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RESUMEN

En la industria, la condicion sanitaria del producto es indispensable, debido a que los
alimentos son susceptibles de sufrir cualquier forma de contaminacion, y estos tiei

como destino final la alimentacién humana. Esta calidad, es exigida en especial para
la lechuga, ya que es considerada muy delicada en su cultivo. Este trabajo incorpora
el dioxido de cloro (ClO,) como alternativa de conservacion con minimo
procesamiento de lechugas variedad Iceberg cultivadas in vivo. La desinfeccion se
realizo empleando hojas grandes y afloradas, empleando 5 mg/L de ClO, durante 20
min. Se empaco y se almacend a una temperatura de 7°C por 15 dias, determinando
concentraciones gaseosas de oxigeno (O,) y dioxido de carbono (CO;) dentro del
empaque, el crecimiento de bacterias y mohos y levaduras, y la calidad sensorial para
evaluar el efecto del tratamiento con ClO,. Los resultados determinaron que en la
concentracion de gases, hubo diferencias significativas para O, y CO; entre el control
y tratamiento para un nivel de confianza de 95% (P<0,05). En los analisis
microbiologicos, para bacterias, mohos y levaduras, se encontraron diferencias
significativas entre el crecimiento microbiano, con nivel de confianza del 95
%(P<0,05).Con respecto a la calidad sensorial, el puntaje de los encuestados
favoreci6 a las muestras tratadas, por lo tanto podriamos decir que, con estos
resultados se comprueba que el tratamiento con diéxido de cloro (ClO,) puede
extender la vida 1til de lechugas por mas de 12 dias de almacenamiento, controlando
el crecimiento de microorganismos y conservando los atributos de calidad sensorial.
Adicionalmente, para fortalecer los métodos de conservacion con minimo
procesamiento de frutas y hortalizas (MPFH) se incorporo como alternativa, la
propagacion in vitro como método para el mejoramiento de la vida util de la lechuga,
el cual se realizd a través de plantulas obtenidas por germinaciéon de semillas in vitro
en medio MS. Luego de un periodo de incubacion de 8 dias, las plantulas fueron
trasplantadas a un medio MS suplementado con 2 mg/L. BA (Benzil-adenina) y 6,5

g/L de agar. En 30 dias, se observo la aparicion de multiples brotes, y para el




enraizamiento de los mismos, se empled un medio MS suplementado con 0,5 mg
de ANA (4cido naftalenacetico), observiandose un alto porcentaje de brotgs

enraizados, y una alta variabilidad morfolégica en las raices desarrolladas.
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INTRODUCCION

La calidad de los alimentos es un conjunto de cualidades, que hacen aceptables los
productos para los consumidores. Estas cualidades incluyen tanto las percibidas por
los sentidos (cualidades sensoriales): sabor, olor, color, textura, forma y apariencia,
como las higiénicas y quimicas. En los procesos de manufactura alimentaria, uno de
los requisitos indispensables es la condicion sanitaria, debido a que los alimentos son
susceptibles en todo momento de sufrir cualquier forma de contaminacion,
considerando que el destino final de los productos es la alimentacion humana. Por lo
tanto, los consumidores exigen que los productos sean manipulados de acuerdo con

ciertos estandares, requerimientos nutricionales y condiciones sanitarias.

Es por ello, que la calidad de los alimentos incluye ademas la trazabilidad durante los
procesos industriales, que va desde la recoleccion hasta su llegada al consumidor. De
alli, que esta se entiende como el conjunto de aquellos procedimientos
preestablecidos y autosuficientes que permiten conocer la historia, la ubicaciéon y la
trayectoria del producto o lote de productos a lo largo de la cadena de suministros en

un momento dado a través de herramientas determinadas.

Esta calidad, es exigida con mayor énfasis entre los alimentos horticolas, y en
especial para lechuga, puesto que es considerada muy delicada en su cultivo, debido
a sus caracteristicas como producto comercial, su fragilidad durante su manipulaciéon
en campo, y en los pasos subsiguientes a la cosecha hasta llegar al consumidor
(Cabrita y col.,, 2000). Adicionalmente, esta hortaliza es afectada por agentes
microbiologicos que aceleran el proceso de descomposicion, lo cual ocasiona que

presente una vida 1til muy corta.




Por ello, hoy en dia, muchos campos de investigacion en la alimentacion, se h

dedicado al estudio de métodos de conservacioén con minimo procesamiento de frut s
y hortalizas (MPFH), con la finalidad de tratar de solucionar estos problemas ¢
deterioro y minimizar perdidas a nivel industrial, para asi ofrecer un producto e

buena calidad.

Esta investigacion se planteé evaluar el empleo del diéxido de cloro como alternativa e
conservacién con minimo procesamiento de frutas y hortalizas (MPFH) en plantas e
lechuga (Lactuca sativa 1..) variedad Iceberg. Para ello, en el desarrollo del trabajo, e
encontrard la problemética de la investigacion, la justificacién y los objetivos a
cumplir dentro del capitulo I; en el capitulo II se describe las caracteristic s
principales de la lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg en cuanto a s
morfologia y exigencias durante la cosecha y postcosecha, los métodos e
conservacién con minimo procesamiento de frutas y hortalizas en especial 1 s
caracteristicas principales del didxido de cloro, su efecto antimicrobiano y efectos e
la calidad sensorial, ademas, se describe el proceso para la obtencion de cultivos i
vitro, como una alternativa para trabajar desde un principio con materiales de mej r
calidad. En el capitulo III se presenta toda la metodologia y pasos a seguir para 1
proceso de descontaminacion del material vegetal con el diéxido de cloro y la técni

a utilizar para la obtencion del cultivo in vitro del material vegetal. En el capitulo

se encuentran los resultados de cada etapa del proceso de descontaminacién y 1
observaciones sobre el estado fisico del material vegetal durante cada paso, asi mis

se muestran los efectos del diéxido de cloro en la calidad sensorial y su accid
antimicrobiana, también se describe el proceso de cultivo in vitro y las diferent s
variaciones que se realizaron para el desarrollo del material vegetal. Por Ultimo, en 1
capitulo V, estan las conclusiones y las recomendaciones para la mejora del proces
de desinfeccion y la obtencion de la lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg

través de la técnica de cultivo in vitro.



CAPITULO I

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

El procesamiento de los alimentos puede favorecer que los vegetales se degraden mas
rapidamente por posibles dafios ocasionados durante el proceso; igualmente los hacen
mas susceptible al deterioro microbiano, puesto que la parte interna de los tejidos
vegetales quedan expuestos al ambiente. Para contrarrestarlo, se plantea el uso de
procesamiento minimo incluyendo el lavado con didxido de cloro (ClO,), como uno

de los métodos con mayor potencial de descontaminacion en vegetales.

(Sera el empleo del dioxido de cloro (ClO,) un método efectivo de conservacion con
minimo procesamiento de frutas y hortalizas (MPFH), en plantas de lechuga (Lactuca

sativa L.) variedad Iceberg?

Adicionalmente, es interesante plantear la combinaciéon de métodos que puedan
ofrecernos una mayor eficiencia de esta metodologia, de alli que esta investigacion
plantea ademas el desarrollo del proceso de propagacién in vitro de la especie
seleccionada para el estudio, como un factor de relevancia en el proceso de
conservacion del producto, para probar a futuro, procesos de conservacion con

minimo procesamiento con la mencionada especie.




Justificacion

En la industria de los alimentos s¢ usa una gran variedad de métodos de minim
procesamiento, con la finalidad de obtener alimentos cortados o pelados, sin alter

gravemente sus caracteristicas sensoriales, como lo harian el secado o enlatado.

Gran diversidad de industrias cuyo producto es obtenido a través de cultivo in viv |
emplean métodos de conservacion con minimo procesamiento de frutas y hortaliz
(MPFH) para proveer al consumidor alimentos aptos para el consumo, es deci
vegetales previamente cortados, pelados, lavados y empacados, y que van directo

consumo del cliente (Debevere y col., 2008).

Dentro de los métodos que han resultado eficaces y con resultados satisfactorios e
la produccion y calidad de alimentos, algunos resultan excesivamente costoso
debido a los materiales y a los equipos necesarios para su aplicacion, ademas d
necesitar condiciones muy estrictas, bajo parametros precisos, para cada tipo d
alimentos, por lo cual, estos métodos resultan pocos viables para pequefias industria

y laboratorios.

Sin embargo, existen métodos de conservacion, que presentan una efectividad simil
pero con la gran diferencia de que estos no requieren equipos sofisticados para s
aplicacion, y los materiales para este procedimiento son faciles de adquirir y d

elaborar.

Entre los métodos de conservacion, se encuentra como descontaminante el diéxido d
cloro (ClO,); este esta siendo cada vez mas utilizado debido a que presenta una alt
efectividad contra una amplia variedad de microorganismos, permitiendo prolongar 1
vida 1til de las frutas y vegetales, ademas, este no produce cantidades importantes d

subproductos téxicos. En este proyecto se trabajara con este método, debido a 1



facilidades de adquisicion, manipulacidn y caracteristicas del mismo, lo que permitira

cumplir con los objetivos planteados.

Por consiguiente, esta investigacion pretende evaluar la aplicacion de este método de
minima conservacion para cultivos de lechuga, con el propdsito de obtener resultados
que sean significativos para estudios posteriores sobre la aplicacion del ClO, en
cultivos de lechuga, proporcionando ademas informacién a la industria alimenticia
sobre la utilizacion del didxido de cloro como alternativa de conservacion dirigido a
una mejor produccion y a otorgar al consumidor un producto de calidad y seguro a
nivel microbiologico, prolongando la vida 1util de la hortaliza durante su

almacenamiento.

Por otro lado, es importante sefialar que existen tecnologias que pueden ayudar en la
produccion de vegetales de mayor calidad, entre las cuales se puede mencionar el
cultivo in vitro. El cultivo in vitro de plantas ha sido una de las aplicaciones de mayor
generalizacion y repercusion mundial, ya que, favorece la produccion de un material
mas sano y una menor posibilidad de ser infectado por microorganismos, lo que
podria alargar la vida de los vegetales cultivados, de alli que muchas industrias
(laboratorios comerciales) plantean el uso de técnicas de propagacion in vitro de

plantas para sus productos (Orellana, 1998; Central el Palmar, 2011).

Cabe considerar, que la mayoria de los productos horticolas que se encuentran en el
mercado son cultivados por las industrias alimenticias por método in vivo, y que estos
son los que estan mas expuestos a la contaminacién por microorganismos. De alli,
que se planted desarrollar el cultivo in vitro en el proyecto, ya que por medio de este
método se producen cultivos semejantes a los obtenidos in vivo, de mejor calidad y
con mejores condiciones sanitarias, ya que no estdn expuestos a agentes
contaminantes durante su cultivo, que podria optimizar la conservacién con minimo

procesamiento.
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Objetivos de la Investigacion

Objetivo general:

Evaluar el empleo del diéxido de cloro como alternativa de conservacién con minim
procesamiento de frutas y hortalizas (MPFH) en plantas de lechuga (Lactuca sativ

L.) variedad Iceberg.

Objetivos especificos:

- Obtener plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg a través de |

germinacion de semillas (Método in vivo).

- Realizar el proceso de lavado con dioxido de cloro como alternativa
conservacion con minimo procesamiento de frutas y hortalizas (MPFH) e

plantas de lechuga obtenidas ir vivo.

- Realizar el proceso de secado y empacado de las plantas de lechuga sometid

a minimo procesamiento de frutas y hortalizas (MPFH).

- Determinar los niveles de diéxido de carbono y oxigeno durante

almacenamiento de las plantas de lechuga.

- Determinar la efectividad de la alternativa de minimo procesamiento de fru
y hortalizas (MPFH) seleccionada, a nivel microbiolégico (conteo de bacteri

y mohos y levaduras).



Determinar la efectividad de la alternativa de minimo procesamiento de frutas
y hortalizas (MPFH) a nivel de calidad sensorial.

Obtener plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg a través de
técnicas de propagacion in vitro, como una técnica que a futuro podrie

incrementar rendimientos en procesos de conservacién con minimo

procesamiento.
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Hipétesis

Si el ClO, presenta una alta efectividlad contra una amplia variedad d
microorganismos, permitiendo prolongar la vida util de las frutas y hortalizas
entonces la desinfeccion con ClO, podria ser un método de gran efectividad para 1
conservacion de plantas de lechuga minimamente procesadas, y a su vez, este proces:

también podria ser reforzado controlando la forma de cultivo de la especi

seleccionada.



CAPITULO I1

MARCO TEORICO

Antecedentes

El didoxido de cloro (ClO;) es un método de conservacion MPFH que ha servido para
realizar diferentes estudios, en donde se evalua su eficacia para prolongar la vida util
de vegetales. Al respecto, Debevere y col., (2007a), sefialan que el ClO, es una
alternativa prometedora para prolongar la vida util de las zanahorias minimamente
procesadas, donde este método no afecta la tasa de respiracion, ni los atributos
sensoriales de las zanahorias. El dioxido de cloro (ClO;) es un desinfectante y
descontaminante y no reacciona con compuestos organicos para producir

subproductos clorados, al igual que el cloro liquido ¢ hipocloritos.

Chen y col., (2010), realizaron un estudio donde observaron ¢l efecto del CIO,
acuoso sobre el pardeamiento enzimatico y la vida util de la lechuga (Lactuca sativa
L.) Iceberg y el esparrago durante el procesamiento, ya que, el dioxido de cloro
acelera el deterioro fisioldgico que puede resultar en la decoloracion del material
vegetal y ocasionar la pérdida adicional de la nutricidon y el sabor. De acuerdo con
esta investigacion, el pardeamiento u oscurecimiento enzimatico se define como la
oxidacion de fenoles o quinonas que son catalizadas por la polifenol oxidasa en
presencia de oxigeno, este trastorno es uno de los mas importantes, ya que es facil de
observar por los consumidores y puede ocasionar perdidas comercialmente. Los
resultados obtenidos mostraron que las concentraciones mas altas de ClO; y los
tiempos de tratamiento mas largos siempre tienen mejores efectos inhibitorios sobre
el pardeamiento, es decir, el tratamiento con ClO, inhibe efectivamente el
pardeamiento, manteniendo el color en un nivel alto, por lo tanto, podria prolongar la

vida util de la lechuga y el esparrago fresco cortado a 14 dias aproximadamente.
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Adicionalmente, Chen y col.,, (2010), reportaron que el tratamiento redu e
significativamente la microflora inicial de lechuga y esparrago fresco cortado, pe o
sin eliminarla completamente, ya que el ClO, es menos eficaz cuando 1 s
microorganismos estan ocultos en heridas, por lo tanto, puede aumentar 1
crecimiento de los microorganismos sobrevivientes al tratamiento (Devliegherey y
col., 2008). De hecho, varios autores han reportado que la eficacia de ClO; acuo o
como desinfectante sobre las verduras frescas o recién cortadas depende de a
estructura vegetal y la morfologia (presencia de poros, irregularidades de a
superficie, lesiones), la distribucion de los microorganismos y las habilidades e

ciertos microorganismos que forman biopeliculas (Gémez-Lopez e Izquier, 2015).

En otra investigacion, Allende y col., (2010), compararon la idoneidad del diéxido e
cloro acuoso vs hipoclorito de sodio como un desinfectante eficaz para preservar a
calidad de la lechuga recién cortada, evitando la formaciéon de subproductos. P a
ello, se evalu6 el impacto de dioxido de cloro acuoso e hipoclorito de sodio en a
microbiota natural y calidad sensorial y la formacién de subproductos en la lechu a
Iceberg recién cortada. Los resultados de esta investigacion, arrojaron q e
independientemente del tratamiento utilizado, las poblaciones microbianas se reduc n
después del lavado, es decir, se encontraron reducciones microbianas de 1-2 unidad s
logaritmicas en comparacion con las cargas microbianas antes de lavar. Sin embarg ,
se reportd un crecimiento gradual durante el almacenamiento tanto para aerobi s
mesodfilos como para mohos y levaduras en ambas soluciones, igual que el estu o

anteriormente mencionado.

Adicionalmente, Allende y col., (2010), evaluaron el impacto de las dos solucion s
sobre algunos atributos sensoriales de lechuga recién cortada, la evaluacién sensori 1
mostré una buena calidad inicial después del lavado y no hubo influencia de a
solucién de lavado en los pardmetros sensoriales incluyendo gusto y la calidad vis

Durante el almacenamiento, el sabor y la calidad visual de la lechuga recién corta a



se redujeron ligeramente. Ligeros malos olores se detectaron después de 10 dias de
almacenamiento, pero los panelistas también indicaron que las muestras eran
aceptables para el consumo. Como resultado, ninguna de las soluciones de lavado,
causo ningun efecto perjudicial en la calidad sensorial de la lechuga (Allende y col.,

2010).

En cuanto a la formaciéon de subproductos como trihalometanos (THM) el agua
tratada con di6éxido de cloro para la lechuga, condujo a la formacion de THM, pero
por debajo del limite de deteccion, lo que concuerda con Devliegherey y col., (2008),
quienes reportaron que el ClO, no produce cantidades importantes de subproductos

tOXicos.

Estos estudios han demostrado que el uso del ClO, como método de conservacion de
frutas y hortalizas minimamente procesadas MPFH, puede mantener los atributos
sensoriales y prolongar la vida util del producto. Sin embargo, se puede mejorar atn
mas la calidad de las frutas y hortalizas, si se logran estandarizar sus condiciones

optimas del cultivo in vitro para esta especie.

El cultivo in vitro desde sus inicios hasta la fecha, ha representado un gran aporte
para la agricultura, ya que, ha contribuido al aumento y mejoramiento de la
produccion de alimentos, pues esta tecnologia permite obtener material de elevada
productividad. El uso de esta técnica ofrece la posibilidad de multiplicar masivamente
genotipos valiosos de vegetales por lo que puede contribuir al aumento y
mejoramiento de la produccion de especies de importancia econdmica. Ademas, este
técnica se ha desarrollado para la produccién de material libre de enfermedades,
mejoramiento de calidad fisiolégica y fitosanitaria (FAO, 2007). A partir de los
ultimos afios, en una gran cantidad de especies vegetales se ha extendido el empleo de

esta técnica, por lo que resulta valiosa su aplicacidon, en diversas especies vegetales
(Kessel, 2008).
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Una de las aplicaciones del cultivo in vitro de interés agropecuario, se encuentra en a
obtenciéon de plantas con resistencia a estrés bidtico (virus, insectos, hongos y
bacterias), a estrés abidtico (salinidad, sequia, etc.), tolerancia a herbicidas p a
facilitar el control de malezas y modificacion de la calidad nutricional de los cultiv s

entre otras (Diaz y col., 2010).

Por esta razon, muchos estudios, han utilizado la propagacion in vitro para 1
mejoramiento y produccidon de alimentos en cantidad y calidad suficiente para a
creciente demanda comercial. Al respecto, Jiménez (1994), utiliz6 la propagacién n
vitro de la cafia de azticar debido a la necesidad de utilizar procedimientos rapidos e
multiplicacién para el mejoramiento en cafia de azicar (Saccharum spp hibrid ;
debido a que el proceso de produccién de semilla comercial transcurre en un tiem o
excesivo antes de que la cafia se plante en produccion, mediante un periodo de 32- 6
meses desde que se planta como bésica hasta que se cosecha como certificada. Es a
técnica ha sido considerada como la de mayor potencial para distribuir material lib e
de enfermedades, y producir grandes cantidades genéticamente uniformes, gracias a
una serie de ventajas que presenta como son la posibilidad de eliminar todo tipo e

patégenos incluyendo el saneamiento a virosis y enfermedades.

Igualmente, Ceballos y col., (2002), describieron que desde la década de los afi s
ochenta, la propagacion in vitro para yuca, ha sido una técnica promisoria que a
permitido la multiplicacién masiva de esta hortaliza, ademas de otras ventajas co o
proporcionar un material de elite, limpios, apto para la siembra, en cantidad s
razonables, y con la posibilidad de ser enviados o transportados a cualquier lugarp a
su cultivo, sin que sean sometidos a restricciones cuarentenarias, permitiendo 1
desarrollo comercial de la hortaliza. Asimismo, dichos autores, que esta técnica a

sido probada con éxito en cultivo como el café, banano, cafia de azicar y caucho.



Es por ello, que en este trabajo se planted el uso de técnicas del cultivo in vitro, como
la micropropagacion para la produccidén de material de mejor calidad, lo que podria

generar un periodo de vida ttil prolongado.

Bases Teoricas

La lechuga

Origen

El origen de la lechuga no parece estar muy claro, el cultivo de la lechuga se remonta
a una antigiiedad de 2.500 afios, siendo conocida por griegos y romanos. Las primeras
lechugas de las que se tiene referencia son las de hoja suelta, aunque las acogolladas

eran conocidas en Europa en el siglo XVI (Moreno, 2009).

Sin embargo, algunos autores afirman que procede de la India, pero hoy dia los
botanicos no se ponen de acuerdo, por existir un seguro antecesor de la lechuga
Lactuca sativa L. variedad Iceberg, que se encuentra en estado silvestre en la mayor
parte de las zonas templadas creciendo en prados, pendientes rocosas y terrenos
baldios desde Asia y norte de Africa hasta el norte de Europa (Garcia, 2013), siendo

las variedades cultivadas actualmente una hibridacidn entre especies distintas.
Taxonomia y Morfologia

La lechuga es una planta anual, que se encuentra dentro de la familia Asteraceae y
cuyo nombre botanico cientifico es Lactuca sativa L. Posee un sistema radicular
profundo y ramificado. Su tallo es cilindrico corto y muy ramificado. Sus hojas se
disponen primeramente en roseta y después forman un cogollo méas o menos
consistente y apretado, dependiendo de la variedad. Las hojas pueden ser de forma
redondeada, lanceolada o casi espatulada con el borde liso, ondulado o aserrado,

existiendo una amplia variabilidad varietal. Presenta inflorescencia de color amarillo
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dispuesto en racimos o corimbos. Es una planta autdgama cuyas semillas, que dn
realidad son frutos en forma de aquenios tipicos, estan provistas de pelos plumosg¢s

(USDA-NRCS, 2006; Lopez, 2013)
Clasificacion

Esta hortaliza es propia de las regiones de clima templado y se cultiva para la
alimentacion. Es una hortaliza de hoja, que puede ser cultivada todo el afio, pero de

acuerdo con la variedad, pueden variar sus rendimientos.

Segun Blanco y Vecentino, (2006), las variedades de lechuga se pueden clasificar ¢n

los siguientes grupos botanicos:

- Romanas o Longifolia: presentan las hojas lisas y erectas, con bordes lisos;
forman una cabeza laxa como un pequefio repollo.
- Acogolladas o Capitata: se caracteriza por presentar la cabeza del vegetal
firme, suave y semiabierta. Es conocida popularmente como lechuga

americana.

- De hojas sueltas: se caracteriza por poseer hojas asperas, rusticas o ser de
hojas suaves.
- Esparrago: son aquellas que se aprovechan por sus tallos, teniendo las hoj s

puntiagudas y lanceoladas.

Para el desarrollo de este proyecto, se tomara la lechuga Iceberg de la varied d
acogollada. Esta lechuga se caracteriza por ser de hojas lisas o crespas, verdes o
moradas, tener un apice oculto, hojas compactas, cabeza envolvente y se encuen a

comtinmente en los supermercados del pais.



Desarrollo o crecimiento

Segin Rincon (2008), esta hortaliza presenta un desarrollo o crecimiento que se

divide en cuatro etapas:
1. Etapa inicial: germinacidn y primeras etapas vegetativas (desarrollo en semillero).

2. Etapa de desarrollo del cultivo: desde el trasplante hasta la formacion de una roseta

de hojas.

3. Etapa de acogollado: desde la roseta de hojas hasta la formacién completa de un

cogollo apretado de hojas.

4. Etapa de reproduccion: desde el final del acogollado hasta la formacion de un tallo

floral con semillas.

El ciclo de cultivo comercial de la lechuga Iceberg comprende las tres primeras
etapas, la primera de ellas en semillero y las dos siguientes de cultivo en campo,
finalizando con la recoleccién del cogollo de la planta que comprende la parte

comercial.
Exigencias del cultivo
Clima

El clima es importante para la duracion del ciclo de cultivo y de cada etapa de
crecimiento, siendo la temperatura el factor del que depende directamente la duracién

del ciclo de cultivo, el desarrollo vegetativo y la produccidn.

La lechuga es una planta de gran adaptabilidad a distintos climas. Puede vivir a
temperaturas de 0 °C; pero cuando ésta baja de los 6 °C, suele sentir sus efectos, que

si persisten ocasionan lesiones foliares. Por debajo de los 5 °C la lechuga no emite
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raices nuevas, pero si a partir de los 10 °C. No obstante, soporta peor las temperatur s
elevadas que las relativamente bajas. Los climas excesivamente calurosos provoc

con mayor facilidad la emision de tallos y flores, conocida como « subida a flor» o
induccién floral de la planta. La temperatura media optima para la lechuga osci a

entre los 15 alos 20°C (Japon, 2000).

Suelo

La lechuga requiere para su cultivo suclos francos o livianos. Es muy sensible 1
exceso de humedad, la cual le ocasiona pudricién y muerte. Los suclos ricos n
materia organica son los recomendados para su produccion. Es susceptible a la acid z
del suelo y valores de pH menores de 5,5 originan un pobre desarrollo, ameritando a
practica del encalado para corregir la acidez. Se considera que un pH de 7,3 es 1
limite para su desarrollo normal, siendo de 5,8 a 6,6 los valores de mejor aceptaci n

para un buen crecimiento y desarrollo comercial (INIA, 2005).

Siembra

La lechuga es una hortaliza de trasplante por lo que primero se debe hacer

semillero. El trasplante se realiza cuando las plantas tienen entre 10 y 12 cm de altu a
(entre 30 y 40 dias después de la siembra). La siembra se hace en camas de 1 a 0
metros de ancho y en hileras con 15 centimetros de altura. Para los cultivar s
arrepollados se recomienda una distancia de siembra entre 25 a 45 cm entre plantas y

las de cabeza pequeiia se adapta a distancias entre 10 y 20 cm (Rincon, 2008).
Riego

La lechuga presenta un sistema radical no muy profundo, por lo que las suplencias ¢
humedad deben ser frecuentes para permitir una absorcion satisfactoria. B o

temperaturas calidas, el cultivo desarrolla un crecimiento muy rapido, necesitan o



una suplencia permanente de humedad en el terreno. Cuando €sta no es satisfecha, se
presenta una necrosis marginal en las hojas mas jovenes, la cual desaparece con el
suministro de agua. En los primeros 20 dias, la frecuencia de riego debe ser corta
(uno o dos dias), amplidndose progresivamente sin superar los cuatro dias, hasta la

etapa de cosecha (INIA, 2005).
Cosecha

En la zona célida, la cosecha se hace entre 80 y 95 dias después del trasplante. En
ambos casos, la lechuga es cortada por encima del nivel del suelo y colocada en
cestas de plastico, quedando lista para ser transportada al mercado. La cosecha es
escalonada y la frecuencia de corte dependera de la demanda. Por las caracteristicas

de la lechuga, su conservacion es muy efimera y se recomienda la cosecha en las

horas frescas del dia (INIA, 2005).
Postcosecha

Después de la cosecha, la hortaliza es trasportada para el procesamiento y
almacenamiento. La lechuga presenta una rapida descomposicion, la cual, se debe a
dos factores que se observan en la postcosecha: el primero es que debido a que el
producto después del cortado sigue siendo una estructura viva que mantiene sus
reacciones y sistemas fisioldgicos activos, que se traduce principalmente en
respiracion, transpiracion y maduracion (produccidon de etileno), por lo tanto, la
intensidad de estos procesos conllevan inevitablemente al deterioro, y esta regida por
las caracteristicas propias del 6rgano de la planta que se cosecha e influida
fuertemente por el ambiente circundante: temperatura, humedad y composicion

atmosférica (Cabrita y col., 2000).

Los procesos de respiracion, transpiracion y maduracion estan vinculados a procesos

que implican el deterioro y la pérdida de atributos de calidad del producto vegetal y
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se ven reducidos con la disminucion de la temperatura de almacenamiento, de man a
particular la respiracion. La transpiracién implica una pérdida neta de peso fresco n
forma de vapor de agua desde los tejidos vegetales que ademés afectan la calid d
visual, como la turgencia y la ausencia de signos de marchitamiento entre otros. 1
etileno (maduracién) se asocia al control de diferentes procesos fisiologicos y e ta
estrechamente vinculado con la senescencia, con el ataque de plagas y enfermedad s,
y diversos tipos de estrés. Las temperaturas minimas de almacenamiento depend n
tanto de la susceptibilidad del 6rgano, especie-cultivar y de la manera en que el
producto se presenta (entero, pelado, cortado, etc.) ya que su comportamiento no s ra
el mismo. La humedad relativa es otro de los factores postcosecha a conside ar
durante el almacenamiento de vegetales. La pérdida de agua depende del déficit e
vapor de agua y cuanto menor sea ¢ste también lo seran las pérdidas de aguay r

ende de calidad (Chiesa, 2010).

El segundo factor es referido a los dafios mecéanicos por el uso de embalajes

<

condiciones de transporte inadecuados dentro de la estructura de la comercializaci n
de esta hortaliza (Cabrita y col., 2000). En consecuencia, el uso de herramientas p a

prolongar la vida util de vegetales procesados es limitado (Debevere y col., 2008).

Fisiopatia y Desordenes fisicos

wn

e Muchas fisiopatias han sido identificadas en lechuga. Algunos de los
importantes desérdenes son los siguientes segun Cantwell y Suslow,(2015):

e Puntas Quemadas (tip-burn): es una fisiopatia que se caracteriza por
manchado o quemado de los bordes de las hojas de lechuga, dan a
apariencia desagradable y el margen de la hoja dafiada es mas débil y

susceptible a pudriciones.



e Punteado Pardo (russetspotting): es una fisiopatia comuin debido a la
exposiciébn a bajas concentraciones de etileno que produce depresiones
oscuras especialmente en la nervadura media de las hojas.

e Mancha Parda (brownstain): esta fisiopatia es causada por la exposicion a
atmosferas con CO2 sobre 3%, a bajas temperatura. Aparecen como grandes
manchas deprimidas de color amarillo rojizo principalmente en la nervadura
media de las hojas.

e Costilla Rosada (pinkrib): esta fisiopatia ocasionada por la madurez de las
cabezas y el almacenaje a altas temperaturas, en la cual la nervadura de la hoja
adquiere una coloracién rojiza, lo que incrementa el pardeamiento y
susceptibilidad a pudriciones. Las exposiciones a etileno no incrementan esta

fisiopatia y atmosferas con bajo oxigeno no lo controlan. (Cantwell y Suslow,

2015).

Métodos de conservacion con minimo procesamiento de frutas y hortalizas
(MPFH)

Los vegetales minimamente procesados son definidos como cualquier fruta u hortaliza
que ha sido alterada fisicamente a partir de su forma original, pero que mantiene su
estado fresco. En la postcosecha, el producto basico (material vegetal),
independientemente de que sea recortado, pelado, lavado y cortado, el 100% es
posteriormente empacado en bolsas o pre-envasados. Durante este periodo,
microorganismos presentes en la atmosfera, pueden causar enfermedades a los
alimentos asi como su deterioro, por lo tanto, la descontaminacién por MPFH puede

producir productos mas seguros y mas estables.

Debido a esta problematica de la conservacion en la postcosecha de frutas y hortalizas, se
han empleado métodos de conservacion con minimo procesamiento, para prolongar la

vida util, sin afectar lo fresco del vegetal.
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Sin embargo, el verdadero reto en el desarrollo de nuevos productos es conseg
procesos novedosos o estrategias de conservacion, que permitan la obtencion d
alimentos seguros con sus propiedades nutricionales y caracteristicas benéficas par

la salud, muy poco modificadas e incluso potenciadas (Aztiazaran y col., 2007).

Por lo tanto, la extensién de duracion de MPFH es hoy dia un desafio para 1
industria alimentaria, asi como para las instituciones de investigacion, donde 1 s
tecnologias de descontaminacioén estan actualmente siendo evaluadas. La estruc

de investigacion para las pruebas de métodos de descontaminacioén para prolongar
vida 1til de MPFH debe abarcar cinco aspectos diferentes, a saber: (Devliegherey

col., 2008):

1) Reduccion del riesgo de infecciones transmitidas por los alimentos e
intoxicaciones.

2) Disminucién del deterioro microbiano.
3) La preservacion de los atributos frescos.
4) La preservacion de la calidad nutricional.

5) La ausencia de niveles inaceptables de residuos téxicos o formacion de product s
toxicos.

Todos los métodos MPFH que cumplan con estos aspectos podran ser utilizados p r
la industria alimenticia para descontaminacion. Actualmente, los métodos m s

utilizados que cumplen con estas condiciones son segun Pelayo (2007):

1.- Aplicacién de pulsos eléctricos: que consiste en someter el alimento a un cam o
eléctrico de alto voltaje.

2.- Aplicacion de altas presiones: consiste en someter el alimento a elevad s
presiones de hasta 9000 atmosferas.

3.- Irradiaciones: consiste en exponer a dosis establecidas de energia en forma e
rayos o particulas (gamma o electrones).



4.- Pulso de luz: es una técnica en donde se aplica pulsos o destellos de luz con un
espectro desde el ultravioleta al infrarrojo.

5.- Reactivos quimicos: consiste en el tratamiento de alimentos con sustancias
quimicas, producidas por reacciones quimicas entre otras sustancias.

Dentro del grupo de reactivos quimicos, estan los descontaminantes, incluyendo el

diéxido de cloro (ClOy).

Diodxido de Cloro

El dioxido de cloro (ClO,) es un desinfectante y descontaminante y no reacciona con
compuestos organicos para producir subproductos clorados. Es un i6n casi
completamente monémero de radicales libres. Este es usado como descontaminante
de verduras debido a que presenta una serie de caracteristicas que permiten tener
resultados eficaces y manipularlo facilmente. Devliegherey y col., (2008), considera
que estas caracteristicas son: su potencial bactericida es relativamente independiente
en un rango entre pH 4 y 10; es més adecuado que el cloro para el tratamiento de
esporas; requiere poco tiempo de contacto; tiene buena solubilidad; no hay corrosién
a altas concentraciones, lo que reduce los costos de mantenimiento; no reacciona con
amoniaco o sales de amonio; remueve hierro y manganeso mejor que el cloro y puede

ser generado localmente.

El ClO; puede conseguirse en dos presentaciones, acuoso y gaseoso. El ClO, gaseoso
tiene la ventaja principal sobre desinfectantes acuosos, ya que, el gas tiene mas
penetrabilidad, por lo tanto, podria matar a los microorganismos protegidos por
irregularidades de la superficie o biopeliculas (biofilms). Pero, a pesar de esta
eficacia, tiene como desventaja que es muy explosivo, por lo tanto no puede ser
transportado facilmente, ademas tiene que ser preparado y utilizado con equipos

especializados.
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Sin embargo, el diéxido de cloro acuoso ha demostrado ser eficaz para elimi ai
agentes patogenos inoculados en diferentes frutas y hortalizas, aunque no elimina or
completo los microorganismos. Ademas, es de facil manipulacion y preparac 6n
puesto que comercialmente consisten de dos bolsas que contienen difere es
concentraciones, listas para ser mezcladas con agua hasta llegar a la concentrac 6n
deseada. Para la presente investigacion, se trabajara con el diéxido de cloro acuo o,
debido a su facil manipulacién y preparacién de concentraciones (Devlieghere y

col., 2008).
El efecto antimicrobiano del ClO,

La membrana celular ha sido identificada como el principal objetivo de ClO; en as
células microbianas.El estudio realizado por Devliegherey y col., (2008), indic on
que la lesion letal producida por el ClO; a las células microbianas esta directame te
relacionada con la sintesis de proteinas y pérdida de control de la permeabilidad. Es
decir, el efecto del ClO; esta relacionado con el dafio oxidativo de la membr a
externa que conduce a la destruccion del gradiente i6nico trans-membrana. Tamb én
en otro estudio, se propuso que algiin tipo de dafio de la membrana podria ser laca sa
de que las esporas de hongos mueran, ya que ClO,, puede causar dafios en los pa os

iniciales en la germinacion de esporas (Devliegherey y col., 2008).
Vida til de frutas y hortalizas por ClO;

Segun Carrillo y Reyes (2013), la vida util de un alimento se define como el tie po
finito después de su produccién en condiciones controladas de almacenamiento, en
las que tendra una pérdida de sus propiedades sensoriales y fisicoquimicas, y su ira

un cambio en su perfil microbiolégico.

Estudios realizados, indican que a pesar que el ClO; acuoso no tiene una eficie te

eliminacién de microorganismos, puede prolongar de vida 1til de la fruta u hortal” a,
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ya que, estos estudios indican una variedad de resultados que van desde la ausencia
hasta una inactivacién significativa de 4,2 UFC/log para mesofilos bacterias,
levaduras y mohos a 4 °C durante 9 dias. De esta manera, el ClO; prolonga la vida

util de fruta o vegetales (Devliegherey y col., 2008).
Calidad Sensorial del C10;

Segin Zamora (2007), la calidad de los alimentos puede ser definida como el
conjunto de aquellas caracteristicas que diferencian unidades individuales de un
producto y tienen significacion en la determinacién del grado de aceptabilidad de esta
unidad por el comprador. Asi, la calidad total de un producto, debe ser analizada por
los atributos que la componen, cada uno de los cuales debe ser medido y controlado

independientemente.

El analisis de estos atributos se realiza a través de los sentidos. Los sentidos se

pueden dividir en dos grupos:
1) En los que el estimulo es fisico (vista, audicion, tacto, temperatura)

2) Los sentidos quimicos, en los que se tiene que establecer un contacto entre las
moléculas de algunas especies quimicas particulares y un 6rgano o receptor que

recibe el estimulo.

De acuerdo a esto, se desarrollan pruebas que permiten evaluar y mantener el control
de calidad de muchos productos en las industrias alimenticias, en especial de frutas y
hortalizas. Los tipos de pruebas que se pueden realizar son valorativas y analiticas;

para el caso del proyecto se realizaran pruebas valorativas.

Las pruebas valorativas tienen por finalidad evaluar productos con rapidez de acuerdo
a su calidad, o bien cuando se desea descartar rapidamente muestras de calidad

inferior. Entre estas pruebas de valoracion estan:
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e Prueba Descriptiva: donde las muestras se valoran de acuerdo a una escala di
calidad, que va de "excelente" a "malo".

e Prueba Numérica: en donde se define primero la caracteristica que va a se
medida, y se le fijan grados sucesivos que van desde "mejor" a "peor", e
relacion con la calidad. Se van presentando las muestras, una cada vez, y s
valoran segin una escala numérica.

e Prueba de Puntaje Compuesto: la evaluacién se expresa numéricamente e1
computos parciales, que van comprendidos en una escala cuyo maximo e
100, para la muestra perfecta. El puntaje para cada caracteristica esta d«
acuerdo a la importancia de ésta en la muestra, asi la caracteristica ma:
importante del producto tendra el mayor de los puntaje parciales. El evaluado
calificard las muestras otorgando a cada caracteristica, el puntaje que

considere adecuado y de acuerdo al méximo indicado.

Para la evaluacion sensorial relativa al proyecto se realizo la prueba de puntajc

compuesto.

El cultivo in vitro como alternativa para obtener plantas de mejor calidad

El término genérico “cultivo de tejidos vegetales™ involucra a diferentes técnicas dg
cultivo de material vegetal diverso, incluyendo a los protoplastos (célula
desprovistas de su pared celular), células, tejidos, organos y plantas completas|
Mediante éstas y otras técnicas de cultivo, es posible obtener plantas libres dg
microbios en un medio nutritivo aséptico (estéril) en condiciones ambientale:
controladas. También se lo conoce como “cultivo in vitro de plantas” por rea]izarsi

en recipientes de vidrio (hoy también de otros materiales) (Segretin, 2007).

Las primeras experiencias relacionadas con el cultivo de tejidos vegetales s¢

remontan a 1902, pero recién en 1922, se logr6 el primer experimento exitoso: lg



germinacion in vitro de semillas de orquideas. Luego de la germinacidn, las plantulas
obtenidas se transfirieron a un medio de cultivo en condiciones asépticas, y asi se
mantuvieron protegidas del ataque de patdégenos (hongos, virus y bacterias).

(Segretin, 2007). Hoy esta técnica tiene numerosas aplicaciones, algunas de ellas son:

e Propagacion masiva de plantas, especialmente para especies de dificil
propagacién por otros métodos, o en vias de extincion

e Clonacion de individuos de caracteristicas agronomicas muy deseables
durante todo el afio

e Obtencién de plantas libres de virus
e Produccion de semillas sintéticas

e Conservacién de germoplasma (conjunto de individuos que representan la
variabilidad genética de una poblacién vegetal)

e Obtencién de metabolitos secundarios

e Produccion de nuevos hibridos

e Mejora genética de plantas (incluyendo obtencion de plantas transgénicas)
e Germinacion de semillas.

e Produccién de haploides.

e Estudios fisioldgicos diversos (ArgenBio, 2015).

Las bases biologicas del cultivo de tejidos: la totipotencia celular

La reproduccion asexual de plantas por cultivo in vitro es posible gracias a que, en
general, varias células de un individuo vegetal poseen la capacidad necesaria para

permitir el crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo completo, sin que medie
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ningun tipo de fusién de células sexuales o gametos. Esta capacidad se denomi a
totipotencia celular, y es caracteristica de un grupo de células vegetales conocid s
como células meristematicas, presentes en los distintos 6rganos de la planta (Segreti

2007).

La potencialidad de una célula diferenciada (una célula de conduccién, epidérmi a,
etc.) para generar tejidos nuevos y eventualmente un organismo completo, disminu e
con el grado de diferenciacién alcanzado por esa célula, pero puede revertirse parc’ 1

o completamente segun las condiciones de cultivo a las que se la someta.

Las células vegetales crecidas en condiciones asépticas sobre medios de culti o

adicionados con hormonas vegetales, pueden dividirse dando dos tipos de respuesta:

 Una desdiferenciacion celular acompafiada de crecimiento tumoral, que da lugar a
una masa de células indiferenciadas denominada callo, la cual bajo las condicion s
adecuadas es capaz de generar 6rganos o embriones somaticos (llamados asi porq e
son estructuras similares a un embrién, pero que no se originaron por unién e

gametas),

* Una respuesta morfogenética por la cual se forman directamente organ s

(organogénesis) o embriones (embriones somaticos) (Segretin, 2007).

La primera respuesta se conoce como procesos indirectos, por la previa formaciéon e
un callo, y puede dar origen a una organogénesis indirecta (si se forman 6rganos), a
una embriogénesis indirecta (si se forman embriones).Mientras que la segun a
respuesta se considera organogénesis (formacién de 6rganos) o embriogénesis dire a
(formacién de embriones), ya que no existe una fase previa de formaciéon de ca o
(Galdeano y col., 2009).



El cultivo in vitro consiste en tomar una porcién de una planta (a la que se
denominara explante, como por ejemplo. el apice, una hoja o segmento de ella,
segmento de tallo, meristema, embrion, nudo, semilla, antera, etc; y colocarla en un
medio nutritivo estéril (usualmente gelificado, semisélido), donde se regenerardn una
o muchas plantas. Esta técnica se caracteriza por presentar las siguientes ventajas de

acuerdo con Sierra (2002):

- Propagacion rapida en masa

- Propagacion de clones libres de virus

- Mejoramiento vegetal

- La posibilidad de transporte de gran cantidad de material vegetativo

- La posibilidad de producir plantas durante todo el afio

- Desarrollo, mantenimiento y distribucion de clones especificos con resistencia

o0 tolerancia ante organismos patdgenos

Es por ello, que algunas industrias alimenticias, para obtener una mejor calidad en sus
productos, utilizan métodos de cultivo in vitro para sus cultivos (Central El Palmar,

2011).

Por otro lado, la formulacién del medio de cultivo cambia segin se quiera obtener un
tejido desdiferenciado (callo), inducciéon de yemas o raices, u obtener embriones

somaticos para producir semillas artificiales.

El éxito en la propagacion de una planta dependera de la posibilidad de expresion de
la potencialidad celular total, es decir, que algunas células recuperen su condicion
meristematica. A tal fin, debe inducirse primero la desdiferenciacién y luego la
rediferenciacion celular. Uno de los factores mas importantes a tener en cuenta para
lograr la respuesta morfogenética deseada es la composiciéon del medio de cultivo

(ArgenBio, 2015).
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No existen dudas que en todo intento de propagacion vegetal, ya sea in vitro o in viv

el caracter del proceso de diferenciacion depende del genoma de la especie, y que es 4
regulado por el balance hormonal propio y por el estado fisiolégico del 6rgano, teji o
o célula puesta en cultivo. Sin embargo, también se sabe que ese balance puede s r
modificado por el agregado de compuestos que imiten la acciéon de las hormon s
vegetales. Estos compuestos se denominan reguladores del crecimiento, y se emple

en los medios de cultivo para conseguir la propagacion in vitro de una plan a

(Segretin, 2007).

Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento, son compuestos organicos naturales, que n
pequeilas cantidades, y por la naturaleza y el arreglo particular de su molécul
fomentan, inhiben o modifican el crecimiento de los vegetales ejerciendo a

profunda influencia en los procesos fisiolégicos (Cossio, 2013).

Una sustancia para ser considerada un fitoregulador debe cumplir con algun s

premisas, como las sefialadas a continuacion:

- Ser pleiotropicas, es decir, que actiian en varios procesos

- Ser sintetizadas en todas las células,

- Regular procesos de correlacion (un 6rgano recibe el estimulo y otro expre a
la respuesta)

- Su accién debe ser ocasionada por interacciéon con los demas regulador s

(sinergismos, antagonismos o balance de concentracion).

Se dividen en dos grupo: los reguladores de crecimiento u hormonas naturales, q e
son aquellos que se encuentran en los vegetales, y los reguladores sintéticos, que s n

compuestos artificiales obtenidos por sintesis quimica (Cossio, 2013).



A su vez, se puede clasificar a los reguladores de crecimiento en tres grandes grupos
de acuerdo a su accion en la planta: aquellos que fomentan el crecimiento
(promotores); aquellos que lo inhiben (inhibidores y aquellos que lo retardan

(retardantes) (Cossio, 2013).

En el cultivo in vitro se trabaja primordialmente con las hormonas promotoras de

crecimiento, como lo son auxinas, citoquininas 'y giberelinas.
Las Auxinas

Las auxinas fueron las primeras fitohormonas identificadas y es precisamente el acido
indol acético AIA, la principal auxina endogena en la mayoria de las plantas. La
mayoria de las moléculas que integran este grupo son derivados indélicos, aunque
tambi€n se encuentran algunos compuestos fenoxiacéticos, benzoicos o picolinicos
con actividad auxinica. Las auxinas se encuentran en la planta en mayores cantidades
en las partes donde se presentan procesos activos de division celular, lo cual se
relaciona con sus funciones fisioldgicas asociadas con la elongacién de tallos y
coleoptilos, formacién de raices adventicias, induccién de floracidn, diferenciacion

vascular, algunos tropismos y promocion de la dominancia apical (Aguilar y col.,
2013).

Las principales auxinas sintéticas utilizadas para trabajar en cultivo in vitro son: AIA,

IBA (acido indol butirico) y ANA (4cido naftalenacetico).
Citoquininas

Las citoquininas han sido consideradas estructuralmente como derivadas de adeninas

o purinas, y dentro de este grupo se incluyen la kinetina, zeatina y benzilaminopurina.

Debido a su variacion estructural se han llegado a clasificar en citoquininas

isoprenoides y aromaticas.
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Este grupo de fitohormonas es considerado el responsable de los procesos e
divisién celular, entre los que se encuentran la formacion y crecimiento de brot s
axilares, la germinacion de semillas, la maduracion de cloroplastos, la diferenciaci n
celular y también el control de varios procesos vegetales como el retardo de a
senescencia y en la transduccion de sefiales (Aguilar y col., 2013). La princip 1
citoquinina sintética utilizada para trabajar en cultivo in vifro es la Benzl-

adenina(BA).
Giberelinas

Las giberelinas son un grupo de diterpenoides que se definen mas por su estruc a
que por su actividad biologica, contrario a lo que ocurre con las auxinas y 1

citoquininas. Las giberelinas son hormonas que actian como reguladores esencial s
del desarrollo de las plantas y cubren todos los aspectos de la historia de vidade 1 s
plantas, modulando varias respuestas del crecimiento como la germinacion e
semillas, el crecimiento del tallo, la partenocarpia, la expansion foliar, la elongaci n
de la raiz, la floracién y la liberacion de enzimas hidroliticas en algunos tejid s

(Aguilar y col., 2013).

Etapas del cultivo in vitro

En los protocolos utilizados durante el cultivo in vitro se pueden distinguir 1

siguientes etapas:
1) Seleccion de la planta y/o tejido donante de explantes.

2) Establecimiento o iniciacién: consiste en la desinfeccion de los explant s
(generalmente con hipoclorito de sodio) y otros desinfectantes, y su posteri r
adaptacion al medio artificial de modo de inducir callo, brote, raiz o embri n

somatico segun se plantee en la investigacion.



3) Multiplicacion: multiplicacién acelerada de brotes o embriones suficientes para la

regeneracion del numero de plantas necesarias.

4) Enraizamiento: etapa en la que se busca la formacion de raices con el fin de

convertir los brotes 0 embriones somaticos en plantulas completas.

5) Aclimatacion o aclimatizacion: que es la aclimatacion de las plantulas obtenidas in

vitro a las condiciones ambientales in vivo (suelo o algun sustrato inerte) (Segretin,

2007).
Elementos necesarios para el cultivo de tejidos vegetales

Para llevar adelante este trabajo, se necesitan equipos que generen las condiciones
necesarias de esterilidad, como las camaras de flujo laminar, que son estaciones de
trabajo que hacen circular aire filtrado y estéril, protegiendo asi lo que se desea
trabajar. Ademads, se necesita un soporte para el explante, que puede ser solido o
liquido, y que esta conformado por algiin agente gelificante inerte (agar, gelrite, ctc.);
macro y micronutrientes esenciales para la supervivencia de la planta; fuentes de
energia hidratos de carbono); vitaminas y agentes reguladores del crecimiento (Ver
Tabla 1) que ayudardn a obtener una planta o un 6rgano en particular, a partir del
explante seleccionado. Algunos de los eclementos mencionados pueden ser
reemplazados por mezclas poco definidas en su composicion (jugo de tomate, agua de
coco, etc.), que pueden dar buenos resultados, y generalmente resultan mas
econdmicas. La acidez de los medios de cultivo para plantas suele variar entre pH=5
y 6,5. Igualmente, deben ser reguladas las condiciones de temperatura, humedad

relativa y fotoperiodo, necesarias para el cultivo in vitro de tejidos vegetales (Segretin
2007).

Segun sea ¢l balance hormonal y otras condiciones de cultivo, se puede propiciar la

regeneracion de distintos 6rganos o formaciones vegetales. Por ejemplo., si el balance
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de citoquininas/auxinas (Ver Tabla 1) es mayor que 1, se favorece la generacion di

brotes; si es menor que 1, la generacion de raices; y si es igual a 1, la formacién d

callos.

Tabla 1. Composicion de medios de cultivo in vitro de células vegetales

Componentes

Caracteristicas y ejemplos
.

Agua destilada

Representa el 95% del medio nutriente

Fuente de carbono

Generalmente se usa sacarosa. La fuente de carbono se
necesita porque los explantos no son completamente
autotrofos, y no pueden cubnr sus necesidades con la
fotosintesis que pueden realizar in vitro

Sustancias inorganicas

Macroelementos (N, P, K, Ca, Mg, S) y microelementos
{Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu, 1), en una proporcidén
adecuada segun la planta elegida.

Vitaminas

Vitaminas B, B2, B8, vitamina H, vitamina E, acido fdlico,
acido nicatinico, entre otras.

Hormonas y reguladores del
crecimiento

Auxinas: promueven ia elongacion celular, [a formacion de
callos y raices adventicias, inhiben la formacién de brotes
axilares adventicios y, a veces, inhiben la embriogénesis.
Citoquininas: promueven la division celular, regulan el
crecimiento y el desarrollo de los tejidos vegetales.

Ofras: giberelinas, acido abscisico, etileno.

Mezclas de sustancias poco definidas

Extracto de levadura, extractos vegetales.

Matenales inertes

Se usan como soporte: agar, agarosa, otros polisacaridos,
lana de vidrio, papel de filtro, arena.

Técnicas de cultivo in vitro

La propagaciéon de plantas in vitro es una técnica muy utilizada en cultivos d#
importancia econdmica. Permite cultivar células, tejidos, oOrganos, semillas
smbriones y obtener individuos selectos en forma rapida. Los cultivos son realizado:
por personal especializado en medios especificos (hormonas, minerales, vitaminas
fuente de carbono, agente gelificante, agua, etc.) y condiciones ambientale:

controladas (temperatura, humedad y luz). Una vez ajustados los protocolos para lwz
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especie o cultivo de interés, es posible automatizar el proceso de modo de llevarlo a

mayor escala de produccion (Segretin, 2007).

Existen varias técnicas, sin embargo, una de las mas empleadas es la
micropropagacion o propagaciéon clonal, la cual fue la utilizada para la presente

investigacion.
Micropropagacion o propagacion clonal

La micropropagacion (propagacion clonal por cultivo ir vitro) constituye uno de los
métodos biotecnologicos que mayores logros ha aportado al desarrollo de la
agricultura, ya que se la usa en la produccion masiva de especies horticolas,

aromaticas, medicinales, fruticolas, ormamentales y forestales (Osorio, 2014).
Entre las ventajas de la micropropagacion se pueden mencionar:

- Posibilita incrementar rapidamente nuevos materiales

- Permite controlar las condiciones ambientales, debido a la independencia de los
mismos (luz, temperatura y humedad controlada)

- Permite estudiar diversos procesos fisiol6gicos

- Evita el riesgo de contaminaciéon con patdogenos, ya que se realiza en medios
esterilizados

- Se pueden obtener gran cantidad de individuos en espacios reducidos
- Permite 1a obtencion de individuos uniformes

- Facilita el transporte del material

La micropropagacion consiste en obtener numerosos explantes a partir de una plante

madre, los cuales sujetos a condiciones y medios de cultivo adecuados, daran lugar a
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nuevas plantas iguales a la planta original, permitiendo su multiplicaciéon (Figura )

(Segretin, 2007).

Q.}o
{

| ij ! 1

Figura 1. Micropropagacion o propagacién clonal de plantas por cultivo in vitro
(ArgenBio, 2015)

La propagacién in vitro, se divide en estadios o fases, segiin Garcia y col., (2004):

- Fase 0 corresponde a la preadaptacion del material parental condicion s
homogéneas que favorezcan la multiplicacion vegetativa in vitro.

- Fase I (Induccidén o germinacién). es la primera etapa del cultivo durante a
cual se induce el desarrollo de los meristemas por €l empleo de citocininas.

- Fase Il (Multiplicaciéon). Los brotes inducidos en la primera fase s n
multiplicados por medio de la induccién de brotes adventicios para aumen

el namero de plantas que se derivan de una sola planta madre.



- Fase III (Preparaciéon de la plantula al suelo o Enraizamiento): los brotes
producto de la fase I y II son ahora tratados para inducir la formacion de
raices y plantulas completas.

- Fase IV (Trasplante o Aclimatacion): es la etapa mas dificil del cultivo,
cuando las plantulas salen del ambiente estéril y rico en nutrientes del tubo de
ensayo para iniciar su desarrollo en tierra. Esta fase requiere de condiciones
adecuadas y grandes cuidados para que las plantulas no mueran por perdida

excesiva de agua o por el ataque de microorganismos.

En este proyecto, se plante6 el desarrollo de esta técnica con el fin de obtener plantas
por una via de propagacion alternativa con una mejor calidad sanitaria, lo cual &
futuro permitiria la combinacion de este método con la aplicacion de minimo

procesamiento como alternativa de conservacion para frutas y vegetales.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Con el propésito de cumplir con los objetivos del trabajo de investigacion, se culti
las plantas de lechuga Icebergin vivo e in vitro en el Laboratorio de Biotecnolog a
Agricola del Instituto de Estudios Cientificos y Tecnoldgicos (IDECYT) de a

Universidad Simén Rodriguez.

Métodos

1. Cultivo in vivo de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.)

La siembra de esta especie se llevo a cabo en canteros ubicados en el vivero d 1
Instituto de Estudios Cientificos y Tecnologicos (IDECYT) de la Universidad Sim n
Rodriguez. Para poder cumplir con la cantidad de lechugas necesarias para realizar a

metodologia, el cultivo se realiz6 en dos canteros:

El primer cantero es de 5 m de largo x 80 cm de ancho x 30 cm profundidad, n
donde se sembraron dos hileras con 20 lechugas cada una, a una distancia e

separacion entre cada hortaliza de 25 cm (Fig. 2).

L

Figura 2. Modelo de cantero



El segundo cantero es de 4,30 m de largo x 1,09 cm de ancho x 30 cm profundidad,
en donde se sembré dos hileras de 18 lechugas cada una, a una distancia de
separacion entre cada hortaliza de 25 cm. Entre ambos canteros se sembré un total de

76 lechugas (Fig. 3).

30 ch ! l
;/ i\/\1,09m

4,30 m

Figura 3. Modelo de cantero

Cabe destacar que para el proceso de desinfeccion solo se utilizaron 36 lechugas del
cultivo in vivo. Una vez sembradas, se esperd su desarrollo hasta presentar hojas

grandes y tener forma arrepollada, de alli se procedi6 al cortado.

2. Cortado

Este paso consistio en la recoleccion de la hortaliza, que se realizé en forma manual,
extrayendo la lechuga desde la raiz. A continuacidn, se enjuagd con agua destilada
fria para que las mismas quedaran limpias de cualquier sedimento, una vez limpia la

lechuga se procedi6 a deshojarla.

3. Desinfeccion

En esta etapa, las lechugas del cultivo in vivo, se introdujeron en un envase con
capacidad de 80 L, en donde se lavan con agua destilada, y con el agregado de
diéxido de cloro (ClO;) a una concentracién de 5 mg/L de ClO, (20 It de agua
destilada y en él, se diluyeron 100 ml de Cl0O,), con una circulacién continua manual

durante 20 min.
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4. Secado

Después del tratamiento de desinfeccion, las lechugas fueron sometidas a un proces:
de secado mediante una centrifuga de cestas manual, en donde se elimina el exceso d
humedad producido por el lavado para asi evitar la multiplicacion d
microorganismos que suelen aparecer cuando los productos no han estado sometido

a un secado correcto.

5. Empacado

Posteriormente, una vez removido el exceso de agua de las lechugas, se procedid
empacarlas en bolsas herméticas plésticas de polipropileno (ziploc) para impedir I

contaminacion.

6. Almacenamiento

El almacenaje del producto terminado se realiz6 en una nevera, que posee la:
condiciones adecuadas de higiene con una temperatura de 7 °C, en donde las lechuga:
se mantuvieron por 15 dias aproximadamente. Durante este periodo, se determino la:
concentraciones de oxigeno y dioxido de carbono dentro de la bolsa, ademas st
realizaron las evaluaciones microbioldgicas y sensoriales, para las cuales se tomaror

tres muestras de cada cultivo por dia.

7. Evaluaciéon

Las evaluaciones se realizaron de la siguiente manera:



a) Con muestras sin desinfeccién con dioxido de cloro (ClO;) como control:
donde se tomaron tres bolsas 'y
b) Con muestras desinfectadas con didxido de cloro (ClO;): donde se tomaron

tres bolsas por dia de almacenamiento.
Para dichas evaluaciones se tomaron en cuenta dos factores:
7.1 Microbiologico

Antes de realizar los anélisis, se tomaron las medidas de gases CO, y O, esto para
comparar la cantidad de microorganismos con la presencia de gases. En cuanto al
analisis microbioldgico se determind aerobios totales y mohos y levaduras. Para ello,
se peso asépticamente 30 g de lechuga en una bolsa estéril, se diluyé con 270 ml de
solucion salina de peptona (8,5 g/l de NaCl y 1 g/ de peptona), se homogenizd
durante 1 minuto en un Stomacher 400-circulator SEWARD. Esta dilucion es 107
Posteriormente se procedié a tomar 1 ml del concentrado y se diluyé en 9 ml de agua

peptonada, y asi sucesivamente, hasta llegar a una dilucion de 107

Dichas diluciones se vertieron en una capsula de petri con Agar Nutritivo (23 g/L)
para el recuento total de microorganismos aerobios mesofilos, y se incubaron a 30 °C
durante 3 dias. Para determinar mohos y levaduras, se sembré por superficie 0,1 ml
del concentrado en medio de cultivo agar papa dextrosa con superficie acidificada

con acido tartarico, y se incubo a 30 °C durante 3 dias (Debevere y col., 2007a).
7.2 Calidad Sensorial

Para la evaluacién sensorial de las muestras y respectivos controles, se realizd una
prueba numérica de calidad de puntaje compuesto, bajo la siguiente escala

valorativa: 1  extremadamente pobre, 3 Pobre, 5 indiferente, 7 Bueno, 9
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Excelente. Dicha escala fue utilizada para evalvar la calidad de las siguient ¢

caracteristicas:
Visual:

- Oscurecimiento del borde de la hoja

- Oscurecimiento de la superficie de la hoja
- Marchitez

- Sequedad

- Calidad visual global

Olfativa:
- Olor (Debevere y col., 2007b)

8. Cultivo in vitro de lechuga (Lactuca sativa L.):

La técnica de cultivo in vitro o propagacion clonal, se realizé, a partir de
fragmento (explante) de una planta madre, donde se obtuvo una descendenc a
uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. El explante q e
se utiliz6 para este caso fueron 36 semillas de lechuga variedad Iceberg geminadas
vitro, que originaran plantulas que posteriormente seran propagadas in vi

siguiendo las etapas que se describen a continuacion, segin Mufioz (2007):
e Etapa 1 Germinacion in vitro de semillas de lechuga:

Antes de sembrar los explantes (semillas) en cada placa, se desinfectaron con
agente quimico, generalmente cloro comercial (hipoclorito de sodio al 5%) y a

destilada estéril (Tabla 2), durante 5 min, que se retir6 por lavado con agua destila a



estéril. Posteriormente, los explantes se transfirieron al medio de cultivo MS, en

condiciones asépticas.

Tabla 2. Solucién para desinfeccion de explantes

Solucion Cantidad por cada 100ml
Hipoclorito de Sodio al 5% 50% (50 ml)
(cloro comercial)
Agua Destilada Estéril 50% (50 ml) N

Para la germinaciéon se prepard un medio Murashige y Skoog (1962) (Tabla 3)
suplementado con tiamina (5mg/L), mioinositol (100mg/L), sacarosa como fuente de
carbohidratos (30 mg/L), y como agente gelificante agar (8 g/L). Este agar fue
vertido en 26 placas de petri de 9 cm de didmetro (20 ml aproximadamente por
cdpsula). Posteriormente, una vez gelificado el medio, se colocaron 5 semillas en

cada placa.

Tabla 3.Medio de cultivo MS para germinacion de semillas de lechuga (Lactuca

sativa L.)in vitro

Solucién Cantidad por cada Litro
MS 100 ml
Myoinotisol 10 ml
Tiamina 5ml
Sacarosa 30 gr
Agar 8 gr
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e Etapa 2 Multiplicacién:

Los propagulos que se desarrollaron en la etapa previa, se transfirieron a un medio d«
multiplicacion (Tabla 4) que contiene MS (1962) suplementado con BA (Benzyl

adenine) a diferentes concentraciones como se muestra en la Tabla 5,con el objeto di

obtener numerosos subcultivos.

Tabla 4. Medio de cultivo para etapa de multiplicacion de plantulas lechuga (Lactuce

sativa L.)in vitro.

Solucién Cantidad por cada Litro
MS 100 ml
Myoinotisol 10 ml
Tiamina Sml
Sacarosa 30 gr
BA 2000puL
Agar 8gr
Tratamiento | Regulador de Crecimiento | Concentracion (mg/l)
M1 BA 0,01
M2 BA 0,25
M3 BA 0,35
M4 BA 0,5
M5 BA |
M6 BA 2

Tabla 5.concentraciones de BA empleadas en medios de cultivo para la etapa d

multiplicacion de plantulas de lechuga (Lactuca sativa L.) in vitro.




e Etapa 3 Preparacion de las plantulas para la transferencia al suelo:

Las plantulas obtenidas se transfirieron del medio de multiplicacién a un medio de
enraizamiento (Tabla 6) MS (1962) suplementado con una fuente de auxinas ANA
(0,5 mg/L) e AIB (0,01 mg/L) para obtener el desarrollo de raices y el fortalecimiento
de los brotes, y poder pasar a su proceso de aclimatacion o autotrofia a través de la

fotosintesis.

Tabla 6. Composicion de medio de cultivo para enraizamiento de plantulas de

lechuga (Lactuca sativa L.) in vitro.

Solucion Cantidad por Litro
MS 100 ml
Myoinotisol 10 ml
Tiamina 5 ml
Sacarosa 30 gr
BA 2000 pL.
Regulador de crecimiento
ANA 0 AIB 500 uL 0 100 pL
Agar 6,5 gr

e FEtapa 4 Aclimatacion:

Etapa de transferencias de las plantulas, primero al suelo o a algin otro sustrato
(arena lavada o vermiculita) y maés tarde a tierra abonada en un invernadero. En esta
etapa las plantulas se encuentran atin protegidas de la Iuz solar directa, adaptandose

lentamente a las condiciones ambientales.
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9. Analisis estadisticos

Los resultados de la descontaminacion microbiolégica para los cultivos in vivo, fuergn
analizados por la técnica de conteo por unidades formadoras de colonia o UFC presentes ¢n

un gramo o mililitro de muestra (Camacho y col., 2009).

Los resultados de gases y microbiologicos, fueron analizados por la prueba t (Debevere
v col., 2007b). La prueba t o el t Student es una prueba de importancia estadistica

que se utiliza para comparar una serie de datos con otra, comparando dos medias ppr

si se presentan alguna diferencia significativa (Kent, 2003).



CAPITULO IV

RESULTADOS Y ANALISIS

Material Vegetal

1. Cultivo in vivo

La etapa inicial de la lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg se desarrollaron en
semilleros o en macetas con abono (Figura 4), alli se esperd su crecimiento y
desarrollo hasta el engrosamiento de hojas y fortalecimiento del tallo (etapa de
desarrollo del cultivo) por unos 15 dias aproximadamente (Figura 5), para ser luego
trasplantadas al cantero, donde se formaron hileras con 20 lechugas cada una, a una

distancia 25 cm (Figura 6).

Figura 4. Germinacion de semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg
en macetas

Figura 5. Engrosamiento de hojas y tallo de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad
Iceberg durante 15 dias.
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Figura 6. Hileras de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg trasplantadas
después de los 15 dias.

TTTT—

Posteriormente al trasplante, se esperé un tiempo de 2 meses para que las lechugas
desarrollaran y se formara el cogollo. En esta etapa de acogollado se debi6 observar
la formacion completa de un cogollo apretado de hojas. Sin embargo, para este caso
no se logr6 dicha forma, sino se observo un alargamiento del tallo y la formacion de
hojas intercaladas por cada lado, es decir, no hubo formacién de cogollo, sino un

crecimiento ascendente (Figuras 7 y 8).

Figura 7. Alargamiento del tallo de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg sin
acogollamiento.

Figura 8. Plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg a los 2 meses de
crecimiento.
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Esta condicién se debi6 a la fuerte luminosidad y altas temperaturas (> 25 °C), del

clima donde se desarroll6 el experimento, dando origen a la fisiopatia de la induccién

floral (espigado) o subida a flor que perturba el acogollamiento (Luna, 2012).

Una vez logrado el tamafio adecuado de las hojas, se procedié a realizar la

recoleccion y procesamiento de las lechugas, como se indica a continuacion:

2. Cortado

El proceso de recoleccion se realiz6 manualmente en horas de la mafiana donde el
clima esta fresco y hay bajas temperaturas; en este proceso, se extrajo cada lechuga
desde la raiz. Inmediatamente, se realizd un enjuague con agua destilada fria, con la

finalidad de limpiar cualquier sedimento de tierra y evitar cualquier contaminacion.

Después del enjuague, se almacenaron en cavas con envases de agua destilada
congelada, para proporcionar frio, de manera de retardar o evitar cualquier proceso de

descomposicion durante el traslado (Figura 9).

Figura 9. Almacenamiento de la lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg en
cavas para su transporte
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3. Desinfeccion

Esta etapa se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias y Tecnologia de Alimento
(ICTA) de la Universidad Central de Venezuela, en el Laboratorio de Nuev

Tecnologias el mismo dia de la recoleccion.

Antes de la desinfeccion se procedi6 al deshoje de cada lechuga. Durante esta etap
las lechugas se encontraban en perfectas condiciones, es decir, no se observé nin ’
proceso de descomposicion (marchitez u oscurecimiento) en las hojas de lechug
Una vez que se obtienen todas las hojas se procedio a la desinfeccién con dioxido

cloro (ClOy).

Posteriormente, se realizo la desinfeccion sumergiendo todas las hojas de lechuga e
la solucion de ClO; a una concentracion de Smg/L durante un periodo de 20 mi ,
luego se retiran y se procede al secado. De acuerdo con Devliegherey y col. (2008),
lechuga debe lavarse a una concentracion de 5 mg/L durante 10 min para obtener
reduccion de 0,8 log ufc/g, sin embargo, para este trabajo se decidi6 evaluar

tiempo de lavado de 20 min.

4, Secado

Se retir6 las hojas de la solucion descontaminante y se procedié a remover el agua ¢
las hojas mediante una centrifuga de cesta manual. Este proceso se realizo vari s
veces con distintos grupos de hojas, puesto que la centrifuga no presentaba a
suficiente capacidad para realizarlo en un solo proceso. Este proceso es similar 1
utilizado a nivel industrial por Debevere (2007b), quien utilizo centrifugas eléctric s

de gran capacidad y de alta potencia, para el secado.



A cada grupo de hojas se le realizaron 10 vueltas en la centrifuga (Figura 10). En este
proceso las hojas de lechugas no se vieron alteradas por procesos de marchitez, todas

preservaron sus atributos de calidad.

Figura 10. Hojas de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg en una centrifuga
manual

5. Empacado

Para el empacado se tomaron 36 bolsas plasticas de polipropileno con cierre
hermético (Ziploc) y se le agregaron 49,20 gr de hojas de lechuga a cada bolsa (esta
cantidad fue tomada, ya que no se esperaba una alta produccion de lechuga, debido a
los diferentes contratiempos (problemas de control de plagas y clima) que se habian
presentado en la etapa de desarrollo), posteriormente se les remueve el exceso de aire
y se cierra la bolsa. Antes de ir al almacenamiento se dividen las bolsas en dos
grupos: 18 bolsas para el control y 18 bolsas para las muestras tratadas. Las hojas de
lechugas al ser empacadas mantuvieron su buena calidad, no hubo alteracion de su
calidad.

6. Almacenamiento

Luego de tener empacado el producto, se almacend en una nevera a una temperature
de 7 °C por 15 dias. Durante el transcurso del almacenamiento, se tomaron 3
muestras control y 3 muestras tratadas para los respectivos analisis durante los dias

determinados. Los otros empaques se mantuvieron refrigerados.
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7. Evaluacién

7.1 Microbiolégica

Las muestras se analizaron cada tres dias durante el almacenamiento de 15 dias, s
decir, los dias 0 (cero), dias 3, 6, 9 y 12 respectivamente. El dia 15, no hub

evaluacion, ya que, el material vegetal para el control estaba muy descompuest .
Antes de realizar el analisis microbioldgico, se tomaron medidas de dioxido e
carbono y oxigeno con un medidor CO,/Oxygen Analyzer Brige Inc. Las medidas e
tomaron de cada bolsa control y de las muestras desinfectadas durante los dias e
analisis, tomando como referencia la medida ambiental. En la Fig. 11 se muestr

resultados acerca de la medicion de gases en el tejido analizado.
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Figura 11. Porcentaje de O, y CO, determinado para controles y tratamiento de

lechuga (Lactuca sativa L.)variedad Iceberg.

La toma de medida de gases en los empaques de alimentos es significativo para a
vida ttil del producto, puesto que el aumento o la reduccién de uno de estos gase

puede permitir la presencia de una fisiopatia o el crecimiento de microorganism s



deteriorativos y/o patdégenos que desmejoran la calidad sensorial de los productos

frescos y ponen en riesgo la salud del consumidor (Fernandez, 2007).

Los datos obtenidos y presentados en la figura 11 son el resultado de la toma de 3
muestras por dia de almacenamiento tanto para el control como las muestras
desinfectadas. A cada empaque se les tom6 la medida de ambos gases. Para las
medidas de oxigeno se observo graficamente que en el dia cero, ambas muestras
inician con un 20% de O,, y durante el periodo de almacenamiento, este porcentaje va

disminuyendo para cada muestra.

En los controles se observo una reduccién de aproximadamente 5% de O, por cada 3
dias de almacenamiento (dias en que se realizaron los andlisis), esto significd que
para el dia 12 el porcentaje de O, casi llegara a su consumo total aproximado de0 %.
A diferencia del control, las muestras con tratamiento presentaron una reduccion de
aproximadamente un 3 % por cada 3 dias, lo que permiti6 que para el ultimo dia de
andlisis el empaque presentara un valor cercano al 10% de O,. Esto concuerda con
Debevere y col., (2007b), en el cual las muestras tratadas mantuvieron un nivel de

oxigeno mayor de 3% durante toda la vida util.

Esta diferencia en la reduccion de O, entre ambas muestras, se comprobd mediante el
anélisis estadistico, en el que la prueba t confirmoé una diferencia significativa entre

las muestras control y las desinfectadas con ClO, con un nivel de confianza de 95%.

Al mismo tiempo que los porcentajes de O, se redujeron en los empaques, los niveles
de CO, para ambas muestras aumentaron en proporciones distintas, teniendo el
control el porcentaje mas alto con un valor aproximado de 5% y las muestras tratadas
un valor aproximado de 4%. Sin embargo, la comparacion entre las muestras para
CO,, demostro6 la existencia de diferencias significativas entre el control y tratamiento
para un nivel de confianza de 95% (p<0,05), indicando que las muestras tratadas

presentan una eficacia del 1,7% por debajo de los controles en el aumento del CO, en
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los empaques de lechugas (Lactuca sativa. L.) Iceberg minimamente procesadas co

ClO,.

El aumento de la concentracion de CO; por encima de un 5% ocasiono el deterioro
las hojas de lechuga por la presencia de una fisiopatia llamada mancha parda o Bro
Stain, estas son lesiones marrones que aparecen durante el almacenamiento a baj s
temperaturas causadas por atmosferas altas en CO,. Se caracteriza por la aparicion
manchas rojizas, en la nervadura media de las hojas de lechuga (Luna, 2012). L s
mismas, pueden oscurecerse o agrandarse con el tiempo, provocando

descomposicion de la hoja.

Sin embargo, en las muestras desinfectadas con ClO,, la concentracién del CO, e
menor como se comentd previamente, lo que posiblemente ocasiond men r
descomposicion del material vegetal por fisiopatia Brown Stain. Ademaés, 1 s
porcentajes de gases son aceptables para no causar deterioro en las hojas de lechug ,
es decir, el ClO; fue capaz de mantener las concentraciones de O; yCO;en los nivel s
aceptables, lo suficiente para retardarla respiracion sin causar descomposicié

(Debevere, 2007a).Gémez-L.opez e Izquier (2015), reportaron que el ClOzen forma e

gas 0 acuosa no causa el pardeamiento de los productos minimamente procesados.

Por otro lado, es necesario destacar que para la toma de gases, no se tomé en cuen a
la permeabilidad de gases del empaque, ni el porcentaje de respiracion de la lechu a
dentro del empaque, lo cual ocasiona variacidon en los niveles de gases a parte d 1

ocasionado por el crecimiento microbiolégico.

Posterior al analisis de gases, se procedio a realizar las pruebas microbiolégicas p a
aerobios mesofilos y mohos y levaduras. Los datos se tomaron del conteo de plac s
por unidades formadoras de colonias (UFC) por gramos. Los resultados se apreci

en las siguientes figuras:
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Figural2. Valores promedios del crecimiento bacteriano en las hojas de lechugas

(Lactuca sativa L.) variedad Iceberg para control y tratadas

En la figura 12 se observa que al inicio de los analisis (dia cero), las muestras
presentaron una minima diferencia en el crecimiento bacteriano, siendo la muestra
control quien tuvo mayor crecimiento con 4,8 Log (UFC/g); esto indica que el
tratamiento con ClO,, disminuy6 la microflora presente en las muestras desinfectadas
(Allende y col., 2010), mas no la eliminé por completo. Esto se debe a que el
tratamiento con ClO; puede reducir la microflora, pero no es capaz de eliminarla
completamente, ya que el ClO, es menos eficaz cuando los microorganismos estan
ocultos en heridas, por lo tanto, puede aumentar el crecimiento de los

microorganismos sobrevivientes al tratamiento (Devlieghere y col., 2008b).

De hecho, que la tasa de crecimiento de microorganismos en las muestras dos
muestras (control y tratadas) aumentd gradualmente durante el almacenamiento.
Estos resultados son similares a los estudios realizados por Chen y col., (2010) y
Allende y col., (2010). Sin embargo, a pesar del aumento de la flora bacteriana en
ambos tratamientos (control y muestras desinfectadas), el analisis estadistico encontrd

diferencias significativas entre el crecimiento microbiano, con nivel de confianza del
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95 %. Esto confirma que el tratamiento con ClO; redujo la flora bacteriana inicial de

las lechugas desinfectadas.

3 6 9
Tiempo de Almacenamiento (dias)

Figura 13. Valores promedios del crecimiento de mohos y levaduras en las hojas de

lechugas (Lactuca sativa 1..) variedad Iceberg para control y tratadas

A diferencia del estudio para aerobios mesofilos, los resultados para mohos y
levaduras (Fig.13) registraron que para el dia cero (0), la desinfeccion de las muestras
tratadas logré una fuerte reduccion para el recuento de mohos y levaduras, mientras
que en los controles prevaleci6 la presencia de estos con un 3,6 Log (UFC/g). Los
anélisis estadisticos indican que entre ambas muestras hubo una diferencia
significativa (p<0,05). Esto indica que el ClO; puede limitar el crecimiento para

mohos y levaduras en los empaques de lechugas Iceberg minimamente procesadas.

Desde el punto de vista microbiolégico, una extension de la vida de anaquel significa
que los recuentos microbianos de las muestras no tratadas (control) deberian alcanzar
el maximo especificado antes que los productos tratados (Debevere y col., 2008).

Para determinar el final de la vida util, se tomaron en cuenta segiin Debevere y col.,
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(2008), los siguientes rangos: 8 log UFC/g para meséfilo, 5 log UFC/g para mohos y

levaduras.

De acuerdo a los resultados obtenidos, tanto para los controles como las muestras

tratadas, los resultados entran dentro del rango aceptable, véase la Tabla 8.

Tabla 8.Comparacion de resultados de analisis microbioldgicos en las muestras

estudiadas

Analisis

Final de vida atil Control Tratamiento
microbiologico

Mesofilos 8 log UFC/g 6,2 log UFC/g 5,8 log UFC/g

Mohos y
5 log UFC/g 4,6 log UFC/g 4,1 log UFC/g

levaduras

A pesar de que los valores son aceptables para ambos casos, las muestras que fueron
lavadas con ClO,, presentaron un conteo menor de microorganismos, lo que
contribuye a la preservacion de la calidad sensorial, ya que no causé deterioro en el

producto como se mostrara a continuacion.
7.2 Evaluacion Sensorial

La evaluacion sensorial se realizé en la Universidad Catolica Andrés Bello, en los
laboratorios de la escuela de Educacién mencioén Biologia y Quimica. Las encuestas
fueron elaboradas el dia cero y el ultimo dia de andlisis, el dia 12. Las muestras
utilizadas para el estudio fueron las mismas a las cuales se le realizé la evaluacion
microbioldgica. Las encuestas se realizaron a 18 personas entre mujeres y hombres,
para ambas muestras, control y desinfectadas. Los resultados obtenidos se

representaron de acuerdo a la evaluacion inicial y la final para cada item:
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- Oscurecimiento del borde
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Figura 14.Grafica que representa el puntaje obtenido de calidad de la lechuga
(Lactuca sativa L.) variedad Iceberg para el oscurecimiento de borde de las muestras

control y las muestras con tratamiento, en el dia cero y el dia 12.

En la figura 14, se observa que para el dia 0, tanto las muestras control como las
desinfectadas presentaron buena calidad, lo que indican que al momento del
empacado se encontraban en excelentes condiciones, pero resalta que las muestras
desinfectadas, en el dia cero, mostraron mayor puntaje de la calidad “excelente con
respecto al control. Por otro lado, a los 12 dias de almacenamiento, ambas muestras
presentaron cambios; en las muestras controles hubo mucho oscurecimiento en el
borde de las hojas de lechuga, por 1o que la calidad de la misma fue pobre, por el
contrario, las muestras tratadas con ClO, presentaron muy poco oscurecimiento, y se

apreci6 nuevamente, mejor calidad del producto.
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- Oscurecimiento de la superficie.
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Figura 15.Grafica que representa el puntaje obtenido de calidad de la lechuga
(Lactuca sativa L.) variedad Iceberg para el oscurecimiento de la superficie de las

muestras control y tratamiento, en el dia cero y el dia 12.

En la figura 15 se observo que en el dia 0, ambas muestras control y tratamiento
presentaron buena calidad, pero siendo mayor el puntaje de “excelente” para la
muestra desinfectada con ClO,. A los 12 dias, el control presenta mas de la mitad de
oscurecimiento de la hoja, lo que caus6é una pérdida total de la calidad; por el
contrario las muestras tratadas, presentaron muy poco oscurecimiento de la

superficie, mostrando mejor calidad sensorial para los encuestados.
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- Marchitez
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Figura 16.Grafica que representa el puntaje obtenido de calidad de la lechuga
(Lactuca sativa 1..) variedad Iceberg para la marchitez de las muestras control y

tratamiento, en el dia cero y el dia 12.

La figura 16, muestra la buena calidad de las hojas estudiadas, ya que no presentaron
marchitez ni las muestras controles, ni para las desinfectadas en el dia 0, pero siendo
evidente la mejor apreciacion de calidad para la muestra tratada con el desinfectante
estudiado. Después de 12 dias, los controles desmejoran su calidad, observandose
marchitez en gran parte de la superficie de la hoja. En cambio, la presencia de
marchitez para las muestras tratadas fue menor, lo que quicre decir, que las hojas de
lechugas mantienen mejor su color y calidad, a pesar del tiempo que permanecieron

en almacenamiento.
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- Sequedad
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Figura 17. Grafica que representa el puntaje obtenido de calidad de la lechuga
(Lactuca sativa L.)variedad Iceberg para la sequedad de las muestras control y

tratamiento, en el dia cero y el dia 12.

La sequedad en las lechugas se visualiza cuando las hojas presentan flacidez. En el
andlisis para el dia 0, ambas muestras (control y tratamiento), no mostraron sequedad,
es decir, se observé una hoja crujiente de buena calidad. Para el dia 12, las muestras
controles presentaron puntajes mas bajos en la calidad, ya que las hojas mostraban
sequedad, manifestindose como flacidez. Por otro lado en las muestras tratadas, la
sequedad no se hizo presente en la mayoria de las muestras lo que refleja que la hoja

de lechuga se mantuvo crujiente y de buena calidad (Fig. 17).
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- Calidad Visual
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Figura 18. Grafica que representa el puntaje obtenido de calidad de la lechuga
(Lactuca sativa L.)variedad Iceberg para la calidad visual de las muestras control (sin

desinfecciéon ClO,) y las muestras con tratamiento de ClO,, en el dia cero y el dia 12.

La grafica 18, muestra los resultados de calidad visual general de las hojas de
lechuga, es decir, que la hoja present6 un color verde y se encontraba crujiente. Estas
caracteristicas fueron identificadas con la opcion “excelente” y “buena” para control
y tratamiento. En el ultimo dia de analisis, el control present6 deterioro completo en
la hoja, con una calidad pobre y extremadamente pobre. En el caso de las muestras
tratadas la calidad visual se mantiene con un puntaje alto entre los encuestados, es
decir el resultado fue “bueno” y “excelente” visualmente para el consumo humano, lo
que implica que las muestras siguen siendo aprobadas por el mercado para ser
comercializadas, puesto que como se comentd previamente, también presentaban un

crecimiento microbiologico dentro de los limites.
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- Calidad Sensorial Olfativa
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Figura 19.Grafica que representa el puntaje obtenido de calidad de la lechuga
(Lactuca sativa L.) variedad Iceberg para la calidad olfativa (olor) de las muestras

control y tratamiento, en el dia cero y el dia 12.

Tanto las muestras control como las desinfectadas, presentaron en el dia cero un olor
caracteristico sefialado como “bueno” y “excelente, ademds agradable para el
consumo, pero es de notar que para el caso de la muestra desinfectada, el puntaje
mayor fue “bueno” y no “excelente”. Para el dia 12, las muestras control no
presentaron su olor caracteristico, sino fétido, reflejado mediante la evaluacién, como
un olor pobre o extremadamente pobre. Ese olor ocasiond que la muestra no fuera
nada agradable para su consumo. Sin embargo, para las muestras tratadas los
encuestados resaltaron que las hojas no presentaban este olor caracteristico, es decir,
les era indiferente, no habia un olor agradable, ni un olor fétido. A pesar de que en
esta etapa las hojas de lechugas tratadas presentaban una calidad visual buena, por no

presentar un olor caracteristico, para los encuestados no se le hizo grato el consumo,
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En este sentido, Allende y col., (2010), reportaron en un estudio sobre la idoneida
de dioxido de cloro acuoso vs hipoclorito de sodio como desinfectantes eficaces par
preservar la calidad de la lechuga recién cortada, ligeros malos olores que s
detectaron después delOdias de almacenamiento, pero los panelistas tambié
indicaron que las muestra seran aceptables para el consumo. Se puede asumr
entonces que el tratamiento con didxido de cloro aporta un olor al producto, que no
asocia con sus olores caracteristicos y que pudiera afectar la apreciacion de calid

por parte de los consumidores.

En general, los resultados de la calidad sensorial de las hojas de lechugas contr 1
como desinfectadas, indicaron que los atributos sensoriales al inicio d 1
almacenamiento (dia (), mostraban una buena calidad. Sin embargo, para el ulti

dia de analisis, se observo una notable diferencia en los atributo de calidad sensori 1

entre el control y las muestras tratadas con C10».

Allende y col., (2010) reportaron que los atributos sensoriales muestran buena calid d
sensorial inicial después lavado para las muestras tratadas y en comparacion a 1

muestras controles no hubo diferencias significativas con 20 mg/L. de ClO; acuos

Igualmente Chen y col. (2010), evaluaron la calidad sensorial para esparragos y
lechuga a una concentracién de ClO, de 100 mg/L por 20 min, donde se registrdé q e
no hubo alteracidn de los atributos sensoriales después del lavado, ni diferencias ¢ n
respecto al control. En lechuga recién cortada, Rodgers y col. (2004), no encontrar n
diferencias en la calidad sensorial de las muestras tratadas con 5 mg/L de ClI

acuoso para 5 min respeto con los controles. Por otro lado, Kim y col. (200 ),
sefialaron que el tratamiento acuoso ClO;, no afecté el color de la lechuga reci n

cortada durante el almacenamiento.



Las puntuaciones para los controles disminuyeron severamente al final del
almacenamiento con respecto a las obtenidas en el dia 0. Durante el almacenamiento,
los atributos: marchitez, oscurecimiento de superficie y borde, aumentaron
notablemente, de tal manera que para el dia 12, el material vegetal se deteriord en su
totalidad (lo que es coherente con los resultados del ensayo de crecimiento
microbiano), por lo tanto la calidad visual y olor, fueron no gratos para los

encuestados, concluyendo que las muestras controles no son aceptables para el

consumo.

En cambio, las muestras tratadas con ClO,, mantuvieron las puntuaciones mas altas
de calidad sensorial en comparacion con el control para el dia 12. Los atributos
sensoriales: marchitez, sequedad, oscurecimiento de borde y superficie, se
mantuvieron aceptables por los encuestados, ya que el tratamiento controlo el
crecimiento microbiano, e impidié el deterioro del material vegetal, permitiendo que
la calidad visual fuera aceptable por los encuestados, lo que favorece la

comercializacion del producto.

Este resultado se vio favorecido al aumentar el tiempo de exposicion del material
vegetal con el desinfectante por 20 min, como lo reconoce Chen y col., (2010), que
mencionan en su estudio que los tiempos de tratamiento mas largos siempre tienen
mejores efectos inhibitorios sobre pardeamiento, es decir, el tratamiento con ClO,
inhibe efectivamente el pardeamiento, manteniendo el color en un nivel alto, por lo

tanto, podria prolongar la vida ttil de la lechuga.

Podriamos decir que, con estos resultados se comprueba que el tratamiento con
diéxido de cloro (ClO;) acuoso a una concentraciéon de Smg/L. durante 20 minutos,
puede extender la vida util de lechugas por mas de 12 dias de almacenamiento,
controlando el crecimiento de microorganismos y conservando los atributos de

calidad sensorial

69




8. Cultivo in vitro

Para la propagacion in vitro de la lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg, e

procedié con las siguientes etapas:
Etapa 1 Germinacién in vitro de semillas de lechuga:

Las semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg se desinfectaron con1 s
condiciones sefialadas en la Tabla 1. Posteriormente, para la preparacion del med o
de cultivo MS, se realizé una cambio en la concentracion del agente gelificante ag
ya que la semilla de lechuga necesita un medio mas suave para la germinacion, pues o
que la raiz es muy débil y necesita un sustrato blando, que le permita penetrar y
abrirse camino hasta afianzarse. La concentracién de agar que se utilizd para a
preparacion del medio de cultivo MS fue de 6,5 g/L, quedando la preparacion

medio de cultivo como se sefiala en la Tabla 9.

Tabla 9. Medio de cultivo definitivo para la germinacion de semillas de lechu a

(Lactuca sativa L..) variedad Iceberg

Solucion Cantidad por cada Litro
MS 100 ml
Myoinotisol 10 ml
Tiamina 5ml
Sacarosa 30 gr
Agar 6,5 gr

Una vez preparado el medio de cultivo y sembrados los explantes en medio de MS, se
llevaron a un cuarto de crecimiento con una temperatura de 18 °C y exposicion a la

luz por 24 horas, donde se incubaron hasta su germinacién. La germinacion se



observé a los 8 dias de incubacion, donde habia presencia de raiz con vellosidades y

hojas, posteriormente se trasplantaron a medios de multiplicacion (Fig.20).

Figura 20. Germinacion de semilla de lechuga (Lactuca sativa L.)variedad Iceberg

después de los 8 dias de su cultivo in vitro

Acosta y col., (2004), mencionan que la germinacion de una semilla de lechuga
(Lactuca sativa L.), esta influenciada por varios factores. El primero de ellos es la
temperatura que debe estar entre los 15 a 20 °C. También debe controlarse la
humedad y la disponibilidad de luz. Cuando todos estos factores se presentan
idéneamente, la semilla podrd germinar en un rango no mayor de 15 dias. Por el
contrario, si esas condiciones no se observan, las semillas se inhibirdn y

permaneceran en estado de latencia.
Etapa 2 Multiplicacion:

En esta etapa, las semillas germinadas al tener sus organos definidos (raiz y hojas
largas), fueron usadas como explantes y trasplantadas a un medio de multiplicacion.
Este medio presenta la misma base del medio MS con la adicion de BA (Benzyl-
adenine) (Tabla 3). Durante esta etapa, se realizaron varios ensayos, con la finalidad
de estandarizar la concentracion adecuada para la produccion de brotes. Las

concentraciones de BA que se probaron fueron sefialadas en la Tabla 4.
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Todos los tratamientos empleados, produjeron callos organogénicos (tejido
indiferenciado) (Tabla 9) (Fig. 21). Estos resultados son semejantes a los de Capote y
col., (2000), quienes utilizaron BA para la regeneracién de plantas a concentraciones
0, 0,1 y 1 mg/L, obteniendo como respuesta formacion de callos en plantas de

cebolla.

Por otro lado, Nufiez y col., (2004), demostraron que el Biobras-6 y el MH-5
estimularon la formacion de callos y brotes a partir de cotiledones, cuando se
afiadieron a concentraciones de 0.001 y 0.01 mg/L respectivamente, al medio de

cultivo con la presencia de 6-BAP (0.1 mg/L).

Figura 21. Callos organogénicos (tejido indiferenciado) de la lechuga (Lactuca sativa

L.) variedad Iceberg en medio de multiplicacion

Tabla 9. Respuesta de los explantes de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg

en el medio de multiplicacion

Regulador de| Concentracian Respuesta
Crecimiento (mgD) (Brotes)

BA 0.01 Sin Brotes (callos)

BA 0.25 Sin Brotes (callos)

BA 0.35 Sin Brotes (callos)

BA 0.5 Sin Brotes (callos)

BA Sin Brotes (callos)

BA 2 - Brotes
{cinco por capsula)
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Debido a estos resultados, se decidi6 duplicar la dosis a 2 mg/L. de BA, para buscar la
diferenciacion de brotes, lo que trajo como resultado, que en un periodo de 10 dias, se
observara dicho proceso, lo que permiti6 que los mismos fueran divididos y
sembrados en otros medios con la misma concentracién para obtener mayor
multiplicacion. (Fig. 22 y 23).Ese mismo efecto, lo lograron Bazaldta y col., (2002),
al emplear BA a 2mg/L para la induccion de brotes en plantas de tomate. También
Salgado y Suarez, (2008), utilizaron BA para propagacion in vitro de Stevia rebaudiona,
en donde se obtuvieron multiplicacion de brotes bien diferenciados y desarrollados

con morfologia normales.

Figura 22. Multiplicacion de brotes de lechuga (Lactuca sativa 1..) variedad Iceberg

en medio de multiplicacion.

Figura 23. Plantulas de de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg con hojas

largas y fuertes, seleccionadas para ser transferidas a medios de enraizamiento.
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Etapa 3 Enraizamiento de las plantulas para la transferencia al suelo:

Una vez multiplicados los explantes, se seleccionaron aquellos que presentaron un
desarrollo 6ptimo de hojas (largas y fuertes) (Fig. 23), para ser transferidos a otros
medios con reguladores de crecimiento encargados de inducir procesos dg
enraizamiento. Los medios fueron suplementados con hormonas AIB y ANA (Acidp

Naftalacético) con las concentraciones pautadas en la Tabla 6, hasta obtener un

[¢]

enraizamiento adecuado. Los resultados relativos al enraizamiento de las plantulas, s

ey

obtuvieron a los 15 dias de haber transferidos las plantas a dichos medios, donde ¢

medio suplementado con ANA fue el que reporto resultados exitosos (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto de diferentes reguladores de crecimiento en el proceso de

enraizamiento de plantas in vitro de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg

Regulador de
Concentracion (mg/1) Resultado
Crecimiento
AIB 0,01 Sin respuesta
ANA 0,5 Formacion de raices

En la Tabla 10 se muestra que en el medio suplementado con 0,01 mg/L de AIB, no
hubo formacién de raices, por el contrario en el medio suplementado con 0,5 mg/L de
ANA se observd una alta presencia de raices con variabilidad en ancho y en tamaflo

de las mismas (Fig. 24). Estos resultados son semejantes a los de Capote y col.

“

(2000), quienes adicionaron ANA (1 y 2 mg/L) al medio de cultivo para la induccidn
de raices, donde se observd aparicion y fortalecimiento de raiceas in vitro. Por otto
lado, Salgado y col., (2008), utilizaron ANA en combinaciéon de BA para |a
regeneracion de raices (0,5 y 1 mg/L)y De Jesus y col., (2006), utilizaron ANA ¢n

diferentes concentraciones (0,1; 0,5 y 1 mg/L) para enraizamiento de Madevilla




blanca (Mandevilla laxa), observandose formacién de raiz a una concentracion de 0,5
mg/L.

Figura 24. Presencia de raices de plantas in vitro de lechuga (Lactuca sativa L.)

variedad Iceberg en medio de enraizamiento al utilizar ANA (0,5 mg/L)

El medio suplementado con ANA favorecid el fortalecimiento de raices, sin embargo,
aunque hubo un desarrollo de raices para esta concentracion, el tallo de los explantes
no presentd un desarrollo optimo, es decir, no se observd engrosamiento de tallo, ni
crecimiento de hojas, lo que no permitié el paso de los explantes a la etapa de

aclimatacion (Fig. 25).

Figura 25. Desarrollo débil de tallos y hojas de plantas in vitro de lechuga (Lactuca

sativa L.) variedad Iceberg en medio de enraizamiento
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Etapa 4. Aclimatacion

Para que una planta pueda pasar a esta etapa, debe presentar ciertas caracteristic ,
relacionadas a la morfologia de cada planta. En el caso de la lechuga (Lactuca sati a
L.) variedad Iceberg, esta debe presentar una raiz larga y gruesa, un talo
medianamente grueso con ramificaciones de hojas desde la base, estas hojas adem s
deben presentar 1 cm de grosor y 5 cm de largo aproximadamente; y un bor e
aserrado propio de esta hortaliza. Todas estas caracteristicas, se deben observar en a
etapa anterior. Por tal motivo, debido a que el material vegetal en la etapa e
enraizamiento no alcanzd las caracteristicas morfologicas necesarias, no se pu o

llevar a cabo el proceso de aclimatacion.

Sin embargo, esta etapa es muy importante debido a que el éxito o el fracaso de to o
el proceso in vitro depende de la aclimatacion, puesto que, los explantes reci n
enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales debido a que crecen bajo  a
ambiente con alta humedad relativa, baja intensidad luminosa, temperatura constan

escaso intercambio gaseoso y medios ricos en compuestos organicos, especialme e
sacarosa. Estas condiciones provocan cambios en la morfologia y la fisiologia de 1

plantas, que las hacen diferir de las que crecen en invernaderos o en el campo. Esp r
ello, que en esta etapa las plantas sufriran cambios de diferentes tipos, que permitir n

la adaptacion de las mismas a vivir en condiciones naturales (Castillo, 2004).

Estos cambios, deben permitir el fortalecimiento y desarrollo del material vegetal 1
cual como se espera en un cultivo in vivo, es decir, en el caso de la lechuga (Lactu a
sativa L.) variedad Iceberg, al ser pasadas del medio de enraizamiento al e
aclimatacion, las mismas se encuentran en la etapa de desarrollo del cultivo in vi
por lo que se espera que a partir de ese momento, estas empiecen el engrosamiento e
hojas y fortalecimiento de tallo hasta el acogollamiento, donde empieza la

postcosecha.



Por otro lado, esta etapa es muy importante, puesto que dependiendo del crecimiento
y el desarrollo de las plantulas de lechuga, estas pueden ser seleccionadas para su
procesamiento por MPFH, ya que, en primer lugar, deben presentar similitud entre las
caracteristicas de un cultivo in vivo que es utilizado como producto comercial. De
esta manera, al presentar semejanzas pueden ser elegidas para MPFH, j

posteriormente ser comercializadas al mismo nivel que un cultivo in vivo.
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Después del andlisis realizado para evaluar el empleo del dioxido de cloro co
alternativa de conservacion con minimo procesamiento de frutas y hortalizas (MPF

en las plantas de lechuga (Lactuca sativa 1L.) variedad Iceberg, se llegd a

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

~

N’

rn

siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4

5)

6)

7)

La obtencion de lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg a través el
cultivo in vivo, se logrd en un clima con temperatura mayor a 25 °C, donde o
se observo acogollamiento.

El secado de la lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg se llevo a ca o
exitosamente en varias etapas por la cantidad de material; y para el empaca o
del material vegetal las bolsas de polipropilenos funcioné satisfactoriame te
durante el almacenamiento.

En la determinacion de gases se corrobora que las muestras desinfecta as
conservaron la cantidad de gases aceptables para la vida util de la lechuga.

Se confirmé la efectividad del ClO; en la reduccion de microorganis s
(aerobios meso6filos y mohos y levaduras) causantes del deterioro de calid d
en la lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg,

Se confirma la efectividad del ClO; en la conservacion de atributos de calid d
para lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceberg.

En relacion con la vida en anaquel, se recomienda extender el estudio p a
mas dias de almacenamiento para determinar el tiempo de vida til
aproximado en cuanto a su calidad microbioldgica y sensorial.

La obtencion del cultivo in vitro lechuga (Lactuca sativa L.) variedad Iceb rg
se logro a través de un proceso de micropropagacion, culminando en fo a

exitosa hasta la etapa de enraizamiento.
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8)

El resultado de la presente investigacion permitié determinar que este método
puede ser empleado a nivel industrial en la descontaminacién de plantas de
lechugas Iceberg como minimo procesamiento MPHF, cuyo uso favoreceré la
preservacion del material vegetal en empaques y almacenamiento.
Igualmente, plantea que para investigaciones futuras se podria comprobarla
aplicacion de este método junto con el cultivo in vitro para beneficio del

rendimiento en la calidad, los atributos sensoriales y el periodo de vida util.

Recomendaciones

1y

2)

3)

4)

S)

6)

Se recomienda realizar la etapa de desarrollo de cultivo in vivo en un clima
mas calido para producir acogollamiento.

En el lavado con didxido de cloro del cultivo in vivo, se recomienda
considerar la cantidad de material vegetal a desinfectar para cvitar la
prolongacién del tiempo de exposicion del producto con el desinfectante.

El proceso de secado es recomendable realizarlo en una centrifuga con mayor
capacidad.

Se recomienda estudiar mas a fondo el efecto de la descontaminacion sobre el
olor del producto, con la intencién de minimizar el efecto que pueda causar
sobre su calidad y apreciacion por parte de los consumidores.

Para el cultivo in vitro es recomendable aumentar la dosis de los reguladores
de crecimiento para el fortalecimiento del tallo de las plantulas propagadas y
llevar a cabo la etapa de aclimatacion.

Al completar la etapa de aclimatacion por cultivo in vitro, se debe realizar la
desinfeccion con ClO; y posteriormente realizar los andlisis de gases,

microbiologico y sensoriales, para su comparacion con el cultivo in vivo.
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