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RESUMEN

Lauva de mesa es una fruta de importancia econémica a nivel mundial; México anualmente
produce mas de 400 mil toneladas de esta fruta. Botrytis cinerea es un hongo necrotrofico que
puede permanecer latente durante el desarrollo de las bayas hasta que estas alcanzan su madurez.
Para prevenir infecciones en precosecha se utilizan fungicidas sintéticos, asi como la aplicacion de
dioxido de azufre (SO») durante el almacenamiento refrigerado en poscosecha. Ambas opciones
dejan residuos que pueden afectar la salud de los consumidores, o provocar defectos en el fruto,
por lo que se buscanalternativas naturales para prevenir su deterioro durante el almacenamiento.
Una alternativa es el uso de oligosacaridos de pectina (OSP) como inductores de respuestas de
defensa. Los OSP de 3 a20 GP (grado de polimerizacion) han presentado un efecto inductor de la
actividad de enzimas glucanasas y quitinasas enfrutos de fresa, antecedente con potencial de activar
mecanismos de defensa en otros frutos. El objetivo de este trabajo fue el evaluar la induccion de
marcadores de defensa contrafitopatogenos al aplicar oligosacaridos de pectina de 3-20 GP (1,5y 9
g/L) enuva de mesa variedad Perlette durante almacenamiento a 4°C y 90% HR, asi como su efecto
sobre la calidad del fruto. No se observaron diferencias significativas en la firmeza, parametros de
color, solidos solubles totales, acidez titulable ni contenido de fenoles totales en las uvas tratadas
con las distintas concentraciones de OSP con respecto al control (p>0.05). Se observo que la
aplicacion de 5y 9 g/L de OSP induce el aumento de la expresion de quitinasa (CHI) y fenilalanina
amonio liasa (PAL) durante almacenamiento (p<0.05); sin embargo, no hubo diferencia
significativa en la incidencia de infeccion entre las uvas tratadas con las distintas concentraciones
de OSP con respecto al control (p>0.05). En este estudio se observo que, a pesar del incremento
en la expresion de genes relacionados con la resistencia contra B. cinerea, esto fue insuficiente para

aumentar la resistencia del fruto ante el ataque del patdégeno.

Palabras claves: oligosacaridos de pectina; fitopatdogenos; tratamiento poscosecha; uva de mesa;

induccion de genes de resistencia



ABSTRACT

Table grape are an economically important fruit worldwide; Mexico annually produces
more than 400 thousand tons of this fruit. Botrytis cinerea is a necrotrophic fungus that can remain
dormant through the berry development to maturity. To prevent preharvest infections, synthetic
fungicides are used, as well as the application of SO» during postharvest refrigerated storage. Both
options leave residues that can cause defects in the fruit, so natural alternatives are sought to prevent
deterioration during storage. One of these is the use of pectin oligosaccharides (OSP) as inducers
of defense responses. OSP from 3 to 20 GP have shown an inducing effect on the activity of
glucanase and chitinase enzymes in strawberry fruits. The objective of this work is to evaluate the
induction of defense markers against phytopathogens when applying OSP of 3-20 GP (1, 5 and 9
g/ L) in table grape cv. Perlette during storage at 4 ° C and 90% RH, as well as the effect of OSP
application on fruit quality. No significant differences were observed in the firmness, color
parameters, total soluble solids, titratable acidity, or total phenol content in the grapes treated with
the different concentrations of OSP with respect to the control (p> 0.05). It was observed that the
application of 5 and 9 g / L of OSP induce an increase in the expression of chitinase (CHI) and
phenylalanine-ammonia lyase (PAL) during storage (p <0.05). However, there was no significant
difference in the incidence of infection between the grapes treated with the different concentrations
of OSPs with respect to the control during cold storage (p> 0.05). In this project it was observed
that, although there was an increase in the expression of genes related to resistance against B.

cinerea, this was insufficient to increase the resistance of the fruit to the attack of the pathogen.

Key words: pectin oligosaccharides; phytopathogens; postharvest treatment; table grape;

resistance-gene induction
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1. INTRODUCCION

En México, el Estado de Sonora es el principal productor de uva de mesa, con una cosecha
de mas del 70% del total nacional (SIAP, 2019). Este fruto, asi como muchos otros, es susceptible
al deterioro debido a un manejo inadecuado durante la poscosecha, principalmente por
almacenamiento en altas temperaturas, baja humedad relativa, y microorganismos patdégenos, entre
los cuales Botrytis cinerea es el principal agente deteriorativo (FAO, 2019, Dean ef al., 2012).
Botrytis cinerea es un hongo necrotrofico capaz de mantenerse latente en las bayas hasta que estas
adquieren condiciones de madurez fisioldgica, sin alertar a su huésped; también puede sobrevivir
largos periodos de tiempo en forma de esclerocios en desechos, como ramas, hojas o raices viejas
y secas (Dewey et al., 2016; Holz et al., 2007). Este hongo destruye las barreras externas del
huésped a través de enzimas como cutinasas, endopoligalacturonasas, arabinasas, entre otras, que
utiliza para que el apresorio logre penetrar a las células y adquirir nutrientes (van Kan, et al., 2006;
Nakajima et al., 2014; Nafisi et al., 2014).

Para defenderse del ataque de fitopatogenos, patrones moleculares asociados al invasor o al dafio
causado por este son detectados en la membrana celular por receptores especializados (Cui et al.,
2015). Una vez detectado el fitopatdgeno, se activan cascadas de sefalizacion mediadas por
proteinas-quinasas asociadas a mitégeno; a su vez, se inicia la sintesis de hormonas (Zhang et al.,
2012). Todo esto resultaen la activacion de mecanismos para enfrentar al patdgeno, como la
produccion de especies reactivasde oxigeno, la produccion de metabolitos secundarios por la via de
los fenilpropanoides, o la sintesis de proteinas relacionadas con patogénesis (Sudisha et al., 2012;
Kumar et al., 2019).

En la industria, el uso de fungicidas durante la precosecha y el uso de didéxido de azufre (SO»)
durante el transporte y almacenamiento de la uva son los métodos mas usados para el control de
Botrytis cinerea. Sin embargo, el uso de estos tratamientos conlleva efectos adversos, como la
generacion de especies resistentes a fungicidas y pérdida de calidad por exceso de SO> (Jacometti et
al., 2010; Zoffoli et al., 2008).

Por lo anterior, se ha considerado el uso de métodos alternativos para el control de este patdgeno,
como el uso de microorganismos competitivos contra Botrytis o que logran inducir respuestas de

defensa, sin atacar a la planta o al fruto, o mediante el uso de elicitores bioldgicos, los cuales son
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capaces de inducir respuestas de defensa mediante patrones moleculares asociados a patdgenos,
como oligosacaridos de quitina, o asociados a dafio, como los oligosacéridos de pectina (Bolivar-
Anillo et al., 2019; van Aubel et al., 2014; Davidsson ef al., 2017). Se ha demostrado que el uso
de oligosacaridos de pectina logra inducir la expresion genética y actividad de quitinasa, B-1,3-
glucanasa y fenilalanina-amonio liasa, asi como la reduccion de incidencia en la infeccion de
Botrytis cinerea en hojas de vid y en fresa durante poscosecha (Aziz et al., 2004; Virgen-Ortiz et
al., 2020).

Por lo que en esta investigacion se evalu6 el efecto de la aplicacion poscosecha de oligosacaridos
de pectina en la inducciéon de marcadores moleculares de resistencia a patogenos para reducir el

deterioro por infeccion de Botrytis cinerea en uva de mesa variedad Perlette.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de la Uva

2.1.1. Importancia Economica de la Uva

La uva (Vitis vinifera) es un fruto no climatérico de alta importancia econdomica a nivel mundial,
que alcanzd una produccion global de mas de 77 millones de toneladas, de las cuales México
produjo 475 mil toneladas (FAO, 2019; SIAP, 2020). De los estados productores de uva, Sonora
ocupa el primer lugar, alcanzando el 71% de la produccion nacional en 2020 (SIAP, 2020).

La uva de mesa es la que mas se produce a nivel mundial. En 2016 se report6 una produccion de
mas de 27 millones de toneladas en el mundo, y un consumo aproximado de mas de 20 millones.
Ese mismo afio, México reportd una produccion de 256 mil toneladas, y un consumo de 170 mil

toneladas (OIV, 2016).

2.1.2. Parametros de Calidad de la Uva

Cada pais o region tiene sus propias normas y parametros que indican las caracteristicas que la uva
debe cumplir y en qué categoria puede ser aceptado comercialmente, aunque hay ciertos
pardmetros, como el grado de deterioro y apariencia general de la fruta, que son caracteristicas
comunes.

La Union Europea, Estados Unidos y México requieren que todas las uvas estén exentas de dafio
fisico, de infecciones (tanto en labaya como en el raquis), de suciedad, manchas causadas por pérdida
de pigmento, ademas de un contenido de sélidos solubles igual o mayor a 15.5% como indicador
de madurez (PROFECO, 1996; USDA, 1999; Codex Alimentarius, 2007).

Los parametros relacionados con color, textura, sabor, contenido de sélidos solubles, entre otros,

seran dictados por la variedad de uva que se esté cosechando, asi como las condiciones generales
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en las que se desarrolle la planta, como temperatura, disponibilidad de agua, entre otros (Poni et

al., 2018).

2.1.3. Pérdida o Desperdicio de la Uva de Mesa

Estudios realizados por la FAO en 2016, sefalan que mas del 20% de las frutas y vegetales
producidos en el mundo son desperdiciados (FAO, 2019). En dicho estudio, las actividades
poscosecha, como el empaque, almacenamiento y transporte deficientes son considerados como
los principales factores de pérdida alimentaria. Una de las consecuencias del mal manejo de estas
actividades es la exposicion del producto a condiciones no favorables de conservacion, como altas

temperaturas, dafio mecanico, y el ataque de micoorganismos deteriorativos.

2.2. Botrytis cinerea

2.2.1. Generalidades

Botrytis cinerea es un hongo necrotréfico ampliamente distribuido en el mundo, catalogado como
uno de los fitopatdogenos de mayor importancia industrial (Dean et al., 2012). Una vez que el
huésped muere, este hongo puede continuar su vida en forma de un saprofito, es decir,
alimentandose del tejido muerto de la fruta. Este hongo puede desarrollarse como un endéfito, es
decir, puede desarrollarse sin ocasionar sintomas en la fruta y con minima activacion de respuestas
por parte del huésped (Dewey et al., 2016).

B. cinerea también puede desarrollar estructuras llamadas esclerocios para sobrevivir por largos
periodos de tiempo, ya sea directamente en el suelo, o en desechos de la planta, como ramas, hojas
o raices viejas. Una vez que existan condiciones adecuadas para el desarrollo del hongo, éste

empezara a generar indculo viable. (Holz et al., 2007).
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2.2.2. Mecanismo de Infeccion

B. cinerea puede llegar a un huésped sano a través del aire, después de varios ciclos de generacion
de indculo a partir de los esclerocios, o desde otros huéspedes ya infectados. En uva, una de las
principales fuentes de indculo son componentes estructurales de la planta en estado necrotico, como
tallos, raquis u hojas, ya que facilitan la sobrevivencia del hongo hasta que tenga mejores
condiciones ambientales. La deposicion del hongo mediante gotas de agua, generalmente debido a
lluvia, acelera la infeccion de la planta de manera dramatica, debido a la alta disponibilidad de agua
(Jaspers et al. 2013).

La principal ruta de infeccion de éste patdogeno en uva es a través de oOrganos florales,
principalmente el receptaculo; también son rutas de infeccion el estigma y el estilo, en menor grado.
Una vez en el tejido, la humedad relativa y la temperatura seran los principales factores para el
optimo desarrollo del hongo, donde las condiciones mas favorables son 15-20°C y mas de 90% de

humedad relativa (Carisse, 2015).

2.2.3. Factores de Virulencia

El primer paso en la infeccion de B. cinerea una vez en el tejido es la penetracion de la cuticula,
mediante la segregacion de enzimas para la degradacion de los lipidos que la conforman, entre las
cuales las lipasas extracelulares degradaran la capa cerosa de la cuticula, y las cutinasas destruyen
la estructura polimérica de la cutina; durante este proceso el hongo desarrolla una forma
especializada en penetrar a las células, llamada apresorio (van Kan, et al., 2006; Nakajima et al.,
2014).

Una vez penetrada la cuticula, el siguiente objetivo es la penetracion de la pared celular; de esta
manera, también se obtienen nutrientes necesarios para el desarrollo 6ptimo del hongo. Para lograr
esto, son liberadas enzimas degradadoras de pared celular, entre ellas, endopoligalacturonasas,
poligalacturonasas, a—arabinofuranosidasas, xilanasas y arabinasas (Nafisi et al., 2014).

En un estudio realizado por Govrin y colaboradores (2000), se determind que la respuesta
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hipersensible de la planta, en la cual se producen y acumulan especies reactivas de oxigeno con el
fin de causar la muerte celular programada, es inducida por B. cinerea, lo que facilita el
establecimiento de la infeccion en tejidos afectados. Ademas, observaron que mutantes deficientes

en dicha respuesta fueron menos susceptibles al ataque del patogeno.

2.3. Mecanismos de Defensa

2.3.1. Generalidades

A lo largo del tiempo, las plantas han desarrollado maneras de defenderse de organismos hostiles,
como insectos, animales, y microorganismos patdgenos, mediante la deteccion y sefializacion de
patrones moleculares, tanto del atacante como del resultado de la destruccion de componentes
celulares (Patrones Moleculares Asociados a Patégenos, o PAMP; Patrones Moleculares Asociados
a Dafo, o DAMP), seguido de la liberacién de compuestos quimicos capaces de repeler o destruir
a dicho atacante; a dicha respuesta se le llama inmunidad mediada por patrones (PTI) (Cui ef al.,
2015).

Una vez reconocidos dichos patrones, surge la transduccion de sefiales mediante cascadas de
proteinas cinasa activadas por mitogeno (MAPK), las cuales, después de varios pasos de
fosforilacion, induciran la sintesis de hormonas necesarias para la posterior traduccion de senales
de defensa ante el ataque de algun patogeno (Zhang et al., 2012).

Aun si el atacante logra bloquear este mecanismo, y las plantas pueden reconocer las moléculas
involucradas en dicho bloqueo, y amplificar la inmunidad mediada por patrones, que generalmente
resulta en la muerte de la célula, evento categorizado como respuesta hipersensible. A este
fendmeno se le conoce como inmunidad mediada por efectores (ETI), es decir, las moléculas que
el patogeno utiliza para el ataque antes descrito (Presti ef al., 2015).

La transduccion de sefiales es un evento de suma importancia para que se lleven a cabo los procesos
de defensa, principalmente en PTI, ya que derivada de ésta, inician los caminos metabolicos
implicados en la sintesis de proteinas relacionadas con patogénesis y metabolitos secundarios,

principalmente aquellos derivados de la via de los fenilpropanoides (Denance et al., 2013).
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2.3.2. Proteinas Relacionadas con Patogénesis (PR)

Se trata de proteinas sintetizadas durante el ataque de patdgenos en la planta, como parte de la
resistencia sistémica adquirida (SAR). Estas tendran diferentes roles dependiendo de la clase de
proteina de la que se trate; en general todas son enzimas que cumplen un rol en la destruccion de
componentes del patdgeno, ademas de inhibir ciertas rutas metabolicas relacionadas con el ataque
del patogeno. Algunas de estas son B-1,3-glucanasas, quitinasas, endoproteinasa, peroxidasas y
defensinas. Estas proteinas son agrupadas segun su funcion (PR-1 a PR-17) (Sudisha et al., 2012).
Durante el ataque de fitopatogenos flngicos, las quitinasas y las B-1,3-glucanasas son las que tienen
mayor efecto, ya que estas actuan sobre componentes de la pared celular de estos organismos y

detienen el proceso de infeccion (Robinson et al., 1997).

2.3.3. Via de Sintesis de Fenilpropanoides

El metabolismo secundario en plantas es la produccion de compuestos fenolicos mediante la
conversion de fenilalanina a cinamato a través de la enzima fenilalanina-amonio liasa (PAL),
posteriormente transformada en p-coumaroil CoA a través de cinamato 4-hidroxilasa y 4-coumaril
CoA-ligasa. A partir de este compuesto, se producen varios compuestos bioactivos, algunos de
ellos relacionados con la defensa de la planta frente al ataque de patogenos, como lignina,
flavonoides, antocianinas, entre otras (Vogt, 2010; Kumar et al., 2019; Shine et al., 2016). La
sintesis de compuestos fenilpropanoides ocurre durante la maduracion del fruto.

En uvas, la sintesis de flavonoides y antocianinas es acelerada durante el proceso de envero y
alcanzan su méaxima concentracion cuando el fruto es completamente maduro (Zhao et al., 2014).
Los estilbenos también son importantes en el perfil de compuestos fenolicos de las uvas, ya que
estos, principalmente el E-estilbeno, son sintetizados durante el ataque de fitopatdgenos (Blaszczyk

etal., 2019).
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2.4. Control Industrial de Botrytis cinerea

2.4.1. Actividades Culturales

Una de las practicas méas comunes para el control de cualquier enfermedad es la limpieza del campo
y de las plantas, con el fin de eliminar cualquier vector o punto de propagacion del hongo. Como
se mencion6 anteriormente, ramas, raices, u hojas muertas son un excelente medio de crecimiento
para B. cinerea, por lo que la remocion de estos desechos ayuda significativamente al control de la
enfermedad (Jaspers et al., 2013).

El disefio de la plantacion también es un factor que puede influir en la incidencia de la infeccion.
Si las plantas tienen suficiente espacio entre ellas, estas podran recibir mas luz y tener mayor flujo

de aire, impidiendo que se genere mucha humedad en el dosel (Elad, 2015).

2.4.2. Uso de Fungicidas

El uso de fungicidas es una de las practicas mas comunes en el campo, y generalmente
involucrando el uso de agentes toxicos para el control de enfermedades en plantas. Idealmente, para
el buen control de una enfermedad, la presencia de esta debe ser monitoreada constantemente, y
aplicar el fungicida, o bien, realizar aplicaciones rutinarias con el fin de no dar oportunidad al
patogeno de establecerse en la baya. El realizar estas actividades debe ser registrado siempre,
ademas de ser llevado a cabo utilizando las medidas de seguridad e inocuidad apropiadas (FDA,
2018; SENASICA, 2020).

Una consecuencia derivada del uso excesivo de fungicidas sintéticos es el dafo que estos causan
al ecosistema. En suelo, estos pueden llegar a ser absorbidos y acumulados; con el paso del tiempo
estos pueden llegar a convertirse en compuestos altamente toxicos, lo que altera sus caracteristicas
fisicas, quimicas y microbiologicas. El agua puede verse afectada de la misma manera, haciéndola

toxica para consumo humano, animal e incluso para actividades en el campo. El aire, a su vez,
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puede arrastrar aerosoles, lo que significa un riesgo para la fauna circundante, e incluso
comunidades cercanas (Singh et al., 2017; Dhananjayan ef al., 2019). Otra razén importante por la
cual se esta abandonando el uso de fungicidas sintéticos es por la creciente demanda de productos
etiquetados como organicos, lo cual restringe significativamente las opciones para el control de
plagas (USDA, 2016).

Otro factor muy importante es el creciente nimero de hongos resistentes a fungicidas, entre los
cuales se encuentran algunas variedades de B. cinerea, debido a la alta variedad genética y
fenotipica, asi como la exposicion y sobrevivencia a diferentes tipos de pesticidas, lo que dificulta

significativamente el control de la enfermedad (Jacometti et al., 2010; Hahn, 2014).

2.4.3. Dioxido de Azufre

El diéxido de azufre (SO2) es un gas inorganico, comunmente utilizado para el control de agentes
patogenos como B. cinerea. Generalmente es inyectado dentro de los contenedores utilizados para
el transporte de uvas (USDA, 2011).

El SO2 es absorbido por las células de la fruta en forma de SO32-, y se acumulan en el apoplasto;
de esta manera puede migrar hacia el interior de la membrana plasmatica, donde podra interferir
en varias rutas metabolicas, como la fotosintesis y respiracion. Asimismo, este gas puede inducir
la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, que a su vez induce la respuesta hipersensible en
la célula (Giraud et al., 2012; Considine et al., 2015).

El uso de este gas ha sido ampliamente estudiado a lo largo del tiempo; se ha demostrado que actiia
como inductor de genes de respuesta al ataque de patdgenos, aumentando la expresion de genes
relacionados con proteinas PR, asi como la via de los fenilpropanoides (Duarte-Sierra et al., 2016,
Xue et al., 2017). Sin embargo, el uso excesivo y descontrolado de este quimico puede llegar a
inducir defectos en la fruta, ya sea pérdida de color, o la aparicion de rupturas de la cuticula,
defectos que impactan negativamente la calidad y vida de anaquel de la uva de mesa (Zoffoli et al.,
2008). Es por esto por lo que ha surgido interés en buscar compuestos que, al aplicarlos a la fruta,

puedan desarrollar un efecto similar al de este gas (Romanazzi et al., 2016).

19



2.4.4. Métodos Alternativos

Con el fin de evitar el uso de fungicidas sintéticos por sus efectos dafiinos al ecosistema, asi como
el uso de SO, por el deterioro que este ocasiona sobre las bayas debido a su mal manejo, se han
buscado alternativas de origen natural. Por ejemplo, se ha propuesto el uso de agentes de biocontrol
mediante microorganismos competitivos o capaces de sintetizar compuestos toxicos para B. cinerea.
Durante este mecanismo, agentes de control bioldgico son capaces de inhibir el desarrollo del
hongo, mediante estimulacion de defensas de la planta, o bien, mediante la competencia por
nutrientes. Habitualmente, organismos endofiticos (que pueden habitar al huésped sin ocasionarle
dafio) son los que pueden llevar a cabo esta tarea. Algunos ejemplos de estos microorganismos son
Bacillus subtilis, Trichoderma atroviride, Pseudomonas syringae y Aureobasidium pullulans
(Bolivar- Anillo et al., 2019).

Otra alternativa es la aplicacion de compuestos capaces de inducir respuestas de defensa en la
planta. Generalmente estos son hormonas presentes en la sefializacion de defensa, moléculas que
conforman la pared celular del patdégeno, o incluso componentes de la pared celular de la misma
planta. Jia y colaboradores (2015), demostraron que la aplicacion de MeJA a frutos de fresa y uva
mejorod su respuesta al ataque de B. cinerea, debido al aumento de la concentracion de compuestos
fendlicosy proteinas PR. Aziz y colaboradores (2003) observaron que, al aplicar laminarina, un
polisacarido obtenido del alga Laminaria digitata, aument6 la actividad enzimatica de quitinasa y
B-1,3- glucanasa, ademas se redujo la infeccion de B. cinerea en un 55%, en suspensiones celulares

y plantulas de vid.

2.5. Oligosacéaridos de Pectina

2.5.1. Generalidades

Los oligosacaridos de pectina (OSP) son componentes oligoméricos de dicha estructura polimérica,
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usualmente generados por la destruccion de la pared celular durante el ataque de patdgenos
mediante enzimas con actividad poligalacturonasa. Durante el ataque de B. cinerea, estos son
ampliamente generados al momento en que el hongo penetra la pared celular.

La pectina estd conformada principalmente por homogalacturonano, un polimero formado por
residuos de acido a-D-galacturénico unidos por enlace 1,4, y constituye hasta el 80% de la
estructura final, en dependencia de la especie. Su funcién dentro de la red péctica es dar la
estructuralineal a la matriz, asi como a otras macromoléculas pécticas, como xilogalacuronanos o

apiogalacturonanos (Patova et al., 2014).

2.5.2. Seiializacion Mediada por Oligosacaridos de Pectina

Como se menciond anteriormente, la defensa de plantas contra patdgenos puede ser iniciada
mediante el reconocimiento de patrones moleculares, sean aquellos asociados al patdégeno, o
aquellos provenientes de la degradacion de estructuras celulares, como es el caso de OSP. En
general, OSP inducirdn vias de sefializacion mediante cinasa asociadas a pared celular (WAK),
unidas a la fraccion péctica. Estas son liberadas mediante la accion de pectinasas. En respuesta a
la presencia de pectina, WAK activa a la proteina MPK3, que induce la expansion celular. Sin
embargo, cuando WAK es activada por fragmentos de pectina, ésta activara a MPK3y MPK6, lo
que inducird la sefializacion de respuesta a estrés. La activacion de esta via resulta en la produccion
de especies reactivas de oxigeno, activacion de genes de respuesta, la deposicion de calosa, y un
aumento en la concentracion de calcio en citosol (Choi y Klessig, 2016; Kohorn y Kohorn, 2012).
Es importante resaltar que los OSP deben de sufrir cambios para que estos puedan ser activos en la
transduccion de senales, y deben de ser lo suficientemente largos: aquellos con un grado de
polimerizacion entre 9 y 20 son idoneos, ya que oligdbmeros de esta longitud forman estructuras
tipo “caja de huevo” mas estables, aunque OSP de menos de 9 GP también pueden cumplir con la
transduccion de sefiales. Estas estructuras se uniran a WAK una vez ensambladas. Para tener un
efecto sobre la induccion de senales, los OSP deben conjugarse por medio de calcio
(Vidhyasekaran, 2014).

Davidsson y colaboradores (2017) evaluaron el efecto de la aplicacion de oligogalacturénidos
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cortos de 3 GP en Arabidopsis thaliana con el fin de evaluar la expresion de genes de defensa
relacionados con el ataque de patdgenos necrotroficos; encontraron que inducen la expresion de
dichos genes, sin embargo, demostraron que no hay expresion de genes relacionados con la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno, a diferencia de la aplicacion de oligogalacturonidos

largos.

2.5.3. Uso de Oligosacaridos de Pectina

Aziz, Heynaurd y Lambert (2004) observaron que la aplicacion de 0.5 mg/mL de
oligogalacturénidos en células de vid inducen la expresion de quitinasa y B-1,3-glucanasa, la
produccion de especies reactivas de oxigeno, y una reduccion de infeccion por B. cinerea de hasta
65% en hojas de vid. van Aubel y colaboradores (2014) utilizaron una mezcla de
oligogalacturénidos y qutiosano en uva y pepino y observaron su comportamiento ante el ataque
de Erysiphe mecator, y observaron que hubo una reduccion significativa en la incidencia y
severidad de la infeccion en ambas frutas.

También se ha estudiado el efecto de oligosacaridos de pectina en la induccion de resistencia a
estrés ante el ataque del hongo, asi como a estrés abidtico. Virgen-Ortiz y colaboradores (2019)
observaron que, al aplicar oligosacaridos de pectina en frutos de fresa, aument6 la actividad de
quitinasa, B- 1,3-glucanasa y fenilalanina-amonio liasa, asi como la concentracion de fenoles

totales y antocianinas. Ademads, se observd un retraso en el deterioro de la fruta.
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3. HIPOTESIS

La aplicacion poscosecha de oligosacaridos de pectina en uva de mesa variedad Perlette
inducird cambios en la expresion de genes relacionados con la defensa contra fitopatdgenos e

incrementara su resistencia al ataque de Botrytis cinerea durante la poscosecha.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacion poscosecha de oligosacaridos de pectina en la induccion de
marcadores moleculares de resistencia a patdgenos, para reducir el deterioro por infeccion de

Botrytis cinerea en uva de mesa variedad Perlette.

4.2. Objetivos Especificos

e Evaluar los pardmetros de calidad de uva de mesa cv. Perlette posterior a la aplicacion de
oligosacaridos de pectina de grado de polimerizacion 3 a 20, particularmente la firmeza, el

color, el contenido de solidos solubles y de la acidez titulable de las bayas.

e Examinar el cambio en el contenido de fenoles totales en el epicarpio de las uvas después de

ser tratadas con oligosacaridos de pectina.
e Determinar cambios en la expresion de genes relacionados con resistencia en vid, como
quitinasa 1V, B-1,3-glucanasa y fenilalanina-amonio liasa por efecto de la aplicacion de

oligosacaridos de pectina, siendo los genes de interés.

e Evaluar durante poscosecha la reduccion de la infeccion de Botrytis cinerea en uvas de mesa

posterior a la aplicacion de oligosacaridos de pectina.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.1 Material Vegetal

Uvas de mesa variedad Perlette fueron obtenidas el dia de cosecha en el viiiedo “Don Elias”,
ubicado en el municipio de San Miguel de Horcasitas, Sonora, México (29° 24' 53.8" N, 110° 48'
12.5" O), empacadas en bolsas de polietileno de baja densidad. Estas fueron almacenadas a 4°C y

95% de humedad relativa (HR) durante todo el experimento.

5.1.2. Obtencion del Inoculo

Se obtuvo a partir de una cepa de Botrytis cinerea (ATCC 48339) donada por el Laboratorio de
Ecologia Quimica de CIAD, A. C., y se propagé mediante su siembra en placas de agar papa
dextrosa que se incub6 durante 9 dias a 25°C. El micelio desarrollado fue resembrado en agar papa
dextrosa,y se incub6 a 25°C.

Una vez desarrollado el hongo, se agreg6 a la placa 5 mL de agua destilada con 0.01% de Tween
80 al 0.02%, y se raspd con una varilla de vidrio estéril. El indculo se recolectdé en un matraz
Erlenmeyer, filtrando con una gasa estéril para eliminar el micelio; una vez filtrado, el inoculo se
centrifugd a 5000 g y posteriormente se homogeneizo en agua destilada con 0.01% de Tween 80
al 0.02% hasta obtener una concentracion de 1x10% esporas por mL en camara de Neubauer

(Campa-Siqueiros et al., 2017).
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5.1.3 Oligosacaridos de Pectina

Para este proyecto se utiliz6 una mezcla de oligosacaridos de pectina de 3 a 20 GP, obtenida
previamente en el laboratorio de Fisiologia Vegetal por el método descrito por Vera-Guzman y

colaboradores (2017).

5.2. Métodos

5.2.1. Tratamientos

5.2.1.1. Aplicacién de tratamientos de oligosacéridos de pectina en uvas de mesa para ensayos de
calidad, contenido de fenoles totales, y expresion de genes. Las bayas de cultivar Perlette
previamente descritas fueron separadas en cuatro grupos con el mismo nimero de racimos
quitando aquellos que presentaron dafios o defectos en sus bayas, correspondientes a las
concentraciones de oligosacaridos de pectina utilizadas para el experimento, de 1, 5,y 9 g/L, asi
como el control que consistid en agua destilada. Los tratamientos se aplicaron mediante aspersion,
sobre 390 gramos de uva en racimos previamente inspeccionados y desinfectados con hipoclorito
de sodio al 2%, para asegurar que estén libres de infecciones o dafios visibles. Una vez secas las
frutas se almacenaron en envases cerrados a 4°C y 90% HR. Se realizaron muestreos a los 0, 1, 3,

5, 10, y 15 dias después de la aplicacion de los tratamientos.

5.2.1.2. Evaluacién del efecto de los oligosacaridos de pectina sobre la incidencia de pudricion
gris causada por Botrytis cinerea en racimos de uva de mesa. Por cada unidad experimental, se
utiliz6 un racimo con 10 bayas libres de lesiones e infecciones visibles, desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 2% por inmersion durante 5 minutos. Una vez desinfectadas, se les
administraron los tratamientos de oligosacaridos de pectina (1, 5y 9 g/L), asi como agua estéril

como tratamiento control, y se dejaron secar.
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Con un bisturi estéril, se hizo una puncién sobre la baya, cerca del pedunculo, y se inoculd mediante
aspersion de 5 mL de solucion de 1 x 10% esporas. Cada racimo fue almacenado en una caja de
plastico, dentro de una cdmara de refrigeracion a 4°C y 90% de humedad relativa durante 38 dias,
y las observaciones se realizaron primero a los dias 1, 3, 5, 10, 15 y 20 posteriores a inoculacion,
y después cada dos dias, cuantificando el nimero de bayas con presencia de pudricion gris (Campa-
Siqueiros et al., 2017). Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de incidencia, de

acuerdo con la siguiente féormula:

Uvas con sintomas

Incid ia = x 100
neaencia Total de Uvas

5.2.2 Analisis de Calidad de las Uvas Tratadas

5.2.2.1. Firmeza. Veinticinco bayas por tratamiento fueron seleccionadas para ser analizadas con
un equipo FirmTech2 (Bioworks, KS, EUA). Los datos obtenidos representan la fuerza necesaria
para deformar 1 mm de la baya expresado como gramos fuerza por milimetro (g/mm). Se reporta

el porcentaje de firmeza promedio de cada muestra.

5.2.2.2. Color. Se seleccionaron 25 bayas por tratamiento para ser analizadas con un colorimetro
(CR-300, Minolta, Japon) equipado con un iluminador D65. Los parametros analizados fueron
luminosidad (L*), coordenadas rojo/verde (a*) y coordenadas amarillo/azul (b*). Los resultados
se expresaron como valores L*, croma (C*; 1) y tono (h*; 2)), estos dos ultimos obtenidos

utilizando las siguientes ecuaciones:

C*= (a2 + b2)/2(1)
h* = arctan(b*/a*) (2)
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5.2.2.3. S¢élidos solubles totales. Diez bayas por cada tratamiento fueron maceradas y filtradas, con
el fin de obtener su jugo. Una vez obtenido, se determind su contenido de sélidos solubles totales
mediante un refractometro digital Pocket Refractometer Pal-1 (Atago, Japon), y los resultados se

expresaron como grados Brix (°Brix).

5.2.2.4. Determinacion de acidez titulable. Quince gramos de uva por cada tratamiento fueron
licuados con 50 mL de agua neutra. A partir de la mezcla licuada se obtuvieron 50 mL. Las
muestras fueron analizadas utilizando un sistema de titulacion automatica DL21 (Mettler Toledo,
OH, EUA), neutralizando el 4cido con NaOH 0.1 N hasta llegara un pH de 8.2. Los resultados
obtenidos se expresaron como gramos de equivalentes de acido tartarico por cada 100 gramos de

tejido fresco

5.2.3. Determinacion de Fenoles Totales

Para la determinacion de fenoles totales, se obtuvieron 2 g de epicarpio de uva por cada tratamiento,
los cuales fueron homogeneizados con 4 mL metanol grado reactivo al 80% (Sigma-Aldrich).
Posteriormente, las muestras se llevaron a bafio ultrasoénico (Branson 1510, Branson Ultrasonics,
CT, EUA) por 30 minutos, para después centrifugarse por 15 minutos a 14000 RPM en
refrigeracion a 4°C (Sorvall RC5 Plus, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), y recuperar el
sobrenadante. El pellet residual es tratado nuevamente; el sobrenadante recuperado se incorpora
con el anterior, y se afora a 8 mL.

Una vez obtenidos los extractos, se mezclan 0.50 mL del extracto con 0.125 mL de reactivo de
Folin-Ciocalteu 1 Ny 3.125 mL de agua destilada, y se deja reposar por 5 minutos; posteriormente
se agregan 0.750 mL de solucidon acuosa de carbonato de sodio al 20% y 0.950 mL de agua
destilada. La mezcla se deja reposar durante 30 minutos en oscuridad a 23°C, y se mide
absorbancia a 765 nm en espectrofotometro (Shimadzu UV Spectrophotometer 1700). Los
resultados se expresan como mg de equivalentes de acido galico por 100 g de cascara de uva en

peso fresco (Singleton y Rossi, 1965).
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5.2.4. Evaluacion del Efecto de Oligosacaridos de Pectina sobre la Expresion de Genes

Relacionados con Resistencia en Uva de Mesa

5.2.4.1. Aislamiento de RNA total y sintesis de ¢cDNA. A partir de 0.2 g de epicarpio de uva
previamente congelado con NO2 liquido y molido se extrajo el RNA total, siguiendo la
metodologia reportada por Ford y colaboradores (2008), con algunas modificaciones. Una vez
obtenido el material genético, éste fue tratado con DNasa (DNA-free Kit, Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA).

Para verificar la calidad del RNA, se analiz6 segtn la relacion de absorbancia espectrofotométrica
A260/280 y A260/230 utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).
Para verificar la integridad, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se observo la

integridad de las bandas correspondientes a las fracciones de rRNA 28S y 18S.

Para la sintesis de cDNA, se utilizo el kit SuperScript TM II Reverse Transcriptase (Thermo Fisher

Scientific, MA, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.2.4.2. Andlisis de expresion de genes mediante RT-qPCR. Para el ensayo de PCR en tiempo real,
se utilizaron secuencias de oligonucleotidos de quitinasa (ChilVC)), B-1,3-glucanasa (Glu),
fenilalanina-amonio liasa (PAL), y actina (ACT) (Cuadro 1). Las secuencias de CHIT4C, GLU y
PAL utilizadas fueron reportadaspreviamente por Lambert y colaboradores (2013), y la secuencia
de ACT por Garcia-Baldenegro y col. (2016). Las secuencias de nucledtidos se pueden observar
en el cuadro 1.

Las reacciones de qPCR fueron realizadas por triplicado, en un sistema de PCR en tiempo real
StepOne (Applied Biosystem Inc., CA, EUA) de 48 pozos. Cada reaccion de 20 uL fue constituida
por 20 ng de cDNA, 3 uL de la mezcla de cebadores 5 uM (1.5 pL tanto de la secuencia sentido y
la antisentido), 10 puL de reactivo iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, CA,EUA),
aforando con agua tratada con DEPC 0.1%. Las condiciones de amplificacioén fueron a 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y a 60°C por 1 minuto.

Los resultados obtenidos se normalizaron con los niveles de expresion de ACT, y se calculd el
cambio relativo en la expresion de los genes de interés (Livak y Schmittgen, 2001). Los resultados

se expresaron como cambios con respecto al tratamiento correspondiente en el dia cero.
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Cuadro 1. Lista de cebadores usados en PCR en tiempo real.

Gen No. de Acceso [Sentido (5" —3”) )Antisentido (5° — 3-)

CHIT4C |AY 156047 GGCGACGAATCCATTTATG CGGAACAAGGGTTTCATAA
TTA TTC

GLU AF239617 TACCTCTTTGCCATGTTTGA AGTACTTCGGCTGTTTGTTT
TG GG

PAL X755967 TGCTGACTGGTGAAAAGGT CGTTCCAAGCACTGAGACA
G A

STS XM 002262908 TTCAGCAGGAGCCATTGCC ACACATGCCTAGTTGCTTCC
G AA

ACT AF369524 GCTGAGAGATTCCGTTGTCCIGCCACCACCTTGATCTTCAT

5.2.6. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron de acuerdo con un disefio aleatorio simple en cada dia de

muestreo mediante un analisis de varianza. Se reportaron medias de cuatro repeticiones con su

desviacion estandar. Se evaluaron diferencias significativas entre las medias a través de la prueba

de Tukey-Kramer, con un nivel designificancia de 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Analisis de Calidad de Uvas Tratadas

6.1.1. Firmeza

A lo largo de 15 dias de muestreo, se observo pérdida gradual de firmeza en todas las uvas
almacenadas, sin embargo, no se observd diferencia significativa en los valores de firmeza

reportados en ningun dia con respecto al control o entre tratamientos (p>0.05; fig. 1).
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1. Firmeza de uvas de mesa variedad Perlette durante almacenamiento a 4°C y90% HR, tratadas
con oligosacaridos de pectina de 3-20 GP en dosis de 1, 5y 9 g/L. Letras distintas en cada dia de
almacenamiento indican diferencias significativas (p<0.05).

La firmeza de una fruta es un parametro de calidad importante, ya que esta nos indica su estado de

madurez y tiene influencia sobre la aceptabilidad de este ante consumidores. La pérdida de firmeza
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conlleva al descarte y desperdicio de fruta, asi como susceptibilidad ante patégenos durante la
poscosecha, y es causada por la accion de enzimas hidroliticas que actian sobre la pared celular,
causando reduccion en la turgencia celular, asi como la pérdida de agua del fruto (Jackman y
Stanley, 1995; Brummel y Harpster, 2001).

La reduccion en la pérdida de firmeza en frutos de fresa se ha reportado por la aplicacion de Sy 9
g/L. de OSP después de almacenamiento a 2°C y 90% HR por 14 dias (Virgen-Ortiz et al.,2020),
en contraste con los resultados obtenidos en uva. Lu y colaboradores (2021) observaron que, al
tratar frutos de tomate con una solucion al 4% de OSP, retardaron por seis dias la pérdida de firmeza
durante almacenamiento a 25°C y 90-95% HR, lo que indica que la inhibicién de enzimas
degradativas de pared celular, como S/PG2 contribuyen a este fendémeno. Al-Qurashi y Awad, en
2015, observaron que la aplicacion de quitosano en uvas cv. “El-Bayadi” contribuyd a disminuir
la pérdida de firmeza después de 30 dias de almacenamiento en frio y en almacenamiento a 20°C,

atribuyendo este efecto a la formacion de una barrera semipermeable.

6.1.2. Color

Ninguno de los pardmetros de color fueron afectados por la aplicacion de oligosacaridos de pectina
con respecto a las uvas control (p > 0.05). En uvas, cuando se habla de color, principalmente es
referido al contenido de antocianinas que estas tienen, ya que la concentracion de estos pigmentos
influenciara el color rojo de las bayas. Sin embargo, en variedades blancas de uvas no hay presencia
de estos compuestos, debido a mutaciones en genes relacionados con su sintesis, lo cual impide la
coloracion roja en estas uvas (Ferreira, 2019), haciendo que los principales compuestos
relacionados con el color sean clorofilas y carotenoides, que proporcionan un cambio de verde a
amarillo dependiendo del estado de madurez de la baya (Rocchi ez al., 2016).

La aplicacion de oligosacaridos de pectina ha resultado en la mejora de pardmetros de color en
variedades rojas de uva, debido a la induccién de genes relacionados con la sintesis de antocianinas
(Ochoa-Villarreal ef al., 2011; Sandoval-Silva et al., 2021), por lo que, en variedad Perlette, no se
esperan cambios en el tono ni matiz asociados a la activacion de mecanismos biosintéticos

relacionados con la via de los fenilpropanoides.
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2. Cambios en el color de uva de mesa variedad Perlette durante el almacenamiento a 4°C y90%
HR por la aplicaciéon de OSP de 3-20 GP en concentraciones de 0, 1, 5y 9 g/L sobre los
parametros Croma, Hue y Luminosidad. Letras distintas en cada punto de muestreo indican
diferencia significativa (p<0.05).
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6.1.3. Sélidos Solubles Totales y Acidez Titulable

Ninguna de las concentraciones de oligosacaridos de pectina utilizadas en el experimento alteraron
significativamente la concentracion de sélidos solubles totales ni la acidez titulable de las uvas
durante el almacenamiento en frio (p>0.05). Las uvas de mesa, al ser un fruto no climatérico, no

sufren cambios significativos en estos parametros, especialmente en condiciones de

almacenamiento.
22
[ OsPO
OSP1
B OSP5
20 1 mmmm OSPY { {
.5 i = = = =
éﬂ 16 T
14 4
12 4
10
0 1 3 5 10 15

Dias de almacenamiento a 4°C
3. Efecto de la aplicacion de oligosacaridos de pectina de 3-20 GP en dosis de 0, 1,5y 9 g/L.
sobre el contenido de sélidos solubles totales en uvas cv. Perlette almacenadas a 4°C y 90% HR.
Letras distintas en cada punto en el tiempo indican diferencia significativa (p<0.05).
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4. Efecto de la aplicacion de oligosacaridos de pectina de 3-20 GP en dosis de 0, 1, 5y 9 g/
sobre la acidez titulable en uvas cv. Perlette almacenadas a 4°C y 90% HR. Letras distintas en
cada dia de almacenamiento indican diferencia significativa (p<0.05).

En uvas variedad Cabernet Sauvignon y Syrah, la aplicacion precosecha de oligosacaridos de
pectina (1.5 g/L) no alteré ninguno de estos parametros (Villegas et al., 2016; Sandoval-Silva et

al., 2021).

6.2. Fenoles Totales

La aplicacién de OSP de 3-20 GP no afectd significativamente (p>0.05) el contenido de fenoles
totales en las bayas tratadas con oligosacaridos de pectina, permaneciendo los valores entre 475 y
600 meq de AG de las bayas tratadas y del control durante el almacenamiento, como se puede
apreciar en la figura 5. Este resultado difiere al incremento en la expresion de PAL por efecto de
los OSP (figura 6) que desencadena el metabolsimo de los fenilpropanoides presentada del dia 5
al 15 de almacenamiento que se discutird posteriormente. Molina-Quijada y colaboradores (2010)

reportan que, en uvas variedad Perlette, el compuesto fenolico mayoritario es el acido gélico,
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seguido por resveratrol y rutina. En eventos de invasion de un patogeno, la sintesis de estilbenos
como el resveratrol es importante para combatir dicho ataque, y su sintesis ocurre gracias a la
actividad de PAL y estilbeno sintasa (STS) (Btaszczyk ef al., 2019). Ya que la concentracion de
acido galico es mucho mayor a la de resveratrol, un posible aumento de este ultimo pudiera no

influenciar significativamente el contenido total de compuestos fendlicos en uvas estimuladas.
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5. Efecto de la aplicacion de oligosacaridos de pectina de 3-20 GP en dosis de 0, 1, 5y 9 g/L
sobre el contenido de fenoles totales en uva de mesa cv. Perlette almacenadas a 4°C y 90% HR.
Literales diferentes en cada dia de muestreo indican diferencia significativa (p<0.05); n.s: no
significativo (p>0.05).

6.3. Resistencia Contra Botrytis cinerea

6.3.1. Expresion genética

El analisis de expresion de genes relacionados a la patogénesis demostrd que existen incrementos

significativos en la expresion de CHI y PAL por la aplicacion de OSP en la piel de las bayas del
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cultivar Perlette durante el almacenamiento a 4°C y 90% HR (figura 6). La expresion de CHI
incremento significativamente 2.5 veces en el dia 5 en las uvas tratadas con 9 g/L, regresando a
niveles similares a los de las uvas tratadas con 0, 1 y 5 g/L a los 10 y 15 dias de almacenamiento.
Los tratamientos de 1 y 5 g/L. de OSP presentaron niveles de expresion estadisticamente iguales al
control. La expresion de PAL de las bayas tratadas con 5 y 9 g/L incremento significativamente
con respecto al control en los dias 5 y 10 de almacenamiento refrigerado. A los 15 dias de
almacenamiento, la expresion de PAL en las bayas tratadas con 5 g/L presentaron una expresion 3
veces superior al resto de los tratamientos y el control.

La expresion de genes de resistencia contra el ataque de agentes patdgenos o condiciones adversas
es una parte fundamental para la defensa del tejido vegetal contra estos. Un aumento en la
expresion de estos genes puede deberse a condiciones ambientales no favorables, patrones
moleculares asociados a patdgenos, o patrones originados por el ataque de los mismos.

Se ha demostrado en estudios anteriores que la aplicacion de OSP en diversos tejidos vegetales
inducen un aumento en la expresion de PAL, CHI y GLU. Aziz y colab. (2004) observaron en
células de hoja de vid un aumento en la expresion de varios genes de resistencia, incluyendo PAL,
CHI 'y GLU, tras la aplicacion de 0.5 g/L de OSP y después de distintos intervalos de tiempo.
También se ha demostrado que la aplicacion de OSP en uvas pre-envero aumentan la expresion de
PAL induciendo la sintesis de antocianinas y la mejora del color en uvas rojas (Ochoa-Villarreal
et al., 2010; Villegas et al., 2016) Sin embargo, en este estudio, la expresion de PAL fue tardia
para activar el mecanismo de defensa contra fitopatogenos. En toronja tratada con OSP se observo
un aumento en la expresion de genes relacionados con actividad antioxidante después de 42 dias

de almacenamiento a 2°C (Vera-Guzman et al., 2019).
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6. Efecto de la aplicacion de oligosacaridos de pectina de 3-20 GP en dosis de 0, 1, 5y 9 g/L en
la expresion de genes relacionados con resistencia a B. cinerea en uva de mesa cv. Perlette

durante almacenamiento de 15 dias a 4°C y 90% HR. Letras distintas en cada dia de
almacenamiento indican diferencias significativas (p<0.05).
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6.3.2. Incidencia de Infeccion

En las condiciones de almacenamiento de este trabajo, la aplicacion de OSP de 3-20 GP en dosis
de 1, 5 y 9 g/L no redujeron la infeccion de B. cinerea en las bayas tratadas con respecto al control
(p>0.05; fig. 8). En todos los tratamientos y el control se observé clorosis severa con crecimiento
miceliar en la zona de puncion. Este efecto puede estar relacionado a los niveles de expresion de
los mecanismos de defensa de GLU y CHI, insuficientes para activar el mecanismo enzimatico
para contrarrestar el crecimiento micelial del fitopatogeno (fig. 7). En algunos casos se observé
rompimiento de la baya y crecimiento miceliar alrededor de la baya sin hacer diferencia entre

tratamientos.
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7. Efecto de la aplicacion de oligosacéridos de pectina de 3-20 GP en dosis de 0, 1,5y 9 g/L en
la incidencia de infeccion de B. cinerea en uva de mesa cv. Perlette durante almacenamiento a
4°Cy 90% HR. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05).
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Previamente se ha observado que la aplicacion de OSP por si mismos o en combinacion con otro
quimico permite que distintos frutos y tejidos retarden su deterioro natural o resistan el ataque de
microorganismos patdgenos. En hojas de vid cultivadas in vitro se observé una reduccion de hasta
el 65% del diametro de infeccion de Botrytis cinerea (Aziz et al., 2004). En uva se observé una
reduccion de hasta 38% de incidencia de infeccion y hasta 82% en severidad tras la aplicacion
preventiva de una mezcla de OSP y oligosacaridos de quitosano (concentracion final de 12.5 g/L;
aplicaciones de 3 1/ha) y un concentrado liquido soluble durante el desarrollo de frutos (van Aubel
et al., 2014). Asimismo, se observo reduccion de 3.3 y 6.7 veces en el indice de deterioro natural
en fresas tratadas con 5y 9 g/L de OSP (Virgen-Ortiz et al., 2019).

Se ha demostrado que la expresion de genes de resistencia inducida por la presencia de
microorganismos fitopatdgenos no es suficiente para prevenir o mitigar el dafio que estos causan
en el fruto, en algunos casos incluso siendo ineficaces debido a que el fitopatdogeno logra
contrarrestar estas medidas de resistencia. Este fendmeno se observo en uvas infectadas por
Erysiphe necator en distintos estados de madurez, donde la expresion y actividad de mecanismos
de resistencia contra el patdgeno resulto insuficiente para prevenir el avance la infeccion (Pimentel
etal.,2021).

En el caso de Botrytis cinerea, se ha demostrado que algunas cepas agresivas logran mitigar la
acumulacion de resveratrol en tejidos vegetales, convirtiéndolo mediante procesos oxidativos en
dimeros, y por tanto la induccion de esta fitoalexina resulta inefectiva contra el patogeno
(Cichewikz et al., 1999). Asimismo, se ha observado que B. cinerea promueve el deterioro de
tejidos vegetales mediante la sintesis y liberacion de especies reactivas de oxigeno, o mediante la
promocion de muerte celular programada debido a la induccidon de la respuesta hipersensible
(Govrin y Levine, 2000; Govrin et al., 2005; Hua et al., 2018).

El objetivo de este trabajo de investigacion fue determinar si el uso de oligosacaridos de pectina
en uvas de mesa puede inducir un aumento en la expresion de genes relacionados con resistencia
a fitopatdgenos, y si este efecto las hace mas resistentes al ataque de Botrytis cinerea, sin alterar
las caracteristicas de calidad de las bayas. Cabe resaltar que este es el primer estudio en abordar el
uso de este elicitor durante el almacenamiento poscosecha de uva de mesa. A pesar se logré inducir
la expresion de genes relacionados con resistencia (CHI y PAL) sin alterar negativamente las
caracteristicas de calidad de las uvas tratadas, no se observo mayor resistencia contra el ataque del

hongo en cuestion
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7. CONCLUSIONES

Considerando lo discutido anteriormente, se puede concluir que la mezcla de OSP de 3-20
GP inducen el incremento de la expresion de CHI 'y PAL en aplicacion poscosecha en dosis de 5 o
9 g/L, las cuales no inducen un incremento de expresion suficiente para activar los mecanismos de

resistencia contra patogenos de las uvas de mesa cv. Perlette.
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8. RECOMENDACIONES

Es posible que concentraciones mas altas de OSP logren promover mayor resistencia contra
el patdgeno, lo cual se ha observado en tomate tras la aplicacion de una solucion de OSP 4% (p/v)
y almacenamiento por 48h a 25°C, logrando una reduccion de hasta 44.4% con respecto al control,
y un aumento en la expresion de SIPAL y SIPR1 el cual codifica para la proteina de resistencia PR1
(Lu et al., 2021).
Se recomienda expandir este proyecto con concentraciones mas altas de oligosacaridos de pectina;
una concentracion viable seria 40 g/L segln la bibliografia consultada, asi como el andlisis de més
genes relacionados, entre ellos ST, el cual se validdo durante este proyecto. Asimismo, se
recomienda analizar el uso de oligosacaridos de pectina en combinacion con otro elicitor.
También se recomienda analizar la actividad de enzimas relacionadas con resistencia al ataque de
patogenos, con el fin de hacer una correlacion con los niveles expresion relativa observados del

gen en cuestion.
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10. ANEXOS

10.1. Analisis Preliminares de Calidad de Uvas de Mesa cv. Perlette Cosechadas en Junio 2019

tras la Aplicacion de Distintas Concentraciones de OSP.
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Fig. 8. Cambios en la firmeza de uvas de mesa cv. Perlette durante almacenamiento a 4°C y90%
HR, tratadas con oligosacaridos de pectina de 3-20 GP en dosis de 1, 5 y 9 g/L. Letras distintas

en cada punto de muestreo indican diferencias significativas (p<0.05)
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Fig. 9. Cambios en el color de uva de mesa variedad Perlette durante el almacenamiento a 4°C y
90% HR por la aplicacion de oligosacéridos de pectina sobre los pardmetros L* (A), C* (B) y h*

(C). Letras distintas en cada punto de muestreo indican diferencia significativa (p<0.05)
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Fig. 10. Efecto de la aplicacion de oligosacaridos de pectina sobre el contenido de s6lidos

solublestotales (A) y acidez titulable (B) en uvas cv. Perlette. Letras distintas en cada punto en el

tiempo indican diferencia significativa (p<0.05).
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10.2. Validacion de STS
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Fig. 11. Validacion del gen estilbeno sintetasa (S7'S) con respecto al gen constitutivo actina
(ACT) y GPDH.

51



	APROBACIÓN
	DECLARACIÓN INSTITUCIONAL
	AGRADECIMIENTOS
	CONTENIDO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE CUADROS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	2. ANTECEDENTES
	2.1. Generalidades de la Uva
	2.1.1. Importancia Económica de la Uva
	2.1.2. Parámetros de Calidad de la Uva
	2.1.3. Pérdida o Desperdicio de la Uva de Mesa

	2.2. Botrytis cinerea
	2.2.1. Generalidades
	2.2.2. Mecanismo de Infección
	2.2.3. Factores de Virulencia

	2.3. Mecanismos de Defensa
	2.3.1. Generalidades
	2.3.2. Proteínas Relacionadas con Patogénesis (PR)
	2.3.3. Vía de Síntesis de Fenilpropanoides

	2.4. Control Industrial de Botrytis cinerea
	2.4.1. Actividades Culturales
	2.4.2. Uso de Fungicidas
	2.4.3. Dióxido de Azufre
	2.4.4. Métodos Alternativos

	2.5. Oligosacáridos de Pectina
	2.5.1. Generalidades
	2.5.2. Señalización Mediada por Oligosacáridos de Pectina
	2.5.3. Uso de Oligosacáridos de Pectina


	3. HIPÓTESIS
	4. OBJETIVOS
	4.1. Objetivo General
	4.2. Objetivos Específicos

	5. MATERIALES Y MÉTODOS
	5.1. Materiales
	5.1.1 Material Vegetal
	5.1.2. Obtención del Inóculo
	5.1.3 Oligosacáridos de Pectina

	5.2. Métodos
	5.2.1. Tratamientos
	5.2.1.1. Aplicación de tratamientos de oligosacáridos de pectina en uvas de mesa para ensayos de calidad, contenido de fenoles totales, y expresión de genes. Las bayas de cultivar Perlette previamente descritas fueron separadas en cuatro grupos con el...
	5.2.1.2. Evaluación del efecto de los oligosacáridos de pectina sobre la incidencia de pudrición gris causada por Botrytis cinerea en racimos de uva de mesa. Por cada unidad experimental, se utilizó un racimo con 10 bayas libres de lesiones e infeccio...

	5.2.2 Análisis de Calidad de las Uvas Tratadas
	5.2.2.1. Firmeza. Veinticinco bayas por tratamiento fueron seleccionadas para ser analizadas con un equipo FirmTech 2 (Bioworks, KS, EUA). Los datos obtenidos representan la fuerza necesaria para deformar 1 mm de la baya expresado como gramos fuerza p...
	5.2.2.2. Color. Se seleccionaron 25 bayas por tratamiento para ser analizadas con un colorímetro (CR-300, Minolta, Japón) equipado con un iluminador D65. Los parámetros analizados fueron luminosidad (L*), coordenadas rojo/verde (a*) y coordenadas amar...
	5.2.2.3. Sólidos solubles totales. Diez bayas por cada tratamiento fueron maceradas y filtradas, con el fin de obtener su jugo. Una vez obtenido, se determinó su contenido de sólidos solubles totales mediante un refractómetro digital Pocket Refractome...
	5.2.2.4. Determinación de acidez titulable. Quince gramos de uva por cada tratamiento fueron licuados con 50 mL de agua neutra. A partir de la mezcla licuada se obtuvieron 50 mL. Las muestras fueron analizadas utilizando un sistema de titulación autom...

	5.2.3. Determinación de Fenoles Totales
	5.2.4. Evaluación del Efecto de Oligosacáridos de Pectina sobre la Expresión de Genes Relacionados con Resistencia en Uva de Mesa
	5.2.4.1. Aislamiento de RNA total y síntesis de cDNA. A partir de 0.2 g de epicarpio de uva previamente congelado con NO2 líquido y molido se extrajo el RNA total, siguiendo la metodología reportada por Ford y colaboradores (2008), con algunas modific...
	5.2.4.1. Aislamiento de RNA total y síntesis de cDNA. A partir de 0.2 g de epicarpio de uva previamente congelado con NO2 líquido y molido se extrajo el RNA total, siguiendo la metodología reportada por Ford y colaboradores (2008), con algunas modific...
	5.2.4.2. Análisis de expresión de genes mediante RT-qPCR. Para el ensayo de PCR en tiempo real, se utilizaron secuencias de oligonucleótidos de quitinasa (ChiIVC)), β-1,3-glucanasa (Glu), fenilalanina-amonio liasa (PAL), y actina (ACT) (Cuadro 1). Las...

	5.2.6. Análisis Estadístico


	6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
	6.1. Análisis de Calidad de Uvas Tratadas
	6.1.1. Firmeza
	6.1.2. Color
	6.1.3. Sólidos Solubles Totales y Acidez Titulable

	6.2. Fenoles Totales
	6.3. Resistencia Contra Botrytis cinerea
	6.3.1. Expresión genética
	6.3.2. Incidencia de Infección


	7. CONCLUSIONES
	8. RECOMENDACIONES
	9. REFERENCIAS
	10. ANEXOS
	10.1. Análisis Preliminares de Calidad de Uvas de Mesa cv. Perlette Cosechadas en Junio 2019 tras la Aplicación de Distintas Concentraciones de OSP.
	10.2. Validación de STS


