasos se secaron en una estufa de conveccion VWR
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(1320, Oregon, EUA) a 55 °C durante 12 h. Las muestras se colocaron en un desecador hasta que
alcanzaron la temperatura ambiente. El residuo seco se pesé en una microbalanza Mettler (AE240,
Ohio, EUA). Este peso representa las ceras epicuticulares totales del fruto expresadas en mg de
cera por unidad de area del fruto (mg cm) seguin Riederer y Schneider (1990).

5.4.6 Extraccion de Cuticula

La extraccion se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Freeman et al., (1979), Schénerr
y Riederer (1986) con pequefias modificaciones. Para ello, se utiliz6 un sacabocado metélico de 14
mm de diametro interno (DI), para extraer circulos del epicarpio de las 10 bayas a las que
previamente se les removid las ceras epicuticulares. Los 20 circulos extraidos fueron incubados
durante 24 h en una disolucion de 10 mL de ZnCl2 con HCI concentrado (J.T. Baker, Madrid,
Espafia) (1 g: 1.7 mL), agitando de 2 a 3 veces dentro de una campana de extraccion.
Posteriormente, las cuticulas aisladas se lavaron tres veces con agua HPLC y se transfirieron a una
soluciéon de &cido borico (HsBOgz) al 2 % (SIGMA, Missouri, EUA) durante 8 h, agitando
ocasionalmente para eliminar el resto de materia organica. Las cuticulas se lavaron nuevamente
con agua HPLC vy se colocaron en una nueva solucion de H3BOs3 al 2 % hasta su uso. Antes de
determinar el peso, las cuticulas se lavaron nuevamente con agua HPLC y se colocaron cinco de
ellas en charolas de aluminio previamente taradas, para secarlas en estufa de conveccion a 55 °C
durante 30 min. El peso seco representa la cantidad de cuticula del fruto, expresando los resultados
como mg por area de cuticula expuesta (mg cm2). El area de la cuticula se calculé multiplicando

el nimero de cuticulas utilizadas por el area de cada una.

5.4.7 Extraccion y Cuantificacion de Ceras Intracuticulares

Para la extraccion de las ceras intracuticulares se emplearon circulos aislados de 12 bayas. Los
circulos de 4 bayas se colocaron en vasos conteniendo cloroformo (> 200 uL por cm? de cuticula)

y se incubaron en un bafio de agua a 80 °C durante 2 min. La disolucion conteniendo cloroformo
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se filtro en papel Whatman No. 1y se transfirié a tubos prepesados. Posteriormente, los tubos se
colocaron en una estufa de conveccion a 55 °C durante 12 h hasta sequedad. Una vez obtenido el
residuo seco se les determind el peso seco en una microbalanza. La cantidad total de ceras
intracuticulares se obtuvo mediante el peso del residuo seco y se expresd como mg por unidad de
area de cuticula expuesta (mg cm) (Riederer y Schneider, 1990).

5.4.8 Permeabilidad y Grosor de la Cascara de Uva

Para este analisis se empled la técnica propuesta por Geyer y Schonherr (1990) y modificada por
Baez (1991). Para lo cual se utilizaron circulos de cascara previamente obtenidas en fresco de 10
bayas. Cuatro cascaras se colocaron cuidadosamente por triplicado en laminas de teflon cubriendo
orificios de 0.38 cm?. Estas laminas previamente se montaron sobre cajas de Petri plasticas de 5
cm de didmetro. Tres de las cascaras se adhirieron al teflon utilizando silicona liquida alrededor de
los orificios, enseguida se agregé 5 mL de agua HPLC y se colocd la Gltima céscara para cerrar el
sistema (caja de Petri+teflon+cascara+agua). Inmediatamente se registro el peso (+0.0001 g) del
sistema en la microbalanza. Luego, los triplicados se incubaron a temperatura ambiente (25 °C),
registrando el peso de los mismos a intervalos de dos horas durante 8 h, hasta alcanzar
aproximadamente el 0.1 % del peso inicial. Los resultados se expresaron como mg de agua perdida
en forma de vapor por cada cm? de cuticula expuesta (mg de H20 cm™).

Para analizar el grosor de la cascara de la uva, se utilizo la técnica propuesta por Baez et al., (1993).
Seis circulos de céascara por tratamiento fueron lavados con agua HPLC. Posteriormente, los
circulos fueron colocados en charolas de aluminio y secados en estufa de conveccién a 55 °C
durante 10 min. Seguidamente, se midio el grosor con un micrémetro digital Mitutoyo (PK-0505,

Tokyo, Japdn), expresando los resultados en micrémetros (um).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Peso, Diametro y Firmeza de Bayas

El peso es un pardmetro de importancia para evaluar la calidad de la uva, algunos trabajos reportan
un peso promedio entre 1.5y 3 g (Champa et al., 2014; Champa et al., 2015), en el presente estudio
todos los resultados superaron este rango. En el presente estudio los tratamientos que presentaron
diferencias significativas con respecto al testigo absoluto fueron los tratados con melatonina,
mientras que entre los demas tratamientos no se encontraron diferencias significativas en el peso
de las bayas tratadas. Sin embargo, los tratamientos con melatonina (MEL, ETH2+MEL,
AS+MEL), aun cuando no mostraron diferentes significativas, si se observé una tendencia a tener

mayor peso en las bayas tratadas con ETH2+MEL (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacién de medias en peso, didmetro y firmeza en bayas Flame Seedless.

Tratamientos Peso () DP (mm) DE (mm) Firmeza (N)
Testigo 3.752 19.148 17.542 6.58P
ETH1 4.55% 20.202 18.76"¢ 10.60°
ETH2 4.33% 20.27% 18.292 5.102
AS 4.35% 20.14% 18.60% 6.86°
MEL 4,75 20.71¢ 19.20P¢ 7.13°
ETH2+AS 4.63%c 20.61°¢ 19.03"¢ 7.00P
ETH2+MEL 5.46° 21.72¢ 19.75°¢ 4,532
AS+MEL 5.14b¢ 21.07%¢ 19.67¢ 4.90?

Medias con letras iguales en la misma columna no hay diferencias estadisticas (p > 0.05).
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Hasta el momento no se han encontrado estudios en los que se haya aplicado melatonina en
combinacidon con Ethrel o acido salicilico, asi como tampoco se habia analizado la influencia de la
melatonina sobre el peso y el tamarfio en uva de mesa Flame Seedless. Meng et al., (2015) aplicaron
antes del envero, una y dos veces 100 mg L™ de melatonina en vides de merlot observando que
tratdndolas dos veces las bayas aumentaron su peso un 6.6 % mas respecto al testigo. En otros
estudios, Liu et al., (2019) aplicaron una dosis de 100 umol L de melatonina en pera variedad
Zaosu y observaron que el tamafio y peso del fruto aumentd en comparacion al testigo.

El tamafio de la baya se representa a través del diametro polar (DP) y el didmetro ecuatorial (DE)
y es una de las especificaciones minimas de calidad que se requiere cumplir para acceder a
mercados mas redituables. EI mismo patron que se observo en el peso de las bayas, también se
presentd en el andlisis del didmetro polar (Cuadro 4), las bayas tratadas con ETH2+MEL
presentaron los mas altos valores de DP y DE.

Segun la NMX-FF-026-SCFI-2006, para que la uva de mesa Flame Seedlees sea aprobada para su
consumo debe de presentar un diametro ecuatorial de 15.9 mm como categoria segunda, 17.5 mm
como categoria primera y 19.1 mm como categoria extra. Las bayas analizadas en el presente
estudio se encuentran clasificadas entre la categoria primera (testigo) y categoria extra (tratadas),
destacando que la aplicacion de los tratamientos superaron el DP y DE minimo requerido para la
categoria extra siendo mas notable en los racimos tratados con ETH2+MEL, AS+MEL y MEL,
mediante los cuales se obtuvieron diametros alrededor de un 10 % mayor a los establecidos como
categoria extra.

La melatonina se considera analoga del acido indol acético (AlA) por compartir el triptéfano como
componente inicial, por lo que se supone que la melatonina puede influir en la regulacion del
desarrollo y el aumento del tamafio y peso de los frutos a través de la division y elongacion celular
(Fan et al., 2018). Sin embargo, aun cuando esta consideracion se demostré en el presente estudio,
se recomienda continuar investigando acerca de los efectos fisioldgicos de las aplicaciones de
melatonina sola y en combinacion, asi como el momento de aplicacion durante el desarrollo de los
frutos (bayas).

La firmeza es considerada como un parametro de frescura en los frutos y un factor de importancia
para la prolongacion de la vida atil después de la cosecha (Ma et al., 2020). En la presente
investigacion, la firmeza de las bayas fue altamente influenciada por la aplicacion de ETH1, siendo

significativamente diferente al resto de los tratamientos. Mientras que entre los tratamientos con
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MEL, ETH2+AS, AS y el testigo no mostraron diferencias significativas, por otro lado en los
tratamientos con AS+MEL y ETH2+MEL fueron significativamente diferente al resto,
observandose una menor firmeza en las bayas tratadas, lo cual pudo deberse a una mayor
elongacion celular en las bayas tratadas con melatonina, y por consecuencia el adelgazamiento de
la pared celular provocando menor firmeza. Sun et al., (2015) sumergieron tomates cv. Bmei en
50 uM de melatonina, observando que los tomates sin tratar tenian una mayor firmeza que los
tratados con melatonina, ya que la firmeza de los frutos disminuyo un 38 % con la aplicacion de

melatonina.

6.2 Solidos Solubles Totales (SST) y Acidez Titulable (AT) y pH

Al inicio del desarrollo de las bayas, los azlcares se encuentran en niveles muy bajos, sin embargo,
al acercarse el envero, el contenido de azlcares aumenta y la acidez disminuye (Blouin, y
Guimberteau 2012). Los solidos solubles totales, representan el contenido de azucares y es un
pardmetro fundamental en la de calidad, pues indica la cantidad de azlcares presentes en los frutos;
segun la NMX-FF-026-SCFI-2006, la uva de mesa Flame Seedless debe contener un minimo de
16 °Brix en cualquiera de sus categorias. En el presente estudio el contenido de SST presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos, el testigo absoluto fue el tratamiento con menor
nivel de SST, incluso ligeramente por debajo del minimo requerido para considerarse una uva de
categoria extra, en cambio los diferentes tratamientos superaron este valor umbral de la categoria
extra, siendo el tratamiento con melatonina el de mayor porcentaje de SST con un 16.70 (Cuadro
5).

Xu et al., (2018) aplicaron la misma dosis de MEL en uva Moldova, alcanzando 17.5 °Brix en las
bayas tratadas y mostrandose significativamente diferente al testigo, mediante el cual se obtuvieron
16 °Brix. En frutos, como el tomate, también se ha visto la influencia del tratamiento MEL en el
aumento del contenido de azucares respecto al testigo, por lo que se considera que la melatonina
juega un papel importante en la regulacion de la maduracion de los frutos (Sun et al., 2016), ademas
el efecto de una mayor elongacién celular durante el desarrollo pudo provocar una mayor fuerza

en la relacion fuente-demanda, que dio como resultado una mayor inhibicion de fotoasimilados de
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los frutos receptores (Lavee y Nir, 1986).

En el Cuadro 5 se muestran los resultados de % AT los cuales fueron ligeramente méas altos con
los reportado para uvas de calidad extras (Champa et al., 2014; Champa et al., 2015); se observan
diferencias significativas entre los tratamientos. Los tratamientos con menor contenido de SST
(ETH2+MEL y AS+MEL) presentaron mayor porcentaje de AT pudo deberse a que alguna
fraccion del acido tartarico todavia no se transformé en azucares (Lavee y Nir, 1986).

Los tratamientos ETH2, AS, MEL y ETH2+AS oscilaron entre 0.86 y 0.88 % AT, este ultimo valor
se presento igual en el testigo. El tratamiento con un menor porcentaje de AT fue ETH1 con 0.76
%y 16.17 de SST.

Cuadro 5. Comparacion de medias en SST, AT y pH en bayas Flame Seedless.

Tratamientos SST (%) AT (%) pH
Testigo 15.47¢ 0.88° 3.37%
ETH1 16.179% 0.762 3.37%
ETH2 16.33¢ 0.87° 3.28%
AS 16.13¢ 0.88° 3.32¢
MEL 16.70f 0.89° 3.42¢
ETH2 + AS 16.10° 0.86" 3.38°
ETH2 + MEL 14.272 0.97¢ 3.24%
AS + MEL 15.17° 0.95¢ 3.20?

Medias con letras iguales en la misma columna no hay diferencias estadisticas (p > 0.05).

Como se ha mencionado anteriormente, no se tienen referencias de estudios en los que se haya
analizado el efecto de las combinaciones con Ethrel, acido salicilico y melatonina sobre pardmetros
de calidad en uva de mesa. Mercado-Ruiz et al., (2018) realizaron tres aplicaciones de Ethrel a 250
uL Ly una aplicacion de AS a 100 pL L™ en uva de mesa Flame Seedless, obteniendo a los 9
dias después de aplicado el tratamiento, un valor de AT de 0.84 y 0.76 respectivamente, los cuales
son comparables a los que se observaron en el presente experimento.

El pH es un parametro que se utiliza para medir la acidez o alcalinidad en los frutos. La uva se
considera un fruto con pH &cido y los valores para una de calidad oscilan entre 3.4 y 4.5 (Hamad,
2012), en este trabajo los niveles de pH estuvieron ligeramente por debajo de este rango reportado
con un minimo de 3.20 para el tratamiento AS+MEL y un méaximo de 3.42 en los tratados con MEL
unicamente; los valores de las bayas tratadas en combinacion ETH2+MEL promediaron 3.24. El
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mayor pH en las bayas tratadas con MEL fueron iguales estadisticamente con los valores promedio
del testigo (3.37), asi mismo se encontraron resultados similares con los tratamientos ETH2+AS
(3.38) y ETHL1 (3.37) (Cuadro 5).

6.3 Etileno Residual

El etileno residual detectado, representa al etileno que se ha formado y que se encuentra entre los
espacios intra y extra celulares de la baya de la uva; asi como los residuos de los compuestos
liberadores de etileno que se quedan en la cuticula de la baya y no se biosintetizan al secarse la
solucion aplicada (Gamez-Elizalde et al., 2020).

En la Figura 7, se observa que las bayas tratadas con ETH1 presentan 1.4 ppm de etileno residual,
siendo el de mayor contenido respecto al resto de los tratamientos y seguido por la aplicacion del
tratamiento ETH2. Los tratamientos ETH2+AS y ETH2+MEL, son significativamente diferentes
a los mencionados anteriormente y entre si mismos, sin embargo, también presentan
concentraciones mas altas de etileno residual en comparacion de los tratamientos con AS+MEL,
AS, MEL vy el testigo (Figura 7).
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Figura 7. Etileno residual (ppm) en los tratamientos. Letras repetidas no hay diferencias
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estadisticamente significativas.

Géamez-Elizalde et al., (2020) aplicaron Ethrel a 250 ppm en uva de mesa Flame Seedless, y en el
muestreo del dia 14 después de la aplicacion, obtuvieron un valor de 1.2 ppm de etileno residual
en las bayas, similar al obtenido en este estudio con el tratamiento ETH1. Por otra parte, el hecho
de que el tratamiento AS y MEL presenten valores bajos podria deberse a que parte del etileno que
se haya generado por estimulacion se haya utilizado para propiciar cambios ya sea en los azucares
o en la cuticula.

En cuanto a las aplicaciones de Ethrel en el presente estudio, los niveles residuales de etileno
sobrepasaron el limite de 1 ppm establecido por la EFSA. Esto fundamenta mas la necesidad de
buscar alternativas que sustituyan este producto en diversos frutos y, especialmente en uva, ha sido
restringida por presentarse residualidad de este tratamiento en las bayas. La EFSA (European Food
Safety Authority, 2009) propuso un limite maximo de residuos (LMR) de 1.0 ppm de Ehtrel en uva

de mesa; observandose que las bayas tratadas con ETH1 sobrepasan dicho limite, lo que corrobora

6.4 Color

El color es uno de los parametros visuales de mayor relevancia para el consumidor. En variedades
de uvas rojas no siempre se alcanza la coloracion requerida para su exportacion, lo que conlleva a
grandes pérdidas. Carrefio et al., (1996) establecieron escalas de color para uvas mediante el
parametro CIRG (indice de color para uvas rojas): un valor de CIRG menor a 2 representa bayas
de coloracion verde-amarillo, entre 2 y 4 son bayas de color rosa, entre 4 y 5 bayas de color rojo,
entre 5y 6 bayas rojo intenso, y mayor a 6 son bayas de color azul intenso.

En el presente estudio, los tratamientos aplicados en uva de mesa Flame Seedless y segln la escala
descrita anteriormente, las bayas no obtuvieron la coloracion roja caracteristica de la variedad,
quedandose en la clasificacion de uvas color rosa y verde-amarillo (Carrefio et al., 1996).

La aplicacion de ETH1 alcanzé un CIRG de 2.8, similar a las bayas tratadas con ETH2
obteniéndose un CIRG de 2.4, asi mismo, estos resultados fueron estadisticamente similares al
testigo (2.2). Las bayas tratadas con ETH2+AS, AS y AS+MEL, quedaron dentro de la categoria
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verde-amarillo, siendo el ultimo tratamiento mencionado en el cual solo se alcanzé un CIRG de
1.2 (Figura 8).
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Figura 8. Comparacién de color (CIRG) en tratamientos. Letras repetidas no hay diferencias
estadisticamente significativas.

Los resultados obtenidos en este experimento indican que no se estimuld el desarrollo del color en
ninguno de los tratamientos de manera significativa, solo los tratados con ETH1 y ETH2 superaron
al testigo en el indice de color, sin embargo los valores de CIRG reportados coinciden con los que
se han reportado anteriormente (2.81) (Leguizamon et al., 2008), solo en el tratamiento AS+MEL
guedo muy por debajo de lo que cominmente se obtiene en la zona para esta variedad.

Alenazi et al., (2019) aplicaron dosis de 125y 250 ppm de Ethrel en uva de mesa cv. Red Globe.
Con la aplicacion de 125 ppm, se obtuvo un CIRG de 2.83, y mediante la aplicacion de 250 ppm
se obtuvo un CIRG de 2.90 en las bayas tratadas estos resultados son similares a los obtenidos en
los tratados con ETH en el presente estudio.

Ochoa-Villarreal et al., (2011) aplicaron una dosis de 0.5 mg mL* de etefon (Ethrel) en uva de
mesa Flame Seedless y a los 15 dias después de aplicado el tratamiento, se obtuvo un CIRG de
2.95, resultado similar al obtenido en el presente estudio y aplicando una dosis menor. Gamez-
Elizalde et al., (2020) aplicaron Ethrel a 250 ppm y AS a 100 ppm en uva de mesa Flame Seedless;

dentro de los resultados, a los 14 dias después de aplicados los tratamientos, se obtuvo un CIRG

43



de 3.5 con ambas aplicaciones. En el dia 18, el CIRG de las bayas tratadas con Ethrel fue de 3.8,
mientras que las bayas tratadas con AS aumentaron el CIRG a 4.2.

El poco desarrollo de color que tuvieron las bayas tratadas, en general pudo deberse a que los
racimos presentaron un grado de madurez menor a los que comunmente se cosecha, ya sea por
efecto del tratamiento que pudo retrasar su madurez con menor biosintesis de antocianinas y/o
degradacidn de clorofilas, principalmente los tratados con melatonina (Boonsiriwi et al., 2021) o
por una cosecha ligeramente temprana previo al desarrollo méximo del color, ademas de la
influencia de factores externos como la temperatura y la iluminacion que se presentaron en el
momento del experimento, ya que las condiciones Optimas de temperatura para la acumulacion de
antocianinas oscilan entre los 15y 30 °C (Boss y Davies, 2010), sin embargo, en la region en la
que se llevd a cabo el experimento y en las fechas entre la aplicacion de tratamientos y la cosecha,
se presentaron temperaturas minimas de 18 °C y maxima de 37 °C, lo que pudo inhibir la
transcripcion de genes de las antocianinas (Diebel et al., 2021).

Leguizamon et al., (2008) sombrearon racimos individuales de la variedad Flame Seedless, con
una red blanca o una negra, las cuales retenian el 50 % de la luminosidad. La red de color negro
expuso la temperatura mas alta al iniciar el envero (39.4 °C) respecto a la red blanca (37.9 °C) y al
testigo (38 °C); los racimos cubiertos con red negra presentaron un valor de CIRG de 2.83, 10 dias

después del envero, respecto a los racimos cubiertos con red blanca (2.81) y al testigo (2.47).

6.5 Contenido de Antocianinas

Las antocianinas como responsables del color en las uvas de variedades rojas, son influenciadas
por condiciones climaticas y practicas culturales, asi como el uso de biorreguladores (Basile et al.,
2018). En la presente investigacion, el mayor contenido de antocianinas se presentd en las bayas
tratadas con ETH2 al obtenerse un contenido total de 0.021 mg cm™ (Figura 9). Sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas con el resto de los tratamientos, a excepcién de las bayas
tratadas con AS+MEL, ya que mediante este tratamiento se obtuvo 0.002 mg cm de antocianinas
totales, representando esta cantidad el menor contenido de antocianinas en las bayas de uva de

mesa Flame Seedless.
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Figura 9. Contenido de antocianas en bayas de uva cv. Flame Seedless. Letras repetidas no hay
diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados de contenido antocianinas totales coincide en su patron con lo encontrado en los
valores CIRG de color, existiendo una relacion entre el contenido de antocianinas con lo
representado en el color, dado que los tratados con ETH1 y ETH2 presentaron el mayor valor de
CIRG superando al testigo de igual forma en la concentracién de antocianinas, de la misma manera
para los tratamientos que fueron inferiores que el testigo en el valor CIRG lo fueron en el contenido
de antocianinas.

Estos resultados pudieron deberse a que, en los tratamientos con menor contenido de antocianinas
que el testigo, se retrasé la degradacion de clorofila y al mismo tiempo la biosintesis de las
antocianinas a causa de un mayor estimulo del desarrollo del fruto retardando la madurez, reflejado
en valores més bajos de pH y mas altos de AT, quiza si la cosecha se hubiera realizado en dias
posteriores, estos valores seguramente habrian aumentado en todos los tratamientos al compararlos
con los diferentes frutos testigo.

Peppi et al., (2006) aplicaron una dosis de 250 mg L* de Ethrel en uva de mesa Flame Seedless
en diferentes etapas, obteniendo un contenido de antocianinas de 0.017 mg cm cuando se aplico
antes del envero, 0.015 mg cm al aplicar durante el envero y 0.013 mg cm con la aplicacion
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después del envero. Estos resultados son menores al contenido de antocianinas obtenido en el

presente analisis.

6.6 Contenido de Ceras Epicuticulares, Cuticula, Ceras Intracuticulares, Permeabilidad y Grosor

La cuticula interactia en mediar ambiente-fruto, su naturaleza y las capas que la forman epi e
intracuticulares responden a diferentes estimulos. En el presente estudio, no se observaron
diferencias estadisticas en el contenido de las ceras epicuticulares entre el testigo absoluto y
cualquiera de los tratamientos en combinacién; sin embargo, si hubo diferencias entre el testigo y
los tratamientos sin combinacion con excepcion del tratamiento MEL; siendo el testigo absoluto el
tratamiento que presenté mayor contenido de ceras epicuticulares (Cuadro 6).

Por el contrario, el contenido de ceras intracuticulares presentd resultados inversos a las
epicuticulares dado que en el testigo se obtuvieron menor contenido de las ceras intracuticulares
(0.32 mg cm™), aun asi no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro
6).

El contenido de ceras tanto epi como intracuticulares se obtuvieron valores dentro de lo reportados
en diversos estudios en diferentes variedades de uva (Pensec et al., 2014; Yang et al., 2014). El
contenido de cera epicuticular puede variar segun la ontogenia del fruto, la variedad entre los frutos
y las condiciones ambientales. Se ha observado que la deposicidn de ceras es mayor en las primeras
fases antes del envero, sin embargo, alcanza su punto maximo al llegar el envero y durante la fase
de maduracién fisioldgica, la deposicion de ceras disminuye (Pensec et al., 2014). Yang et al.,
(2021) analizaron el contenido de ceras epicuticulares en variedades de uva, obteniendo un
contenido de 342.9 pg mm™ en bayas Kyoho, 154 pg mm? en Red Globe y 119.6 pg mm™ en
Moscatel de Hamburgo; en la investigacion, se especifica que el muestreo se realiz6 en la etapa de
maduracion de las bayas; sin embargo, no se especifica si se aplico algun tipo de tratamiento en

estas variedades.
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Cuadro 6. Comparacién de medias en el contenido de ceras epicuticulares, cuticula y ceras
intracuticulares en bayas Flame Seedless.

Ceras , Ceras .
) L Cuticula . . Permeabilidad
Tratamientos  epicuticulares oy Intracuticulares 2.1y Grosor (um)
(mg Cm-Z) (mg cm ) (mg Cm-Z) (mg cmh )

Testigo 0.64° 0.232 0.322 3.622 0.073?
ETH1 0.40? 0.28% 0.46? 3.922 0.085?
ETH2 0.40? 0.32° 0.472 3.682 0.0822

AS 0.40? 0.31° 0.60? 3.842 0.083¢
MEL 0.53% 0.31° 0.502 4,092 0.088?
ETH2 + AS 0.51% 0.27%® 0.512 4312 0.0752
ETH2 + MEL 0.44% 0.27% 0.482 3.952 0.0802
AS + MEL 0.52% 0.26% 0.352 4.642 0.0782

Medias con letras iguales en la misma columna no hay diferencias estadisticas (p > 0.05).

El peso de la cuticula se analiz6 en bayas a las que previamente se les removid las ceras
epicuticulares. Se observ6 una tendencia inversa a la de las ceras epicuticulares en donde el testigo
presentd el valor mas bajo y con diferencias significativas con respecto a los tratamientos sin
mezcla (ETH1, ETH2 y AS). Las bayas tratadas con ETH1, ETH2 y AS mostraron mayor peso
promedio de las cuticulas. Asimismo, los resultados de los tratamientos mencionados
anteriormente, fueron similares a los obtenidos con los tratamientos con mezcla (ETH2+AS,
ETH2+MEL y AS+MEL). La cuticula se caracteriza por ser una barrera permeable y las ceras son
las encargadas de reducir la permeabilidad de la cuticula del fruto (Tafolla-Arellano et al., 2013).
En el presente estudio, las bayas tratadas no se vieron afectadas en el pardmetro de permeabilidad,
ya que no se encontraron diferencias significativas entre el testigo con menor nivel (3.62 mg.cm™
h™)y el resto de los tratamientos que en tratamiento AS + MEL alcanz6 su mayor nivel (4.64
mg.cm?h™).

El grosor de la cuticula puede variar por su estado de desarrollo, ya que se ha observado que hay
un aumento en el crecimiento y una disminucion en la maduracion (Jetter et al., 2006). Mediante

la aplicacion de tratamientos en el presente estudio, no se encontraron diferencias en el grosor de
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las bayas, comparado con el testigo. El grosor oscilé entre el valor més bajo de 0.073 um (testigo)
y el valor més alto 0.088 um (MEL). A pesar de solo haber encontrado diferencias significativas
entre el testigo absoluto y los tratamientos AS y MEL, en cuanto a peso de la cuticula y las ceras
epicuticulares, si fue notoria la relacion inversa entre ellos. Dichos tratamientos presentaron menor
contenido de ceras epicuticulares, pero mayor peso de cuticula, de ceras intracuticulares, mayor
permeabilidad y grosor de cuticula. No fue posible establecer una relacion clara entre lo observado
con las antocianinas, el etileno residual y los cambios en la cuticula.

La escaza informacion acerca de las implicaciones de la aplicacion de biorreguladores en uva de
mesa y sus efectos sobre la cuticula, nos imposibilitan contrastar mas ampliamente nuestros
resultados. Sin embargo, la respuesta observada entre las ceras epi € intracuticulares deberia alentar

a profundizar mas en este aspecto de la fisiologia de la uva.

48



7. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se observé que la triple aplicacion comercial de ethrel a 100 ppm, o
la aplicacion Unica a 250 ppm, no influyeron en la coloracion de la uva de mesa Flame Seedless,
pero si afectaron los niveles permisibles de residualidad.

La aplicacion precosecha de la combinacion de AS a 100 ppm y MEL a 25 ppm, mantiene mayor
cantidad de etileno residual y una reduccion de la madurez de la uva.

Los tratamientos con AS a 100 ppm o con MEL a 25 ppm afectaron la relacion de las ceras de la

cuticula.
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8. RECOMENDACIONES

Para futuros seguimientos de la aplicacion exdgena de AS y MEL o la combinacion de los
mismos, se recomienda realizar muestreos dias antes de cosecha, en cosecha comercial y después
de cosecha. Esto con la finalidad de evaluar los efectos de estos tratamientos de manera mas puntual
sobre la fisiologia del fruto y sus cambios en la cuticula. También, se recomienda aplicar diferentes
dosis de los mismos tratamientos, evaluar su efecto y considerar analizar la dindmica de

degradacion de clorofila y biosintesis de antocianinas en los diferentes muestreos.
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