= UNIVERSIDADE DA CORURA

Facultade de Ciencias

Efecto de las heridas sobre la resistencia
de frutos de pimiento a Botrytis cinerea

Efecto das feridas sobre a resistencia de
froitos de pemento a Botrytis cinerea

Effect of wounding on pepper fruit
resistance to Botrytis cinerea




Departamento de Bioloxia Animal,
Bioloxia Vexetal e Ecoloxia

% UNIVERSIDADE DA CORUNA

D. JOSE DIAZ VARELA, PROFESOR TITULAR DE FISIOLOGIA VEGETAL, DOCTOR EN
BIOLOGIA, Y D. JAVIER VELOSO FREIRE, PROFESOR CONTRATADO INTERINO DE
SUSTITUCION DE FISIOLOGIA VEGETAL, DOCTOR EN BIOLOGIA, DEL DEPARTAMENTO DE
BIOLOXIA ANIMAL, BIOLOXIA VEXETAL E ECOLOXIA DE LA UNIVERSIDADE DA CORUNA

INFORMAN:

Que el presente Trabajo de Fin de Grado presentado por el alumno DIEGO GAGO MESEJO
y titulado

" Efecto de las heridas sobre la resistencia de frutos de pimiento a Botrytis cinerea”
“Efecto das feridas sobre a resistencia de froitos de pemento a Botrytis cinerea”
“Effect of wounding on pepper fruit resistance to Botrytis cinerea”

ha sido realizado bajo su direccion y autorizan su presentacién a fin de que pueda ser juzgado por

el tribunal correspondiente.

Y para que asi conste, expiden y firman el presente informe en A Corufia, a 21 de Julio de 2015.

i S/ ;:/ j S
/ 1
/ _ X

Fdo. José Diaz Varela Fdo. Javier Veloso Freire




iNDICE

Pagina
1. Introduccién 1
1.1 Capsicum annuum L. 1
1.1.1 Aspectos botanicos 1
1.1.2 Importancia agricola y econdmica 1
1.2 Enfermedades del pimiento 2
1.2.1 Botrytis cinérea 3
1.2.1.1 Introduccion 3
1.2.1.2  Ciclo de vida 4
1.3 Hormonas y resistencia a organismos patégenos S
1.4 Heridas y calidad del fruto 6
1.5 Heridas, hormonas y resistencia a patégenos 6
2. Objetivos 9
3. Materiales y métodos 10
3.1 Material vegetal 10
3.2 Material fungico 10
3.3 Realizacion de las heridas 10
3.4 Inoculacion con Botrytis cinerea 10
3.5 Evaluacion de los sintomas causados por Botrytis cinerea 10
3.6 Método de exposicion al etileno 1
3.7 Extraccion de muestras 11
3.8 Determinacion de sélidos solubles 11
3.9 Determinacion de compuestos fendlicos solubles totales 1
3.10 Muestreo de frutos de Capsicum annuum en diferentes establecimientos 12
3.11 Anélisis estadistico 12
4. Resultados 13
4.1 Efecto de las heridas sobre la resistencia a Botrytis cinerea 13
4.2 Efecto de las heridas y etileno sobre la resistencia a Botrytis cinerea 13
4.3 Efecto de las heridas sobre los sdlidos solubles totales 14
4.4 Efecto de las heridas sobre los de compuestos fendlicos solubles totales 14
4.5 Muestreo del estado de los frutos de Capsicum annuum 15
5. Discusion 16
6. Conclusiones 18
7. Bibliografia 19



Resumen

Los frutos son productos perecederos que se encuentran expuestos de forma continua a factores que disminuyen
su valor, tanto econémico como nutricional, por lo que numerosos estudios se centran en como frenar o evitar su
deterioro. En este estudio se intent6 inducir resistencia frente a Botrytis cinerea en frutos de pimiento verde,
Capsicum annuum, mediante la aplicacion de heridas y heridas combinadas con etileno sobre la superficie del fruto.
Se demostré que tanto las heridas, como la combinacién de heridas y etileno no inducen resistencia a Botrytis
cinerea en el fruto. Por el contrario las heridas aumentan la susceptibilidad del fruto, ya que al romper la cuticula
eliminan la principal barrera defensiva del fruto frente a las infecciones por parte de organismos patégenos. Los
analisis bioquimicos realizados sobre pimientos control y heridos mostraron que el contenido de compuestos
fendlicos solubles totales permanecia inalterado mientras que el contenido de sélidos solubles totales registraba un
aumento significativo en respuesta a las heridas. Ademas se realizd un muestreo en seis establecimientos
comerciales con el fin de determinar si existen heridas u otros dafios en los frutos a la venta, demostrandose que si
existen diferencias en cuanto a la calidad de los frutos en funcién del establecimiento elegido.

Resumo

Os froitos son produtos perecedoiros que se atopan expostos de forma continua a factores que diminten o seu
valor, tanto econdmico como nutricional, polo que numerosos estudios céntranse en como frear ou evitar o seu
deterioro. Neste estudio intentouse inducir resistencia frente a Botrytis cinerea en froitos de pemento verde,
Capsicum annuum, mediante a aplicacion de feridas e feridas combinadas con etileno sobre a superficie do froito.
Demostrouse que tanto as feridas, coma a combinacion de feridas e etileno non inducen resistencia a Botrytis
cinerea nos froitos. Polo contrario, as feridas aumentan a susceptibilidade do froito, xa que 6 romper a cuticula
eliminan a principal barreira defensiva do froito frente as infeccidns por parte dos organismos patéxenos. As analises
bioquimicas realizadas sobre pementos control e feridos amosaron que o contido de compostos fendlicos solubles
totais non cambiou, mais o contido en solidos solubles totais rexistrou un aumento significativo en resposta as
feridas. Ademais realizouse unha mostraxe en seis establecementos comerciais coa fin de determinar se existen
feridas ou outros danos nos froitos a venda, demostrandose que si existen diferencias en canto a calidade dos froitos
en funcién do establecemento escollido.

Abstract

Fruits are perishable products that are constantly exposed to factors that decrease not only their economical value
but their nutritional value too. That is why a high number of researches are based on the way we could stop or avoid
their deterioration. In this research, we have tried to induce resistance to Botrytis cinerea in green pepper fruits,
Capsicum anuum, by making wounds over the surface of the fruit and treating them with ethylene plus wounds. It
has been determined that both, wounds and ethylene plus wounds do not induce resistance to Botrytis cinerea in the
fruits. Indeed, wounds caused an increase in susceptibility, because they break the cuticle, the main fruit’s defensive
barrier against infections caused by pathogen organisms. Biochemical analysis we have carried out in control and
wounded peppers revealed that the content of total soluble phenolic compounds remain unchanged, while the content
of total soluble solids increased as a response to wounding. In addition, a comparative study was carried out,
surveying six different supermarkets in order to determine if commercial fruits were wounded or damaged in other
ways. We found differences in fruit quality among different supermarkets.



1. Introduccién
1.1 Capsicum annuum L.
1.1.1 Aspectos hotanicos

Los pimientos son plantas herbaceas pertenecientes al género Capsicum, de la familia de las Solanaceas, con
un ciclo de cultivo anual; su porte varia entre los 50 cm y los 2 m de altura. Su sistema radicular es pivotante y
profundo, con numerosas raices adventicias que pueden penetrar hasta 1 m en el suelo. Su tallo es recto y de
crecimiento limitado, ramificAndose cuando llega a una determinada altura que varia en funcion de la variedad
y que continta ramificindose de forma dicotdmica hasta el final de su ciclo de vida. Las hojas son enteras,
glabras y lanceoladas, de insercion alterna y tamafio variable en funcién de la variedad. Las flores aparecen
de forma solitaria en cada nudo del tallo, insertadas en la base de las hojas. Los frutos son bayas huecas
divididas en camaras conectadas de numero variable con un peso que oscila entre unos pocos gramos hasta
mas de 500 gramos. Su color depende de la variedad, pudiendo ser verdes, naranjas, rojos, amarillos, violetas
0 blancos. Las semillas se encuentran suspendidas en un cono invertido en la parte superior de las camaras,
de color amarillo palido y de forma arrifionada su tamafio varia entre los 3 y 5 mm (Nuez et al., 1996).

Actualmente existen 40 especies de pimiento distribuidas por las regiones tropicales y subtropicales de
América. Los principales origenes de esta diversidad se encuentran en México y en Mesoamérica. Cinco de
estas especies han sido domesticadas, de las cuales la mas importante es Capsicum annuum L. Las otras
cuatro especies son C. baccatum L. y C. pubescens Ruiz & Pav., que fueron domesticadas en los Andes
Peruanos y C. chinense Jacq. y C. frutescens L. que fueron domesticadas en la cuenca del Amazonas y en
América central respectivamente. Las especies restantes solo han sido ocasionalmente utilizadas por el
hombre pero constituyen un gran reservorio de genes de resistencia contra enfermedades y plagas (Adkins et
al., 2003)

1.1.2 Importancia agricola y econdmica

Desde hace décadas el pimiento supone uno de los cultivos mas extendidos, constituyendo el quinto cultivo
horticola en cuanto a superficie cultivada se refiere y el octavo en cuanto a produccion total (Nuez et al., 1996;
Diaz y Veloso, 2012). En el 2011 se produjeron en el mundo cerca de 30 millones de toneladas de fruto de
pimiento anuales (F.A.O., 2015), siendo Espafia el sexto pais del mundo por produccién (Tabla 1) y el segundo
exportador a nivel mundial (Figura 1). Ademés el pimiento es uno de los cultivos horticolas bajo invernadero
con mayor superficie cultivada en nuestro pais, concentrandose la produccién en las costas de clima
mediterraneo de las provincias de Aimeria. Alicante y Murcia.

Tabla 1- Produccion mundial de fruto de pimiento en
2011 (F.A.O., 2015)

Pais Toneladas
China 15.545.683
México 2131.740
Turquia 1.975.270
Indonesia 1.483.080
USA 1.018.490
Espaia 898.260

| Egipto 670.434
Nigeria 449.594

| Argelia 400.000
Otros 5.366.478
Total 29.993.029
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Figura 1. Exportaciones de pimientos en el
mundo en 2011 (F.A.O., 2015)

El éxito del pimiento principalmente radica en que su produccién va dirigida a cuatro destinos de consumo, en
fresco, seco, pimentdn y en conserva, muchos més que los que actualmente se le da a la mayoria de las frutas
y verduras, que mayoritariamente suelen consumirse frescas, 0 en contadas ocasiones, en conserva (Infoagro,
2015). Recientemente los pimientos han ampliado ain mas sus usos incorporandose al mundo de las plantas
ornamentales, ya que algunas variedades enanas y con frutos pequefios pero de colores brillantes se estan
popularizando bajo el nombre de Aji decorativo, pudiéndose encontrar con facilidad en un gran nimero de
establecimientos de jardineria (Figura 2).

A B C D E

Figura 2. Usos mas habituales del fruto del pimiento. (A) Consumo fresco. (B) Consumo seco. (C) Molido para pimenton. (D) En conserva.
(E) Como planta ornamental.

1.2 Enfermedades del pimiento

El pimiento al igual que ofras plantas es susceptible a un gran nimero de enfermedades. Dependiendo del
pais y clima donde se cultive cada productor tiene que controlar una serie de patégenos y plagas que afectan
al rendimiento y a la calidad del fruto. En nuestras latitudes se manifiestan diversas enfermedades que causan
numerosas pérdidas (Tabla 2).



Tabla 2- Principales plagas y patdgenos del pimiento.

Plagas Patdgenos

Bemisia tabaci Gennadius (Mosca blanca) Botrytis cinerea Pers.:Fr. (Podredumbre gris)
Frankliniella occidentalis Pergande (Trips) Leveillula taurica (Lév). G. Arnauld (Qidio)
Helicoverpa armigera Hubner (Heliothis) Phytophthora capsici Leon. (Seca del pimiento)
Myzus persicae Sulzer Pulgones) Verticillium dahliae Kleb.(Verticilosis del pimiento)
Polyphagotarsonemus latus Banks (Arafia blanca) Virus del bronceado del tomate (TSWV)
Tetranychus urticae V.L.Koch (Arana roja) Virus del mosaico del tabaco (TMV)

Los frutos son productos horticolas perecederos especialmente sensibles al deterioro durante las etapas de
maduracion y postcosecha, cuando las pérdidas aumentan debido a la propia senescencia de los frutos, a las
enfermedades o al incorrecto almacenamiento de los mismos. Aunque existen multitud de factores que afectan
al deterioro, la actividad microbiana es el factor mas importante (Sommer, 1982). En los paises desarrollados
las pérdidas oscilan entre un 10-30 % anuales, mientras que en los paises en vias de desarrollo las perdidas
suponen un 30-50% anual debido a la falta de saneamiento y refrigeracién (Salunkhe et al., 1991; Legard et
al., 2000).

1.2.1 Botrytis cinerea
1.2.1.1 Introduccion

Botrytis cinerea es un hongo patdgeno necrotrofo capaz de infectar a mas de 200 especies en una gran
variedad de 6rganos, incluyendo hojas, frutos y flores (Williamson et al., 1995; Fernandez-Acero et al., 2011).
El hongo causa la enfermedad del moho gris, que causa numerosas pérdidas en los cultivos en condiciones
diversas, ya sea en campo abierto, en invernadero o en almacenamiento refrigerado a 0-10°C. Este patogeno
es el principal responsable de las perdidas pre y postcosecha de numerosos cultivos como tomate, bayas,
uvas, flores cortadas y bulbos de flores (Elad, 1997; Williamson et al., 2007).

B. cinerea se considera un hongo necrotrofo modelo, por lo que ha sido ampliamente estudiado y su genoma
ha sido secuenciado (Elad et al., 2004; van Kan, 2006). En el momento de la infeccion se caracteriza por
desarrollar una capa grisacea semejante al moho (Figura 3).

Figura 3. Aspecto general que presenta el hongo Botrytis cinerea cuando se desarrolla sobre un fruto. (A) Sobre los frutos de
frambuesa (Rubus idaeus). (B) Sobre un tomate (Solanum lycopersicum).
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1.2.1.2 Ciclo de vida

Botrytis cinerea presenta el ciclo de vida tipico de un hongo necrotrofo en el que se pueden distinguir varias
fases en funcién de su estado (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida de Botrytis cinerea. Adaptado de www.bayercropscience.com.

Los conidios de B. cinerea pueden ser transportados a largas distancias a través del aire (Jarvis, 1977). El ciclo
comienza cuando el conidio entra en contacto con la superficie de un hospedador susceptible. Se cree que la
adhesion al huésped es mediada por interacciones de naturaleza fisica entre la cuticula del hospedador y el
patogeno. Se distinguen dos etapas. En la primera el conidio se hidrata, dando como resultado la aparicion de
fuerzas débiles de adhesion debidas a la interaccion hidrofébica de la cuticula del huésped y la superficie del
conidio (Doss et al., 1993). En la segunda etapa se producen las uniones fuertes, unas horas después de la
germinacion del conidio (Doss et al., 1995).

Numerosos factores influyen en la germinacion del conidio. El agua libre en la superficie del huésped o una
alta humedad ambiental (>93%) son esenciales para la germinacion y penetracion de la epidermis del
hospedador (Williamson et al., 1995). Los componentes gaseosos también pueden estimular la germinacion.
Se ha encontrado correlacion entre los sintomas producidos por B. cinerea y la produccién de etileno de sus
huéspedes (Elad y Volpin, 1988). Se cree que el etileno puede favorecer el desarrollo de B. cinerea como
consecuencia del debilitamiento del huésped provocado por la senescencia, asi como estimulando
directamente la germinacion del conidio. En la germinacién el conidio produce un tubo germinativo que termina
en un apresorio (Figura 5).

Figura 5. Germinacion de los conidios de Botrytis cinerea.
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La invasi6n del huésped puede realizarse por penetracion activa o pasiva. B. cinerea es un hongo oportunista
que puede colonizar zonas heridas o infectadas por otro patdgeno. También puede entrar en la cavidad
subestomatica a través de un estoma abierto. Sin embargo es perfectamente capaz de penetrar a través de
zonas intactas. La superficie del huésped esta recubierta por una cuticula y una capa de cera. No se suelen
observar dafios mecanicos (Williamson et al., 1995; Cole et al., 1996) por lo que la penetracién debe realizarse
mediante un ataque enzimatico (Salinas y Verhoeff, 1995; van der Vlugt-Bergmans et al., 1997).

B. cinerea mata a las células del huésped antes de que sean invadidas por las hifas (Clark y Lorbeer, 1976).
La invasién desencadena la muerte celular programada de las células dando lugar a una lesion primaria, lo
cual puede ser un factor clave para el éxito de la infeccién (Govrin y Levine, 2000). Para lograr la muerte de
las células utiliza diversos recursos como toxinas, acido oxalico y la induccién de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). En otras ocasiones el hongo no produce la muerte del huésped, sino que queda
en estado latente hasta que las condiciones de la infeccién sean propicias (Prusky, 1996). Esta situacion puede
darse en casos en los que B. cinerea infecta flores o frutos en formacién, donde altos niveles de algunos
compuestos como las fitoalexinas pueden detener su crecimiento. Al inicio de la etapa de maduracion del fruto,
cuando la concentracion de estos compuestos ha disminuido, se reinicia el crecimiento del hongo.Tras el
comienzo de la infeccion aparece una lesién necrética que continuara en aumento a medida que avance el
hongo por los tejidos de la planta. Posteriormente se produce una maceracion de los tejidos seguida de la
aparicion de masas grises de conidios sobre la superficie del area afectada, cerrando asi el ciclo.

1.3 Hormonas y resistencia a organismos patégenos

La susceptibilidad de una planta a un patégeno no solo depende de la relacién especifica huésped-patdégeno
sino que también depende del estado fisiologico de la planta. La maduracion de los frutos es una de las etapas
en las que la susceptibilidad aumenta. Durante el proceso de maduracion se producen cambios hormonales y
fisiolégicos que dan lugar a cambios bioquimicos en el fruto (Giovannoni, 2004). Cambios en el pH y estado
redox apoplastico, modificaciones en la composicion y estructura de la pared celular, la conversion de almidén
en azlcares simples y la reduccién de la concentracion de metabolitos antimicrobianos aumenta la
susceptibilidad del fruto a ser infectado (Prusky y Lichter, 2007; Cantu et al., 2008ab).

Durante la maduracién el fruto sufre cambios importantes que son regulados por complejas rutas hormonales
y de sefializacion celular. Las funciones de las hormonas de respuesta al estrés, etileno (ET), acido salicilico
(SA), acido jasmonico (JA) y acido abscisico (ABA) en el control de los procesos de desarrollo de la planta y
de los mecanismos de respuesta a patégenos han sido ampliamente estudiados en tejidos vegetativos (Doares
et al., 1995; Diaz et al., 2002), sin embargo la relevancia de estas hormonas en la interaccion planta-patégeno
en el fruto alin no esté clara.

El etileno es una hormona de naturaleza gaseosa implicada en procesos de abscision de érganos, senescencia
de hojas y flores y en el control de la maduracion de los frutos (Giovannoni, 2004), por lo cual es ampliamente
utilizado para promover la maduracién de frutos climatéricos como la manzana o el tomate y para inducir la
floracién de ciertas familias como la Bromeliaceae, debido a su gran valor ornamental y culinario. Ademas
regula la resistencia o susceptibilidad de las plantas ante los patégenos al intervenir tanto en procesos de
inmunidad como en procesos que aumentan la susceptibilidad, y se suele utilizar como un regulador del
crecimiento para obtener plantas mas compactas, debido a su capacidad para inhibir el crecimiento en longitud
de tallos y raices.

El 4cido jasmonico se sintetiza en la ruta octadecanoide a partir del &cido linolénico. Es una hormona con
numerosas funciones que van desde intervenir en el desarrollo de las flores y en el proceso de maduracién
de los frutos de algunas especies hasta regular la respuesta inmune contra insectos y patégenos y aumentar
la resistencia ante situaciones de estrés abidtico (Ballaré, 2011).

El acido salicilico es un compuesto fendlico de naturaleza hormonal de gran importancia en la formacién de
defensas basales y de la resistencia adquirida, tanto a nivel local como sistémico (Durrant y Dong, 2004).
Ademas esta implicado en la activacion de defensas contra biotrofos y hemibiotrofos, aunque también ha
demostrado cierta eficacia en la defensa contra necrotrofos.

5



El &cido abscisico es una hormona que regula muchos aspectos del desarrollo de la planta, entre los que
destacan la latencia de la semillas, la germinacion y la respuesta al estrés abiotico (Fuijita et al., 2006). Para la
interaccién planta-patdgeno se han descrito efectos tanto positivos como negativos en funcién del estado
fisiologico de la planta o de las condiciones ambientales pero en general posee efectos negativos al promover
la susceptibilidad mediante la inhibicion de los efectos de ET, SAy JA.

1.4 Heridas y calidad del fruto

Cuando se produce una herida en un fruto ciertos parametros bioquimicos como son la capacidad antioxidante,
el contenido en azucares, los fenoles solubles totales, el acido ascorbico o los carotenoides y antocianinas
totales pueden verse alterados. Tras la aparicion de la lesion, el fruto reacciona liberando grandes cantidades
de especies reactivas de oxigeno (ROS), implicadas en procesos de sefializacidn celular, biosintesis de lignina,
formacion de suberina y en la activacion de las funciones de los sistemas antioxidantes (Reyes et al., 2006).
Los antioxidantes tienen como objetivo neutralizar las moléculas de ROS, evitando asi que dafien las células
y los tejidos del fruto.

Estudios recientes han demostrado que diversos compuestos fendlicos son los responsables de la alta
capacidad antioxidante presente en frutas y verduras (Reyes et al., 2006). Al someter a un fruto a estrés como
puede ser una herida, el exceso o deficiencia de luz, temperatura o agua se produce una respuesta por la cual
se acumulan compuestos fenolicos u otros metabolitos secundarios, reforzando las defensas del fruto. Ademas
en algunas ocasiones, como se ha podido observar en este estudio, en la zona herida se produce un aumento
significativo de la cantidad de azlcares presentes, lo cual es un factor que aumenta la susceptibilidad a hongos
(Figura 6) (Mundy y Beresford, 2007). Sin embargo un aumento de la cantidad de azucares es interesante
desde un punto de vista comercial, por lo que podria considerarse como un aumento en la calidad del fruto,
aunque este fuese mas susceptible a ser infectado por organismos patégenos.

{(c)

Percentage of berries infected

Sugar concentration (°Brix)

Figura 6. Correlacion entre el contenido en azlcares del fruto y la susceptibilidad a Botrytis cinerea. Grafica extraida de Mundy y
Beresford, (2007).

1.5 Heridas, hormonas y resistencia a patégenos

Los frutos, al igual que las hojas y los tallos de todas las plantas presentan una cuticula que los protege frente
ala pérdida de agua y el estrés, tanto biético como abiético (Serrano et al., 2014), de modo que la rotura de la
misma hace al 6rgano vulnerable frente a posibles organismos patdgenos. Su estructura y composicion ha sido
estudiada ampliamente y aunque entre las distintas especies su estructura puede variar, los componentes
esenciales son los mismos. Su principal componente es la cutina, un poliéster que se encuentra parcialmente
recubierto por ceras, tanto a nivel externo como interno. Esta unién entre ceras y cutina es la que recibe el
nombre de cuticula. Bajo esta capa existe otro estrato compuesto por cutina y polisacaridos que se encuentran
asociados con la pared celular.



Cuando un hongo patdgeno infecta un fruto el paso previo a la penetracion es la destruccion por via mecanica
0 enzimatica de la cuticula. En la degradacion enzimatica el hongo reconoce los monodmeros de cutina en la
superficie del fruto, activando su actividad cutinolitica mediante la secrecién de cutinasas. Durante las primeras
fases de la infeccion por hongos, como Botrytis cinerea, los productos derivados de la rotura de la cuticula por
las cutinasas actuian como primeras sefiales de alarma que pueden ser reconocidas por la planta (Serrano et
al., 2014) desencadenando una resistencia tanto local como sistémica (Figura 7). Aunque este es un modelo
que funciona en algunas especies como Arabidopsis thaliana no lo hace en el fruto del pimiento, por lo que el
mecanismo debe ser diferente.

Figura 7. Modelo hipotético que A , /B cinerea™,
explica  las interacciones g )
producidas en la cuticula en la \_17 ' s
creacion de resistencia a B. Cuticle pamp || OUpse
cinerea en Arabidopsis thaliana _ ==DAMP
(Serrano et al, 2014). (A) En Coll wall i |
plantas de tipo salvaje B. cinerea { Oxalate |
libera cutinasas y PAMPs que A
provocan la liberacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS), las B P
cuales promueve la activacion de ramneaniized coficle b mutants / =\

las defensas. Sin embargo la Iﬂ_l ! 1 )
produccion de oxalato por parte de bl AEAKA A e el 1 %Culirasa
B. cinerea interfiere en la ! L. DAMP
produccion de ROS, permitiendo il -

la colonizacién. (B) En plantas { Oxalate |
modificadas genéticamente que ‘:\‘ J_ ";'

producen ROS de forma continua, ROS ROS
las defensas contra patégenos se l i si "
. . . 1
activan de forma constitutiva. De iR s AN 6l TR 2

este modo el oxalato segregado
por B. cinerea resulta insuficiente,
dando lugar a una defensa

efectiva de la planta.

Las heridas se producen en las plantas de forma natural debido a herbivoros o al continuo estrés mecanico al
que estan sometidas. La aparicién de una lesidén implica la rotura mecanica de la cuticula, lo cual elimina la
primera barrera fisica de la planta y provee de nutrientes al patdgeno, facilitando enormemente la infeccion.

Las plantas no poseen células de defensa, pero cada célula tiene la capacidad de activar mecanismos
reparadores y de defensa para evitar infecciones en caso de que se produzca una herida. La activacion de
estas defensas depende de que la planta reconozca ciertas sefiales de “peligro” como son los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y los patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs). En el
caso de las heridas realizadas de forma mecanica, como las aplicadas en este trabajo, la respuesta de la planta
es similar a la desencadenada en presencia de un herbivoro (Savatin et al., 2014) por lo que pueden servir
como base para el estudio de las interacciones y las reacciones a nivel celular que se producen en caso de
infeccién por un organismo patégeno como puede ser Botrytis cinerea. Los principales indicadores que
reconoce la planta en caso de lesion son los restos degradados de la cuticula, como los mondmeros de cutina,
y de la pared celular, como son los péptidos y los oligogalacturonidos. Estas sefiales desencadenan una
primera reaccion de defensa a nivel local (respuesta local), mientras se genera una defensa general a nivel de
la planta (respuesta sistémica). Durante este proceso se inducen un gran ndmero de genes implicados en la
biosintesis de acido jasménico (JA), etileno (ET) y de respuesta al estrés.

En Arabidopsis thaliana se ha comprobado utilizando mutantes con el mecanismo de biosintesis de cuticula
dafiado que una cuticula mas permeable permite un mejor paso de inhibidores de crecimiento de hongos
patogenos. Las heridas producidas sobre la superficie de una planta permiten que estos compuestos lleguen
a la superficie, activando las defensas de la planta. Sin embargo la cuticula posee un importante papel como
barrera fisica y una cuticula intacta es esencial para la salud de la planta, lo que hace necesario un correcto
equilibrio entre barrera fisica y permeabilidad. En otro estudio con hojas de Arabidopsis thaliana se demostrd
que el calcio funciona como un primer mensajero a la hora de inducir la produccién de ROS ante la presencia
7



de una lesion en la generacién de resistencia contra B. cinerea. El calcio funciona como un mensajero genérico
en numerosos procesos relacionados con el estrés en las plantas por lo que en este estudio se traté de
determinar su papel en la transmision de la sefial en respuesta a la presencia de una lesion. Para comprobarlo
se midi6 la concentracién de calcio en una hoja control, una tratada con verapamil, un inhibidor de los canales
de calcio, una tratada con oxalato y otra con EGTA, ambos agentes queladores del calcio. En la hoja control
se produjo una alteracion en los niveles de calcio tras ser herida seguida de una répida produccién de ROS,
mientras que en las hojas tratadas con verapamil, oxalato y EGTA no se produjo esta variacion en los niveles
de calcio, lo que se tradujo en una perdida en la capacidad de produccion de ROS y por lo tanto un aumento
en la susceptibilidad ante B. cinerea. Curiosamente se encontro que esta reaccion solo se da en condiciones
humedas, ya que en condiciones secas se pierde la resistencia ante Botrytis cinerea. Esto se debe a que en
condiciones secas tras la realizacion de las heridas en vez de aculumularse ROS se acumula acido abscisico,
que esta directamente relacionado con la pérdida de la produccion de ROS (Beneloujaephajri et al., 2013).

En Arabidopsis thaliana, las heridas causan una resistencia fuerte pero transitoria a B. cinerea en las hojas,
pero el acido jasménico y el etileno no regulan esa respuesta (Chassot et al., 2008). Sin embargo se encontré
que la fitoalexina camalexina juega un papel crucial en la creacion de resistencia frente a Botrytis cinerea. En
mutantes de A. thaliana para la biosintesis de camalexina las hojas no desarrollaron resistencia tras ser heridas
e inoculadas con Botrytis cinerea. Ademas se demostrdé que herir una hoja no conllevaba la sintesis de
camalexina, sino que esta solo se produce al inocular la herida con un organismo patégeno y que la respuesta
generada variaba su intensidad en funcion del area dafiada. Otro compuesto que resulto ser esencial para la
resistencia a B. cinerea fue el glutation (un agente reductor que neutraliza el efecto de las especies reactivas
de oxigeno) ya que los mutantes con la y- glutamilcisteina sintetasa dafiada tampoco eran capaces de
desarrollar resistencia, por lo que parece requerirse un nivel basal de glutation para ser generada (Chassot et
al., 2008).

En hojas de pimiento se ha observado que la resistencia a B. cinerea cambia 72 h tras la realizacion de las
heridas, aumentando la resistencia local y disminuyendo la sistémica. Se comprob6 el papel que jugaban del
etileno (ET) y el &cido jasmonico (JA) mediante el uso de inhibidores y se encontr6 que el etileno no afectaba
ala hora de crear resistencia frente a B, cinerea, mientras que el acido jasmonico si lo hacia, pero solo a nivel
sistémico (Garcia et al., 2015). Respecto a la lignina y a los compuestos fendlicos la lignina aumenté a nivel
local, pero disminuy6 a nivel sistémico, mientras que los compuestos fendlicos no aumentaron a nivel local,
pero también disminuyeron a nivel sistémico. Para terminar se analizaron tres genes defensivos, CAPO1 (gen
de la peroxidasa) fue inducido significativamente a nivel local, pero no a nivel sistémico, CABPR1 (un gen que
codifica una proteina defensiva) fue inducido significativamente a nivel local, pero reprimido a nivel sistémico,
y CASC1 (gen de biosintesis de fitoalexinas) no fue inducido a nivel local pero su expresion cay6
significativamente a nivel sistémico (Garcia et al., 2015).

En frutos de pimiento no se ha ensayado el efecto de las heridas sobre la resistencia a B. cinerea, por lo cual
en este trabajo se procedié a su estudio.



2. Objetivos

- Determinar el efecto que posee la aplicacién de heridas sobre frutos de Capsicum annuum en la resistencia
ante Botrytis cinerea, asi como las variaciones que se producen en el contenido de solidos solubles y
compuestos fendlicos solubles totales en el area afectada.

- Medirla eficacia del etileno en la creacion de resistencia a Botrytis cinerea en frutos de Capsicum annuum.

- Comprobar el estado de los frutos en diferentes establecimientos para valorar el riesgo de suffir una
infeccién, lo que afectaria al consumidor.



3. Material y métodos.

3.1 Material vegetal

Para los dos primeros objetivos de este trabajo se han utilizado frutos de pimientos verdes tipo morrén de la
especie Capsicum annuum L. Los frutos se obtuvieron de diferentes establecimientos comerciales
seleccionandolos en base a sus caracteristicas externas. Se evitaron frutos con heridas, infecciones, signos
de deterioro y malformaciones.

3.2 Material fingico

La especie seleccionada para infectar los frutos fue Botrytis cinerea Pers: Fr., cepa B0510, cedida por el Dr.
Jan van Kan (Universidad de Wageningen, Paises Bajos). El hongo fue cultivado en placas utilizando medio
de cultivo PGA (patata, glucosa, agar) durante un promedio de 5 dias a 24°C en oscuridad.

3.3 Realizacion de las heridas
Los frutos de pimiento se lavaron con agua y se secaron con papel.

En los experimentos de resistencia a Botrytis cinerea las heridas siguieron un patrén en forma de cuadrado de
5 pinchazos por 5 pinchazos, dando lugar a un area herida de aproximadamente 1 cm?2. Cada pimiento se hiri6
de esta forma en 5 zonas diferentes con el fin de homogeneizar los posibles resultados y de evitar diferencias
fisiolégicas entre las distintas partes del fruto. Los frutos fueron heridos en tres tiempos diferentes antes del
momento de la inoculacién, 24 horas, 4 horas y 15 minutos, ademas de un pimiento control que se mantuvo
sin heridas durante 24 horas. Los pimientos fueron incubados en una camara de cultivo durante esas 24 horas
con un fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, 25 °C diurnos y 18 °C nocturnos hasta el momento
de la inoculacion.

En los experimentos para la determinacién de sélidos solubles y de compuestos fendlicos totales el patron de
las heridas a realizar fue algo diferente, ya que se crearon dos filas longitudinales en cada uno de los pimientos
y en cada fila se realizaron 5 cuadrantes de 5x5 pinchazos en un &rea de 1 cm2, de modo que cada pimiento
acabo teniendo 10 areas heridas. Los frutos fueron heridos 24 horas antes de a practicarles los analisis.

3.4 Inoculacion con Botrytis cinerea

Se utilizo un sacabocados para obtener secciones circulares del cultivo de Botrytis cinerea. Cada seccion fue
depositada sobre zonas heridas en el fruto, con el lado del micelio en contacto con la superficie del fruto. En
los frutos control se depositaron siguiendo el mismo patrén de localizacién espacial que en los frutos heridos.

Finalmente todos los frutos se colocaron en camaras de humedad individuales. Estas camaras consistian en
una caja de plastico sobre la que se depositd agua en el fondo y dos tiras de papel sobre el agua con el fin de
ayudar a incrementar la superficie de evaporacion. Cada pimiento se deposité en una bandeja de plastico, se
introdujo en la camara y se tap6. Las cdmaras se incubaron en el laboratorio a temperatura ambiente y al cabo
de 4, 5 0 6 dias se evaluaron los sintomas.

Se realizaron tres experimentos independientes con una réplica (un fruto) por tratamiento y experimento.

3.5 Evaluacion de los sintomas causados por Botrytis cinerea
El diametro de las areas necrosadas por el hongo se midié utilizando un calibre electrénico conectado a un

ordenador. En el caso de areas irregulares se tomaron dos medidas, una por la parte mas ancha y otra por la
mas estrecha, para luego hacer la media.
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3.6 Método de exposicion al Etileno
Para la aplicacién del Etileno se comenz6 dividiendo los pimientos en 4 grupos:

1- Pimiento control.

2- Pimiento con heridas.

3- Pimiento con Etileno.

4- Pimiento con heridas y Etileno.

El Etileno utilizado para el experimento se encontraba inicialmente en forma de Etefén (Acido 2-
Cloroetilfosfonico), un compuesto que libera Etileno a un pH mayor de 5 . Para lograr la liberacion del Etileno
el Etefon se expuso a un pH 7, lo cual se consiguidé mediante tampdn fosfato 0,5 M pH 7,0.

La exposicion al etileno se aplic en el mismo momento en el que se practicaron las heridas, 24 horas antes
de la inoculacién

Al ser el Etileno un gas las cajas donde se guardaron los pimientos estaban selladas. Cada pimiento se
introdujo en una caja estanca individual. Las cajas que contienen el pimiento control y el pimiento con heridas
se sellaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas. En las cajas restantes, pimiento con
Etileno y pimiento con heridas y Etileno, tras introducir los pimientos se deposit6 en su interior un vaso con 10
ml de tampon fosfato 0,5 M pH 7,0, para acto seguido introducir en el vaso 3,7 pl de un producto comercial de
Etefon (Ethrel 48%, Nufarm). Las cajas se sellaron y se incubaron como las ofras a temperatura ambiente
durante 24 horas.

Los frutos se inocularon con Botrytis cinerea y se evaluaron los sintomas tal y como se indica en los apartados
34y35.

Se realizaron dos experimentos independientes con una réplica (un fruto) por tratamiento y experimento.

3.7 Extraccion de muestras

Con ayuda de un sacabocados se extrajeron las muestras, 10 por pimiento. En el caso de los pimientos heridos
las muestras se extrajeron de las zonas heridas, mientras que en el caso de los pimientos control se extrajeron
siguiendo el mismo patrén espacial que el de los pimientos heridos. De los 10 discos de cada pimiento 5 se
pesaron y se envolvieron en papel de aluminio para ser congelados a -20°C hasta el analisis de compuestos
fendlicos. Los otros 5 discos se destinaron inmediatamente a la medida de sélidos solubles.

3.8 Determinacion de sélidos solubles

Para extraer el zumo de pimiento de los 5 discos se utilizé una jeringa. Las muestras se depositaron en el
interior de la jeringa y se presion6 con el émbolo hasta que salia el zumo. La solucion resultante fue medida
utilizando un refractometro.

Los resultados se expresan en grados Brix (°Brix), que expresan el porcentaje de solidos solubles presentes
en un liquido equivalentes a una solucién de sacarosa con esa concentracion en % peso/volumen medida a
20°C.

3.9 Determinacion de compuestos fendlicos solubles totales

Cada muestra (aproximadamente 4 g) se homogeneiz6 en un mortero con unos 10 ml de metanol al 80%. Se
recogio el homogenizado en un frasco y se lavo el mortero con 5 ml de etanol al 80% para recuperar los restos
del homogenizado. Los frascos se incubaron a 70°C durante 15 minutos y posteriormente se enfriaron en hielo.
Utilizando un embudo con papel de laboratorio se filtraron los extractos, recogiéndose el filtrado en una probeta.
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Los extractos se enrasaron a 20 ml y se usaron como muestras para medir el contenido en compuestos
fendlicos solubles totales.

Para determinar los compuestos fendlicos se sigui6 el método de Singleton & Rossi (1965).

Se prepararon varios tubos eppendorf, uno para el blanco y tres réplicas para cada muestra del experimento.
En el tubo del blanco se depositaron 50 pl de metanol al 80%. En los tubos de la muestra se depositaron 10
I de muestra y 40 ul de metanol al 80%. Posteriormente se afiadieron 750 ul de agua destilada a cada tubo,
y a continuacion 50 ul de reactivo Folin-Ciocalteu. La solucién se incubé durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Tras ello se afiadieron 150 ul de Na,COs al 20% y la mezcla se incubd a temperatura ambiente
durante 2 horas. Finalmente se ajustd la absorbancia a cero en el espectrofotdmetro con el blanco, y se midié
la absorbancia del contenido de los otros tubos a 760 nm.

A la vez que se midieron los fenoles solubles de este experimento, se prepar6 una recta de calibrado con un
fenol estandar, el acido galico. Dicha recta nos permitid calcular la cantidad de fenoles presentes en las
muestras. Para realizar la recta se utilizaron cuatro soluciones de &cido gélico: 0,01 mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,05
mg/mly 0,1 mg/ml. Las mezclas de reaccion se prepararon y se midieron como se hizo con las muestras.

3.10 Muestreo de frutos de Capsicum annuum en diferentes establecimientos

Para llevar a cabo el muestreo se seleccionaron seis establecimientos comerciales. Debido a que no todos los
supermercados poseen la misma cantidad de frutos el método consistié en la realizacion de 3 muestreos en
dias alternos, con el fin de evitar muestrear los mismos frutos, hasta muestrear un total de 50 frutos por
establecimiento. Los frutos se clasificaron en 6 categorias en base a sus caracteristicas externas.

- Heridas

- Necrosis

- Golpes

- Pérdida de turgencia
- Heridas + Necrosis

- Perfectos

3.11 Analisis estadistico

Para realizar los andlisis estadisticos necesarios se utilizaron los programas informaticos Excel 2013 y
Statgraphics 5.1. Con el programa Excel se realizaron las pruebas t de Student (a= 0,05) para medir los solidos
solubles y los compuestos fendlicos solubles totales. Con el programa Statgraphics se realizo un analisis de
varianza (ANOVA) de una via (a= 0,05), un test de Duncan y una prueba de Kruskal- Wallis del efecto de las
heridas sobre la resistencia a B.cinerea, un anélisis de varianza (ANOVA) de dos vias (a= 0,05) del efecto de
heridas y etileno sobre la resistencia a B. cinerea y una prueba x2 de Pearson (a= 0,05) para el muestreo de
los seis establecimientos comerciales.
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4. Resultados
4.1 Efecto de las heridas sobre la resistencia a Botrytis cinerea

En el experimento se determinaron las areas infectadas al cuarto y quinto dia (Figura 8) de la inoculacion por
ser el momento en el que mejor se observaban los resultados. En todos los casos el fruto control presentd una
infeccién significativamente menor. Mediante un anélisis de varianza (ANOVA) de una via y un test de Duncan
para los 4 dias se comprob6 que existen diferencias significativas entre los distintos tratamientos a 4 (p=
0,0045). Sin embargo con una prueba de Kruskal-Wallis a los 5 dias no se encontraron diferencias entre los
tratamientos.
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Figura 8. Efecto de las heridas sobre el area del fruto con sintomas causados por Botrytis cinerea a los 4 y 5 dias de la inoculacion.
En la figura se representan las medias + error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas en un test de ANOVA
seguido de un test de Duncan a los 4 dias (a= 0,05) y una prueba de Kruskal-Wallis a los 5 dias (a= 0,05).

4.2 Efecto del etileno y las heridas sobre la resistencia a Botrytis cinerea

En el experimento se tratd de probar la eficacia del etileno en la generacién de una respuesta por parte del
fruto ante Boltrytis cinerea. Las zonas afectadas por la infeccion de midieron en un experimento a los 5 dias
post inoculacién y en otro experimento a los 6 dias post inoculacion debido a un retraso en el tiempo de
infeccién del fruto. Los frutos tratados con etileno mostraron un nivel de infeccion igual que los no tratados. Los
frutos tratados con heridas mostraron un nivel de infeccion significativamente mayor que los no heridos. El
andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias también mostré que no hay interacciones significativas entre etileno
y heridas. (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de las heridas y el etileno sobre el &rea con sintomas causados por Botrytis cinerea a los 5/6 dias post inoculacion.
En la figura se representan las medias + error estandar. Letras mintsculas diferentes indican diferencias entre los tratamientos con y
sin etileno. Letras mayUsculas diferentes indican diferencias entre los tratamientos con y sin heridas (a= 0,05).

4.3 Efecto de las heridas sobre los sélidos solubles totales

Para medir la cantidad de sdlidos solubles totales, de los cuales una gran parte corresponde a azucares, se
tomaron muestras de frutos control y frutos con heridas. En todos los casos los frutos con heridas presentaron
un mayor contenido en sdlidos solubles. Mediante la prueba t de Student se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p= 0,0039) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de las heridas sobre los sélidos solubles totales. En la figura se representan las medias + error estandar. El
asterisco indica que se observa una diferencia estadisticamente significativa mediante la prueba t- student (0=0,05)

4.4 Efecto de las heridas sobre los compuestos fendlicos solubles totales

Ala hora de medir la presencia de compuesto fendlicos se dividieron los frutos en dos grupos, control y heridas.
Aparentemente los frutos con heridas presentaban una mayor cantidad de compuestos fenélicos, pero tras la
realizacion de la prueba t de Student se comprobd que no habia diferencias significativas (p=0,1791) (Figura
11).
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Figura 11. Efecto de las heridas sobre los compuestos fendlicos. En la figura se representan las medias + error estandar. No se
observan diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba t- student (a=0,05).

4.5 Muestreo del estado de los frutos de Capsicum annuum

Del muestreo realizado en seis establecimientos comerciales se concluye que hay diferencias entre los
distintos establecimientos respecto a la calidad de los frutos de pimiento ofertados. Se realizé una prueba chi
cuadrado de Pearson en la que se demostrd que si existe relacion entre los establecimientos (p=0,0044) y el
estado de los frutos, siendo el establecimiento C el causante de las diferencias al presentar una mayor calidad
en sus frutos (Tabla 3).

Tabla 3- Resultados del muestreo realizado en seis establecimientos comerciales sobre el estado de los frutos.

Heridas 7 9 1 13 8 9
Perdida de turgencia 3 2 0 0 0 0
Necrosis 1 0 0 2 0 0
Heridas/Necrosis 0 0 0 0 0 0
Golpes 5 6 2 0 3 1
Perfecto 34 33 47 35 39 40
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5. Discusion

Al contrario que estudios anteriores en los que se demostraba que era posible inducir resistencia a Botrytis
cinerea mediante heridas en hojas de Capsicum annuum (Garcia et al. 2015) y Arabidopsis thaliana (Chassot
et al, 2008) los resultados obtenidos muestran que la presencia de heridas no aumenta la resistencia ante
Botrytis cinerea en los frutos de pimiento, sino que la disminuye. De hecho se ha observado que las heridas
en los frutos de otras especies aumentan el riesgo de infeccion por Botrytis cinerea (Mundy y Beresford, 2007)
al facilitar la entrada directa del patégeno (Savatin et al., 2014) y al incrementar la cantidad de azlcares
disponibles para el hongo, lo que favorece su crecimiento. En el control de nuestros experimentos los sintomas
fueron menores, posiblemente debido a que al estar la cuticula intacta Botrytis cinerea necesite mas tiempo
para atravesarla y comenzar la infeccion, teniendo que invertir tiempo y recursos en romper la superficie del
fruto. La razén por la cual existen estas diferencias en la respuesta de hoja y fruto de pimiento es una cuestion
que todavia no esta clara. Es posible que al ser el fruto un medio de proteccion y dispersion de las semillas el
estado de maduracién de las mismas influya de forma decisiva en la susceptibilidad del fruto ante las
infecciones, ya que en este caso aunque el fruto aln permanece verde es muy posible que las semillas ya
sean viables, y que por lo tanto ya no sea necesario protegerlas de una posible infeccion. Para comprobar esta
teoria habria que aplicar las heridas sobre frutos en distintas etapas del desarrollo aun sobre la planta madre,
ya que también es posible que de crearse algun tipo de resistencia ante las heridas, esta capacidad se pierda
al seccionar el fruto de la planta.

En el experimento que pretendia determinar la eficacia del etileno en la induccion de resistencia a Botrytis
cinerea se concluye que el etileno no parece tener ningln efecto sobre el avance del hongo. De nuevo se
repiten los resultados del primer experimento, de modo que los frutos que no presentan heridas, el control y el
tratado con etileno, presentaron sintomas menores que los frutos heridos. El etileno juega un papel
fundamental a la hora de inducir resistencia frente a patdgenos como Botrytis cinerea en hojas de tomate (Diaz
et al., 2002), una planta con fruto climatérico. Sin embargo al ser el fruto del pimiento un fruto no climatérico el
etileno no desempefia un papel relevante en la maduracion del fruto, lo cual explica los resultados obtenidos.
En los frutos climatéricos el etileno influye de forma clave en la maduracion de los frutos. En un estudio con
tomates (Solanum lycopersicum) se confirmé que el etileno influia en la maduracion de los frutos, pero que su
papel en cuanto a crear susceptibilidad frente a Botrytis cinerea diferia mucho entre frutos maduros y verdes.
Para probarlo se utilizaron una serie de mutantes, RIN (inhibidor de la maduracion), NOR (no maduracion) y
Nr (un mutante del receptor de etileno LeETR3) en dos grupos de tomates, rojos/maduros (RR) y
verdes/inmaduros (MG) que fueron heridos e inoculados con B.cinerea. Analizando los resultados se dedujo
que la susceptibilidad a B. cinerea depende de NOR y parcialmente de la percepcion de etileno.

Los sdlidos solubles totales aumentaron en todos los frutos que presentaban heridas. Los °Brix son una medida
ampliamente utilizada para medir la cantidad de sélidos solubles totales, la mayoria azlcares en el caso de
frutas y verduras, debido a la sencillez del método de obtencién y a la importancia que posee el contenido en
azlcares en estos productos. Cada pais posee sus propios estandares de calidad en funcién del cultivo y
variedad del mismo que se esté analizando, lo cual hace muy subjetiva la clasificacién de un producto en de
buena, normal 0 mala calidad Unicamente en funcién del contenido en azlcares. En nuestros experimentos el
contenido en azlcares de los frutos de pimiento verdes oscilé entre 3 y 4 °Brix, un contenido posiblemente
aceptable en nuestro pais, sin embargo en otros paises como Nueva Zelanda este contenido resultaria
insuficiente, ya que en este pais el contenido en azlcares considerado aceptable oscila entre 6 y 9 °Brix
(Kleinhenz y Bumgarner, 2012), no especificando si la medida fue realizada en pimientos verdes o maduros.
Ademas los frutos de pimiento con heridas tienen un mayor contenido en azlcares, lo que los hace mas
susceptibles de ser infectados por B. cinerea, por lo que es posible que cuanto mayor sea el contenido de
azucar tipico de una variedad de pimiento mas susceptible sea a las infecciones.

Respecto a la concentracién de compuestos fendlicos totales esta permanecié estable tras la aplicacion de
heridas. Este resultado se ha repetido en otros estudios, donde se analizé la concentracién de compuestos
fendlicos en hojas de pimiento heridas (Diaz y Merino, 1997; Garcia et al., 2015). Otro estudio sugiere que las
heridas pueden aumentar o reducir la concentracion de compuestos fendlicos antioxidantes dependiendo de
la especie, los niveles iniciales de acido ascorbico reducido y fenoles solubles (Reyes et al., 2006). En este
estudio se analizé6 como variaban los compuestos fendlicos en distintas especies vegetales, y encontraron que
mientras que especies como la lechuga, la zanahoria o la batata la concentracién aumentaba con las heridas,
en otras especies como la patata, el repollo blanco o los rabanos la concentracién disminuia.
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El muestreo realizado en seis establecimientos mostro que la calidad de los frutos de pimiento verde varia de
forma significativa en funcién del establecimiento. Este hecho afecta directamente al consumidor, ya que si
adquiere este producto en los establecimientos donde la calidad es peor, ya sea por presentar lesiones, pérdida
de turgencia o directamente frutos en mal estado que presenten infecciones, la durabilidad del fruto se vera
afectada, reduciendo asi el tiempo que el consumidor posee para hacer uso del mismo. Por otro lado en este
trabajo se ha visto que las heridas en los frutos aumentaban significativamente el contenido de azlcar de los
mismos, un factor que a menudo es apreciado por los consumidores, ya que dota al fruto de un mejor sabor.
De este modo se puede concluir que las heridas en los frutos aportan tanto ventajas como desventajas, siendo
el consumidor el que finalmente debe decidir qué estado le resulta mas apetecible y aprovechable.
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6. Conclusiones

1. La aplicacion de heridas sobre frutos de pimiento verde, Capsicum annuum L., disminuye la resistencia
frente a la infeccion por Botrytis cinerea Pers.:Fr. y no influye sobre la concentracion de compuestos fenélicos
solubles totales, pero si incrementa de forma significativa la cantidad de sélidos solubles totales en el &rea
infectada del fruto.

2. La aplicacién de etileno sobre frutos de pimiento verde no induce resistencia frente a Botrytis cinerea.

3. Se observé que el estado de los frutos varia en funcion del establecimiento donde se adquieran, por lo que
también puede existir un mayor 0 menor riesgo de que estos sean infectados, con los posibles trastornos o
ventajas que esto pueda ocasionarle al consumidor.
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