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| RESUMEN

El mango es un producto hortofruticola muy importante para la economia de
diversos paises. Es un fruto climatérico por lo que una vez recolectado aumenta su
tasa de respiracion y produccién de etileno, lo que ocasiona una rapida maduracion y
deterioro. El almacenamiento a temperaturas bajas reduce el metabolismo del fruto
prolongando su vida de anaquel. Desafortunadamente, el mango es susceptible a
sufrir dafio por frio cuando es almacenado a temperaturas menores a 10 °C. Estudios
previos han demostrado que la aplicacion de diversas tecnologias antes del
almacenamiento refrigerado contribuye a disminuir la susceptibilidad a las
temperaturas bajas. En este sentido, el tratamiento hidrotérmico ha resultado ser
benéfico debido a que genera un estrés moderado en el fruto que provoca la
activacién de un mecanismo de respuesta que le permite tolerar un estrés mayor. Sin
embargo, este tratamiento presenta la desventaja de activar enzimas de la pared
celular, lo que genera un rapido ablandamiento del fruto. Este proceso podria ser
retardado mediante el uso de sales de calcio ya que se ha observado que actuan
como agentes reafirmantes en frutos como el mango. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico (TH)
cuarentenario (46,1 °C, 75 6 90 min), sal de lactato de calcio (Ca 0.5% p/v) y su
combinacion sobre la la calidad poscosecha y la actividad de enzimas degradativas
de pared celular (PME, PG y B-Gal) en frutos de mango cv. Keitt durante su
almacenamiento a 5 °C, mas un periodo de maduracién a 21 °C. Los frutos fueron
divididos en 4 lotes: Control, TH, Ca y TH-Ca, y almacenados durante 30 dias a 5 °C.

Se realizaron retiros cada 10 dias para colocar la fruta en un segundo

1



almacenamiento por 7 dias a 21 °C. Se evaluo el indice de dafo por frio, la lixiviacion
de electrolitos, el contenido de malondialdehido, color externo e interno, el indice de
oscurecimiento, la firmeza, los sélidos solubles totales, el pH, la acidez titulable y la
actividad de las enzimas PME, PG y 3-Gal. El menor desarrollo de sintomas de DF
se observo en los frutos del TH, mientras que la combinacion TH-Ca presenté los
mejores resultados en calidad de los frutos, ya que mostré una mayor retencién de
firmeza y color, asi como un retraso en la maduracion que a su vez fue mas
uniforme. Estos tratamientos y el Ca lograron reducir la actividad enzimatica (PME,
PG y B-Gal) en la pared celular, lo cual propicié una menor pérdida de la integridad
de la misma y permiti6 extender la vida de anaquel de los frutos de mango. Los
resultados indicaron que el tratamiento hidrotérmico cuarentenario en combinacion
con lactato de calcio (TH-Ca) fue mas efectivo en reducir los sintomas de dafio por
frio en mango cv. Keitt, asi como en mantener la calidad de los frutos durante el
almacenamiento a 5 °C, disminuyendo la actividad de enzimas degradadoras de
pared celular, lo que demuestra la utilidad de estos tratamientos para prolongar la

vida de anaquel del fruto.



ABSTRACT

Mango is a very important horticultural product for the economy of different
countries. It is a climacteric fruit that shows an increase in respiration rate and
ethylene production, which causes a rapid ripening and deterioration. The storage at
low temperatures allows to reduce the metabolism of the fruit and to prolong its shelf
life. Unfortunately, the fruit is susceptible to chilling injury when stored at
temperatures below 10 °C. Previous studies have shown that the application of
various technologies before cold storage helps to reduce the susceptibility to low
temperatures. In this regard, the hydrothermal treatment has been beneficial because
it generates a moderate stress in the fruit that activates a response mechanism that
allows it to tolerate a greater stress. However, this thermal treatment has the
disadvantage of activating enzymes of the cell wall, which generates a rapid softening
of the fruit. This process could be delayed by the use of calcium salts since it has
been observed that they act as firming agents in fruits such as mango. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the effect of the application of a quarantine
(46.1 ° C, 75 or 90 min) hydrothermal treatment (HT), calcium lactate salt (Ca 0.5% w
/ v) and its combination on the tolerance to chilling injury (Cl), as well as on the post-
harvest quality and enzymatic activity (PME, PG and B-Gal) of mango fruit cv. Keitt
during storage at 5 ° C, plus a ripening period at 21 °C. Fruits were divided into four
lots: Control, HW, calcium lactate and HW-calcium lactate, and then stored at 5°C for
30 days. Every ten days, fruit of each treatment were randomly removed and stored
at 21°C for 7 days. Chilling injury index, electrolyte leakage, content of

malondialdehyde (MDA), luminosity, browning index, firmness, soluble solids content



(SSC), pH, titratable acidity, and the activity of PME, PG and B-Gal enzymes were
evaluated. In general, the less incidence of Cl symptoms was observed in HT fruit,
while the combination HT-Ca showed the best results in fruit quality, including greater
retention of firmness and color, as well as a more delayed and uniform ripening
process. In the same way, this treatment and Ca reduced the enzymatic activity
(PME, PG and - Gal) in the cell wall, which reduced the loss of the cell wall integrity
and allowed to extend the shelf life of mango fruit. The results indicated that the
quarantine hydrothermal treatment in combination with calcium lactate (HW-Ca) was
more effective in reducing the symptoms of chilling injury in mango cv. Keitt, as well
as maintaining the quality of the fruits during storage at 5 ° C, decreasing the activity
of cellular degrading enzymes, which demonstrates the usefulness of these

treatments to prolong the shelf life of the fruit.



I INTRODUCCION
El mango (Mangifera indica L.) es un fruto tropical muy popular nativo del sur
de Asia. Es muy importante para el comercio, tanto en su presentacion en fresco
como procesado, ya que forma parte de nuestra dieta como un alimento regular. La
preferencia en su consumo se debe a sus atributos sensoriales como olor, sabor,
apariencia y excelentes propiedades nutricionales, ya que al contar con una gran
cantidad de antioxidantes, vitaminas y minerales es considerado como un alimento

funcional (Tharanathan y col 2006).

Los frutos de mango son alimentos altamente perecederos por lo que sufren
un rapido deterioro de su calidad si no son manipulados correctamente (Caparino y
col 2012). El almacenamiento a temperaturas bajas se utiliza habitualmente con el fin
de mantener la calidad de los frutos, sin embargo, la exposicién a temperaturas por
debajo de la critica (10 °C) puede provocar la presencia de sintomas de dafo por frio
(DF). Se ha demostrado que la aplicacion de tratamientos térmicos (aire caliente e
hidrotérmico) previo al almacenamiento ha logrado reducir la incidencia de sintomas
de DF (Lurie y col 1997). A este respecto, cuando el mango es cosechado y llevado
al centro de empacado es sometido a un tratamiento hidrotérmico (TH, 46.1 °C)
como parte de un protocolo para mantenerlo libre de la mosca de la fruta. Sin
embargo, el TH genera cambios en el metabolismo del fruto que provocan su rapida
deterioracion sobre todo en la firmeza. El TH prolongado provoca la activacién de las
enzimas pectinmetilesterasa (PME) y poligalacturonasa (PG) (Muy-Rangel y col

2009), las cuales generan la desmetilacion de los acidos galacturonicos y el



rompimiento de las estructuras pécticas, respectivamente, lo que se ve reflejado en

el ablandamiento acelerado del fruto (Carvajal y col 2015).

Otro de los tratamientos aplicados a diversos frutos hortofruticolas son las
sales de calcio, ya que este mineral mantiene la turgencia celular, firmeza de los
tejidos y causa un retardo del catabolismo de lipidos de membrana y como
consecuencia se extiende la vida poscosecha de diversos frutos (Adelaide y col
2013). El calcio juega un papel muy importante en la estabilizacién de la membrana
celular mediante el mantenimiento de la permeabilidad selectiva y la integridad, las
sales de calcio cumplen la funcién de agentes reafirmantes, debido a que los iones
de calcio actuan sobre las cadenas de pectina para formar puentes entre éstas,
aumentando la fuerza de la pared celular en los productos hortofruticolas (Contreras

y col 2011).

La combinacién de un TH con sales de calcio puede reducir la pérdida de
firmeza en el tejido debido a la formacién de pectatos de calcio, los cuales estabilizan
la membrana, aumentan la rigidez de la lamina media y la pared celular (Garcia-
Martinez y col 2015). Por ello, el objetivo del presente trabajo consistié en evaluar el
efecto de la aplicacién de un tratamiento hidrotérmico (TH) en combinacion con
lactato de calcio sobre la calidad y actividad de enzimas presentes en la pared
celular de frutos de mango durante su almacenamiento a temperaturas de dafo por

frio.



11! REVISION DE LITERATURA

A MANGO

El mango es uno de los frutos tropicales mas apreciados y de alta importancia
economica, ya que presenta una gran demanda a nivel mundial gracias a su
agradable sabor, atractivo color y valor nutricional (Petit-Jiménez y col 2009).
Ademas, es utilizado por la industria alimentaria como materia prima para la
elaboracién de algunos productos como jugo, mermelada, conservas, dulces, fruto

deshidratado, entre otros (SIAP 2012).

1 Origen y distribucién

Las primeras noticias sobre el mango para el mundo occidental llegan con la
narracion de la expedicion de Alejandro Magno (327 a. C.). En la literatura china del
siglo VII, se le ha descrito como un cultivo frutal bien conocido en las partes mas

célidas de China e Indochina (Galan-Sauco 2009).

Si bien los arabes y fenicios parecen haber sido responsables de la llegada de
este fruto al este de Africa e incluso a Madagascar hacia el siglo X, la dispersién del
mango hacia otras zonas tropicales fue muy lenta y llega de la mano de los
marineros espafoles y portugueses siguiendo dos rutas distintas. Aunque en Asia el
cultivo comercial del mango alcanz6 su punto mas alto en el siglo XVI, no fue sino
hasta el siglo XX cuando comenzd su desarrollo en el Hemisferio Occidental. Pese a

que su introduccion en el continente Americano fue tardia, hoy en dia es uno de los



frutos mas apreciados en los paises latinoamericanos, convirtiéndose en una parte
muy importante de nuestra cultura (Galan-Sauco 2009).

2 Aspectos botanicos y clasificacion taxonémica

El Mango pertenece a la familia Anacardiaceae y a la especie Mangifera indica
L. (Cuadro 1). Esta familia es numerosa ya que consta de mas de 60 géneros con
500 especies de arboles, arbustos y bejucos lefiosos. Regularmente son arboles
frutales de gran valor econémico y son plantas distribuidas en el trépico y sub-trépico

(Correa y Carlos 2012).

El mango crece en un arbol que recibe el mismo nombre que el fruto. Este
producto hortofruticola es de forma variable, puede pesar de 200 g hasta 2 Kg, tiene
la cascara lisa de color variable, la cual presenta cambios a lo largo de la
maduracion, presentando colores que van desde un verde oscuro a verde claro y
amarillo o rojo en su etapa madura (Figura 1), en la pulpa también se presentan
cambios de coloracion que van de amarillo verdoso al amarillo o anaranjado como
consecuencia de la degradacion de clorofilas y la sintesis de pigmentos como

carotenoides y/o antocianinas (Magrama 2015).

El mango al crecer en climas tropicales y subtropicales, requiere un ambiente
soleado y temperaturas entre 15 y 36 °C, siendo 25 °C la temperatura 6ptima de
crecimiento y 30 °C la éptima de maduracién (Magrama 2015). Se trata de un fruto
climatérico, es decir, una vez recolectado aumenta su tasa de respiracion y la
produccion de etileno, lo que ocasiona que siga madurando y que sufra algunos

cambios bioquimicos, como son los cambios de color en la cascara, el aumento en el



Cuadro 1. Clasificacién taxonémica del mango.

Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Sapindales
Suborden: Rosanae
Familia: Anacardiaceae
Género: Mangifera

Especie: M. indica

Trépicos (2015); The plant list (2013).



Kent

% Estado minimo de madurez para
cosecha.

Figura 1. Desarrollo del color durante la maduracién del fruto de mango

(Cantwell 2015).
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contenido de azucares y el descenso en el de almidon, asi como la disminucion

de acidos organicos (Cantwell 2015).
3 Composicion quimica y nutrimental

El mango tiene una cascara y una pulpa de buen olor y sabor, muy digestivo,
rico en nutrimentos tales como: acidos organicos, acidos grasos, proteinas,
aminoacidos, azucares, etc. En promedio esta fruta esta constituida por: 85% de
cascara y pulpa y 15% de semilla. En el Cuadro 2 se muestra la composicion
quimica del mango fresco, donde podemos observar que presenta un contenido
elevado de agua (83%), un aporte calérico moderado (59 kcal/100 g), el cual
proviene en su mayoria del contenido de hidratos de carbono y un considerable
aporte de fibra (2.3 g/100 g). Tiene un aporte alto de vitaminas como A, C, E y acido
félico. En cuanto a su contenido mineral, destaca por su contenido elevado en
potasio, seguido de un aporte destacado en fésforo y calcio (Correa y Carlos 2012).

Las frutas son una de las mayores fuentes dietarias de nutrimentos. Su ingesta
diaria esta asociada con un riesgo menor de cancer, enfermedades cardiovasculares,
sindrome metabdlico y otras enfermedades degenerativas, asi como con el
mantenimiento normal de las funciones corporales (Boeing y col 2012). EI mango, al
igual que los citricos, puede ser considerado una buena fuente de antioxidantes,
como lo son el acido ascorbico, carotenoides y compuestos fenodlicos (Ma y col

2011).

4 Produccion e importancia econémica
En los ultimos anos la produccion de mango ha experimentado un aumento del
43% debido a sus atractivas propiedades sensoriales, asi como por el

11



Cuadro 2. Composiciéon quimica del mango fresco.

Componentes Contenido por 100 g de

fruto fresco

Energia Total 245/59 KJ/Kcal
Grasa Total 0.2¢
Carbohidratos 13449
Fibra dietética total 23¢9
Proteina total 06g
Agua 8349
Vitaminas
Vitamina A 25 ug
Vitamina E 1.8 mg
Folato total 31 ug
Vitamina B-6 0.08 mg
Vitamina C 44 mg
Minerales
Calcio 20 mg
Hierro 1.2 mg
Potasio 150 mg
Magnesio 9mg
Fésforo 22 mg
Zinc 0.1 mg

Correa y Carlos (2012).
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reconocimiento de sus propiedades nutricionales y sus beneficios para la salud,
siendo los principales productores a nivel mundial, paises como India, China,
Tailandia, Indonesia, México, Pakistan, Brasil, Bangladesh, Egipto, Filipinas, Nigeria
y Sudan (Cuadro 3) (Dorta y col 2014; FAOSTAT 2017).

El cultivo de mango en México genera un volumen de produccion de 1.9
millones de toneladas (SAGARPA 2017) y es producido comercialmente en 23
estados, destacando Sinaloa, Guerrero, Nayarit, Chiapas, Michoacan, Oaxaca y
Jalisco, en donde se concentra el 92% de la superficie cosechada (Cuadro 4). En el
afio 2016 Sinaloa fue el segundo productor de mango en el pais con 334 mil
toneladas, lo que representa el 16% de la produccion nacional, aproximadamente,
siendo en el 2017 el mayor productor de mango con 368 mil toneladas (SIAP 2017).
La superficie de cultivo en Sinaloa abarca 28,421 hectareas, la mayor parte (84%)
concentrada en la zona sur y con un rendimiento de 11.6 ton/ha (SIAP 2017).

México produce numerosas variedades de mango, pero tradicionalmente se
han comercializado Tommy Atkins, Haden, Kent, y Keitt. En el caso de Sinaloa, las
variedades mas importantes en la actualidad son Kent, Keitt, Ataulfo y Tommy Atkins

(SIAP 2017).

B MANEJO POSCOSECHA

La calidad de los frutos de mango al momento de la cosecha y en la madurez
de consumo depende en gran medida de la velocidad con la que ocurren los cambios
bioquimicos, biofisicos y fisiologicos durante la maduracion (Garcia-Martinez y col

2015).
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Cuadro 3. Principales paises productores de mango en el afio 2014.

Pais Toneladas
1. India 18,431,330
2. China 4,522,019
3. Tailandia 3,597,589
4. Indonesia 2,431,329
5. Meéxico 1,754,609
6. Pakistan 1,716,882
7. Brasil 1,132,463
8. Bangladesh 992,296
9. Egipto 927,352
10. Filipinas 899,014
11.Nigeria 875,000
12.Sudan 641,600

FAOSTAT (2017).
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Cuadro 4. Principales estados productores de mango en México en el afio 2017.

Estado Toneladas
1. Sinaloa 368,302
2. Guerrero 361,792
3. Nayarit 323,052
4. Chiapas 264,507
5. Michoacan 151,542
6. Oaxaca 148,401
7. Jalisco 106,464
8. Veracruz 90,975
9. Colima 56,457
10.Campeche 30,212
Produccion total: 1.9 millones

SIAP (2017).
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El mango es un fruto altamente perecedero y la pérdida de su calidad
puede ser reducida mediante el desarrollo y la aplicacion de mejoras durante el
manejo poscosecha. El fruto es cosechado en estado verde-maduro para poder
soportar los efectos del embalaje y transporte y posteriormente se le aplica un
tratamiento hidrotérmico cuarentenario, seguido por una clasificacion, empacado y
almacenamiento (Figura 2). Las pérdidas poscosecha mas fuertes en el mango
ocurren debido a factores como dafos mecanicos (golpes, raspones Yy
magulladuras), dafos por plagas (principalmente mosca de la fruta), dafio por
enfermedades (antracnosis y pudriciones) y dafos por desérdenes fisicos o
fisiologicos (frio, latex, sol y altas temperaturas). EI manejo poscosecha y la
naturaleza climatérica del mango son los principales problemas para alcanzar una
mayor vida de anaquel, por estas razones es importante contar con un sistema de
almacenamiento adecuado para alargar lo mas posible la vida poscosecha del

mango manteniendo su calidad (Makwana y col 2014).

1 Sistema de almacenamiento

El almacenamiento en refrigeracién es uno de los métodos mas utilizados para
reducir diversos procesos metabdlicos que se llevan a cabo en los productos
hortofruticolas con la finalidad de alargar la vida poscosecha de los mismos
(Ghasemnezhad y col 2008). Las temperaturas bajas disminuyen la actividad de las
enzimas y el desarrollo de microorganismos responsables del deterioro de las frutas
y hortalizas. De esta manera, se reduce el ritmo respiratorio, conservando las
reservas que normalmente son consumidas en este proceso, se retarda la

maduracién y se minimiza el déficit de las presiones de vapor entre el producto y el
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Figura 2. Manejo poscosecha de frutos de mango (Carrera y col 2009;

Makwana y col 2014).
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medio ambiente. La suma de estos factores favorece la conservacion de la frescura
del producto asi como la preservacion de la calidad y el valor nutritivo; aunque hay
que tomar en cuenta el tiempo y la temperatura a la cual puede ser almacenado el
fruto, lo cual dependera de sus caracteristicas intrinsecas, ya que algunos son mas
perecederos que otros (FAO 2017). De forma general las temperaturas de
almacenamiento en frio recomendadas para retrasar la maduracion en mango son de
7 a 9 °C para frutos maduros, y entre 13 y 15 °C para frutos verde-maduros; durante
estas temperaturas pueden conservarse los mangos de 2 a 4 semanas (Zamora-
Cienfuegos y col 2004). El uso de temperaturas por debajo de estos valores puede
favorecer la presencia de dafo por frio en frutos verde-maduros (Chongchatuporn y
col 2013).

a Daio por frio (DF)

La mayoria de los frutos tropicales o subtropicales son susceptibles al DF, un
desorden que se presenta cuando son expuestos a temperaturas por debajo de los
10 °C pero por arriba de temperaturas de congelacion. Los danos causados por este
desorden son especialmente relevantes en frutos climatéricos y tienen gran
importancia ya que ocasionan pérdidas econdmicas considerables debido a la

disminucién de la calidad del fruto (Gémez y col 2009).

Los sintomas de dafio por frio en mango incluyen maduracion irregular,
desarrollo pobre de color y sabor, picado de la superficie, color grisaceo de la
cascara parecido al escaldado, aumento en la susceptibilidad a las pudriciones,
oscurecimiento de lenticelas, areas necroticas (Figura 3) y, en casos severos,

oscurecimiento de la pulpa. La incidencia y severidad de este desorden dependen
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Figura 3. Sintomas de dafo por frio en frutos de mango (Magrama 2015).
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del cultivar, estado de madurez, estado metabdlico del tejido, factores ambientales,

luz, humedad relativa y de la temperatura y tiempo de exposicion (Magrama 2015).

El origen del cultivo es un factor que puede determinar si la especie de la
planta sera sensible o resistente al DF. En las especies sensibles la temperatura
critica podria variar dependiendo de la etapa de desarrollo o de la madurez. Por
ejemplo, los aguacates, melones, mangos, papayas y tomates, son mas sensibles al

dafio por frio cuando estan en etapas tempranas de maduracion (Paull 1990).

El estado metabdlico y la composicion quimica del tejido al momento de la
exposicion a temperaturas bajas pueden afectar la resistencia del tejido al dafio. Los
tejidos resistentes tienden a tener un grado de insaturacion de acidos grasos mayor
en la membrana lipidica en comparacion con los tejidos mas sensibles (Tabacchi y
col 1979). También, Purvis (1981) reportd una correlacion positiva entre niveles altos
de azucares reductores y prolina con respecto a la resistencia al dafio por frio en

frutos de uva.

Entre los factores ambientales, la temperatura es obviamente el principal
elemento que puede influenciar en la severidad del dafo por frio. La luz es otro
factor que puede intervenir bajo ciertas circunstancias ya que las alteraciones
estructurales inducidas por el dafo por frio de las proteinas asociadas con el
fotosistema Il podria ser el evento primario del dafio causado por luz (Moll y
Steinback 1986). La humedad relativa durante el almacenamiento también afecta la

severidad del dafo por frio. Generalmente, los dafios ocasionados por este desorden
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son mas severos bajo humedad relativa baja en comparacion con la presencia de

humedades relativas altas (Wang 2010).

La exposicion prolongada de los frutos tropicales y subtropicales a
temperaturas bajas resulta en varias alteraciones bioquimicas y fisiolégicas las
cuales conllevan una variedad de sintomas del dafno por frio. Existen dos hipdtesis
para explicar como las temperaturas de dafno inducen varias respuestas y causan
efectos negativos a los frutos. La primera sugiere que hay una sola respuesta
primaria en respuesta a las temperaturas bajas para todas las especies susceptibles
al dafno. Esta respuesta primaria dirigiria hacia eventos secundarios y después se
desarrollaria en una variedad de sintomas de dafo por frio. Varios eventos han sido
propuestos como posibles candidatos para la respuesta primaria incluyendo una
transicion de fase en la membrana lipidica, una alteracién en la cinética o la
especificidad del sustrato de una enzima reguladora, un cambio en la estructura del
citoesqueleto, o un incremento en el calcio citosdlico (Raison y Orr 1990). Después
de una exposicion prolongada al dafo por parte de especies sensibles, la respuesta
primaria dirigiria hacia los eventos secundarios, los que incluirian la pérdida de la
integridad de la membrana, la lixiviacion de solutos, la pérdida de
compartamentalizacion, una disminucion en el rango de la actividad oxidativa
mitocondrial, un incremento en la energia de activacion de las enzimas asociadas a
la membrana, el cese del flujo protoplasmatico, una disminucion de la velocidad
fotosintética, la desorganizacion de la estructura celular y subcelular, la acumulacion

de sustancias toxicas, la estimulacion en la produccion de etileno, un incremento en
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la velocidad de respiracion y la manifestacion de una mayor variedad de sintomas de

dafio por frio (Wang 2010).

El segundo concepto propone la idea de que el dafo por frio se origina de una
multitud de respuestas a las temperaturas bajas. Debido a la diversidad de frutos
tropicales y subtropicales, es dificil creer que una sola respuesta primaria universal
puede encender una cadena de eventos y escalar a un rango amplio de sintomas de
dafio por frio. Por lo tanto, el segundo concepto sugiere que existen multiples
respuestas sobre un rango amplio de condiciones (Lyons y Breidenbach 1987;

Shewfelt 1992).

También se presenta un fendmeno llamado estrés secundario, siendo el estrés
oxidativo uno de los mas comunes y puede ocurrir debido al estrés tanto abiotico
como bidtico, y el dafo por frio no es la excepcién. La pérdida en la integridad de la
membrana se ve impulsada debido al estrés oxidativo ya que el estrés por frio
incrementa los niveles de ERO’s (especies reactivas de oxigeno) las cuales
estimulan la peroxidacion en las membranas celulares (Figura 4) (Sevillano y col

2009).

Saltveit (2000) indica que son diversos los mecanismos involucrados en el
desarrollo de sintomas de dafio por frio. A temperaturas de enfriamiento, se
presenta la peroxidacion de los acidos grasos de la membrana, el incremento del
grado de saturacion de estos acidos grasos y la degradacion de fosfolipidos y
galactolipidos, los cuales conducen a una reduccion de la fluidez de la membrana y

su rendimiento, asi como también se presentara una afectacion del metabolismo de

22



Estres por frio

* Membrana celular

f%ﬂ  Liquido-Cristalino sélido-Gel /[//%,
ﬁ{;f? Ay )7/,

transicion

Pe rtu T ncmnal de / *

prﬂtemas de membrana

— } _____ : I./-' (“ T -.__\:
/ = - e \_ citosélico |/

e i I:' Pérdida del [:ontrotde'w -

/ Fotosintesis ; x‘ sems—permeablndad

Respiracicn __J' -
~ {f" ERO ; | e | /Peroxrda::mn de e .:' fﬁc'tdo_s Grasos"-j
f__ Lixil.ria{:'[é-n de Electrolitos | . ; Amdos{}rasos J .  Libres

e _\/ i LR

.f'  Oxidacién celular '"'\_

; / extendida A

Lisis Celular

Figura 4. Alteraciones en la integridad de la membrana celular y conformacion

debido al estrés por dafo por frio (Marangoni y col 1996).
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la pared celular, ya que el almacenamiento de frutos susceptibles al DF en
temperaturas bajas esta caracterizado por una pulpa con poco jugo y una textura
seca ya que el fruto ha madurado. Por lo tanto, si el fruto es expuesto a temperaturas
muy bajas por periodos largos de tiempo ocurrira una ruptura celular, causando
filtraciones de agua intracelular, iones y metabolitos (Aghdam y Bodbodak 2013), asi
como el incremento en la actividad de algunas enzimas degradadoras de pared
celular, asociadas con el ablandamiento de los frutos durante la maduracion (Roe

and Bruemmer 1981).

b Respuesta enzimatica al dano por frio

La pared celular de las plantas es metabdlicamente activa, controla la forma,
tamano y el rango de crecimiento de la célula, la textura y la fuerza del tejido, y la
resistencia de la célula hacia ataques microbianos. Se compone primariamente de
celulosa (25-40% de su peso seco), mientras que el resto estd compuesto por otros
polisacaridos como pectinas y hemicelulosa. También se encuentran presentes
algunas glucoproteinas estructurales y otros polimeros, asi como enzimas (PME, PG,
B-Gal, entre otras) y metabolitos secundarios (fenoles, ligninas, flavonoides, entre

otros) (Fry 2017).

Unos de los constituyentes primarios de la pared celular y la lamina media son
las pectinas. En conjunto con las microfibras de celulosa contribuyen con la textura
del fruto mientras que pueden estar virtualmente ausentes en las paredes
secundarias de la célula. El contenido de pectina varia de fruto a fruto (Thakur y col
1997). Las pectinas son heteropolisacaridos estructuralmente diversos que contienen

acidos galacturdnicos parcialmente metilados, los cuales carecen de una columna
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vertebral de galacturonanos (arabinasas, galactanos y arabinogalactanos) (Aspinall

1980).

Durante la maduracion los frutos pierden firmeza, y a menos que el fruto sea
deshidratado, las propiedades osmoticas de la célula y la presion de turgor se
mantienen usualmente constantes. En el tejido de plantas se asume que la presion
de turgor por si misma no contribuye a una pérdida de firmeza, en su lugar es el
resultado de cambios en los polisacaridos de la pared celular (Van Buren 1979).
Muchos trabajos relacionados con los cambios quimicos en la pared celular en
cuanto al ablandamiento de los frutos se han enfocado hacia la caracterizacion de los
cambios en las sustancias pécticas (Krall y McFeeters 1998). Al ser solubles en
agua, las pectinas pueden ser desesterificadas y despolimerizadas mas que nada
por reacciones enzimaticas. El retraso en el ablandamiento por medio de la adicién
de iones de Ca++ esta asociado con la habilidad de los cationes divalentes para
formar puentes de calcio entre las cadenas de polisacaridos pécticos. En algunos
casos, la degradacion limitada de los polimeros pécticos puede ser debido a la
desmetilacion de los grupos de acido galacturénico. La pérdida de firmeza durante el
tratamiento hidrotérmico de frutas acidas ha sido atribuida a la hidrdlisis de uniones
glicosidicas en los polisacaridos de la pared celular (Tharanathan y col 2006).
Aunque todos estos procesos se pueden ver alterados debido a la presencia de
diversos tipos de dafios al fruto durante su manejo poscosecha, incluido el dafo por

frio.

El dafo por frio ocasiona modificaciones en la estructura de la pared celular.

La relacion entre dichas modificaciones y el desarrollo del dafio en la superficie del
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fruto ha sido estudiada previamente. Mercer y Smittle (1992) describieron que el
rompimiento del tejido en pepino resultaba en un incremento en la concentracion de
pectinas solubles en agua. Otros desérdenes como la picadura en la cascara afectan
a frutos citricos y provoca la apariencia de areas colapsadas en el flavedo (Cajuste
and Lafuente 2007), estas lesiones han sido asociadas con cambios composicionales
y estructurales en la pared celular (Cajuste y col 2011; Vicente y col 2013). Estos
sintomas son atribuidos parcialmente a los cambios en la solubilizacion y
despolimerizacion de la pectina. El proceso de solubilizacién incrementa la capacidad
de la pectina para ser extraida de la pared celular por medio de solventes acuosos,
mientras que la despolimerizacion representa una disminucion en la masa molecular
debido a la actividad de las enzimas degradadoras de pared celular (Redgwell y col

1997).

Las enzimas degradadoras de la pared celular son un grupo de enzimas en las
que se incluyen pectinmetilesterasa (PME), poligalacturonasa (PG) y B-galactosidasa
(B-Gal) (Paull y Chen 1983). Estas experimentan un incremento en su actividad
durante la maduracién del fruto y se les considera como las responsables de la
acumulacion de pectinas solubles en agua y la disminucion de pectinas unidas idnica
y covalentemente a la fase fibrilar (Lazan y col 1995). La actividad de estas enzimas
dirige a la solubilizacion de las pectinas de la pared celular que contribuyen al

ablandamiento de los frutos (Cosgrove 2001).
1) Pectinmetilesterasa (PME) y Poligalacturonasa (PG)

La funcion principal de la enzima PME es remover los grupos metil de los
galacturonanos de la pared celular, convirtiendo las pectinas esterificadas a pectinas
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desesterificadas, las cuales son sustratos para la enzima PG. Esta enzima adhiere
los enlaces a-1,4 entre los residuos de acidos galacturonicos de los galacturonanos
(Carvajal y col 2015). La actividad de estas enzimas explica los cambios de textura
que colectivamente contribuyen al ablandamiento del fruto, incrementando la
susceptibilidad hacia el ataque por patégenos y finalmente al deterioro del tejido
(Carrillo-Lépez y col 2002). Durante el desarrollo del fruto y maduracién la
desmetilacion de pectina catalizada por PME podria retrasar la pérdida de firmeza,
ya que los grupos carboxilo desmetilados pueden entrecruzarse con cationes
divalentes como el calcio, reforzando asi la red de pectinas en la pared celular y
reduciendo su porosidad (Brummell y col 2001; Voragen y col 2009). Debido a esto
se han realizado diversos estudios donde se ha evaluado el comportamiento de
estas enzimas. Al respecto, Carvajal y col (2015) observaron un incremento en las
actividades de PME y PG durante el almacenamiento de calabazas a temperaturas
bajas, lo cual correlacionaron positivamente con el dafio por frio y el ablandamiento
del fruto. Asimismo, en un estudio realizado por Brumell y col (2004) se confirmd una
baja solubilizacion de pectinas de alto peso molecular asociada a la maduracion, sin
mostrar el incremento caracteristico de jugo lixiviado en el fruto. Aun asi, este reporte
también mostré que la naturaleza del proceso de maduracion de frutos con dafio por

frio era mas compleja que una simple alteracion en el balance entre PME y PG.

Con respecto al comportamiento de estas enzimas cuando se les aplica un
tratamiento térmico a los frutos, se ha reportado un efecto reafirmante cuando los

tratamientos se aplican en forma individual o en combinacién con calcio, lo cual se
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atribuye a la activacion de pectinmetilesterasa como consecuencia de la aplicacion

de calor (Rico y col 2007).

2) B-Galactosidasa (B-Gal)

La enzima B-Galactosidasa resulta muy importante para la estabilidad de la
pared celular en frutos de mango ya que el incremento en su actividad esta asociado
con un aumento en la solubilidad y despolimerizacion de la pectina de la pared
celular. Esta enzima actua en las cadenas adyacentes de los galacturénidos de la
columna vertebral, degradando las sustancias pécticas (Ali y col 1995). Al respecto,
Muy-Rangel y col (2009) observaron un incremento en la actividad de esta enzima en
frutos de mango a medida que transcurrian los dias de almacenamiento a 12 °C mas
un periodo de maduraciéon a 20 °C; comportamiento que atribuyeron a que los
componentes de la pared celular de los frutos de mango son mas ricos en
galactanos. También Ketsa y col (1998), observaron que la actividad de esta enzima
en frutos de mango aumentaba en frutos tratados hidrotérmicamente, y para el dia 4
de almacenamiento presentaban el doble de actividad en comparacién con los frutos
Control. Por otro lado, Ortiz y col (2011) observaron en frutos de manzana
almacenados a 20 °C que un tratamiento con calcio solo 0 en combinacion con
niveles ultra bajos de oxigeno reducia la actividad de esta enzima a lo largo del

almacenamiento (14 dias).

La aplicacion de tratamientos poscosecha es una alternativa efectiva para
evitar la accion de las enzimas degradativas de pared celular. Estos tratamientos
favorecen un retraso en el ablandamiento del tejido del fruto y pueden incluso servir
para disminuir la sensibilidad del mango al DF.
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2 Tratamientos Poscosecha

Existen diversos tratamientos para prolongar la calidad y elevar la vida
poscosecha de los productos hortofruticolas (Baez y col 2001). Para el caso del
mango se han desarrollado diversos tratamientos como es el caso de las peliculas de
recubrimiento, almacenamiento en atmdsferas controladas, aplicacion de calcio y
tratamientos térmicos. Estos ultimos son tratamientos fisicos no contaminantes que
se emplean para conservar la calidad en productos frescos. Se pueden realizar con
aplicaciones de vapor caliente o aire caliente forzado y agua caliente a temperaturas
por encima de 35 °C. Destaca el tratamiento hidrotérmico que se aplica para
controlar el desarrollo de antracnosis y la mosca de la fruta en mango (Akbudak y col
2007).

Los efectos benéficos del tratamiento poscosecha con temperaturas altas
pueden atribuirse al desarrollo de medios por parte de los tejidos para controlar los
desordenes poscosecha, asi como un efecto positivo al mejorar la uniformidad de la
maduracién. Zambrano y Materano (1999) reportaron que el tratamiento con calor a
temperaturas entre 38 y 46 °C aumenté la tolerancia al dafio por frio y redujo la
podredumbre de los frutos de mango. También se ha sefalado que la exposicion de
las plantas a un estrés puede proteger a la misma de otro estrés mayor (Petit-
Jiménez y col 2009).

Otro de los tratamientos ampliamente utilizados en la poscosecha de frutos es
la aplicacion de sales de calcio, las cuales tienen la capacidad de disminuir la
permeabilidad de las membranas celulares, reducir la absorcién de agua y aumentar
la dureza de la pulpa y retrasar la senescencia (Sharplest y col 1977). Asimismo, se

ha demostrado que la combinacion tiempo y temperatura de almacenamiento es
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particularmente importante en la extension de la vida util de los frutos en términos de
textura, pérdida de peso, pH y otros cambios en cuanto a su calidad (Castellano y col
2005).
a Tratamiento Hidrotérmico

El tratamiento hidrotérmico incluye condiciones especificas de calentamiento y
enfriamiento del fruto, indicadas en protocolos de operacion acordados entre los
paises. Por lo comun se aplican durante pocos minutos ya que el agua es un medio
de transferencia de calor mas eficiente que el aire. Estos tratamientos se aplican
previo al almacenamiento a temperaturas bajas y consisten en sumergir los frutos en
agua caliente durante tiempos cortos (Fallik 2004). EI Departamento de Agricultura
de Estados Unidos (USDA) tiene como condicion para los exportadores de mango
que deseen enviar su producto a ese pais utilizar un tratamiento hidrotérmico a 46.1
°C por tiempos prolongados para el combate de antracnosis y mosca de la fruta. La
duracion del tratamiento depende del cultivar y peso del fruto, se recomienda la
aplicacion del tratamiento hidrotérmico a una temperatura de 46.1 °C de la siguiente
manera: <375 g por 65 min; 376-500 g por 75 min; 500 g por 75 min; 501-700 g por
90 min; 701-900 g por 110 min (USDA-APHIS 2014). De acuerdo a Baez y col
(2001) y Seok-In y col (2007), la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico no tuvo
efecto perjudicial en la calidad sensorial de mango y mandarina (respectivamente)
durante el almacenamiento a temperatura ambiente; mientras que Petit-Jiménez y col
(2009) observaron que el tratamiento hidrotérmico (46.1 °C por 75 min) disminuyo la
vida de almacenamiento debido a que se facilité la oxidacién y la madurez prematura

del mango.
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El proceso de pudricién del fruto inicia por el ablandamiento del tejido, este
proceso esta relacionado con la degradacion enzimatica de la lamina media de la
pared celular y la pérdida de adhesion de la célula. Enzimas como la PME, PG y -
Gal juegan un papel importante en el ablandamiento del tejido como es el caso del
mango (Silveira y col 2011). En el estudio realizado por Zhang y col (2012) la
actividad de PME tanto en frutos con y sin TH (55 °C por 10 min) incrementé
después de 3 semanas de almacenamiento a temperaturas bajas (5 °C). Al transferir
los frutos a una temperatura de 20 °C, la actividad de PME fue mas baja en aquellos
mangos que se les aplicé TH, mientras que la actividad de PG fue mayor en los
frutos no tratados. También, Promyou y col (2008) reportaron en frutos de platano
que su proceso de oscurecimiento se vio retrasado debido a la aplicacion del
tratamiento hidrotérmico.

Por otro lado Chavez-Sanchez y col (2013) reportaron que al aplicar un
tratamiento hidrotérmico (55 °C) en papaya por 3, 6 y 9 min, este tratamiento no
afecto el proceso de ablandamiento en el fruto debido a que la actividad de enzimas
de la pared celular (PME y PG) no fue alterada, asi como tampoco se vio afectado la
calidad del fruto.

Silveira y col (2011) sugieren que una alternativa para evitar el ablandamiento
del fruto como consecuencia de la aplicacion de tratamientos hidrotérmicos es su
combinacién con agentes reafirmantes como el calcio.

b Sales de Calcio

Es bien sabido que este mineral ayuda a mantener la calidad de los productos

hortofruticolas ya que el incremento de su contenido en la pared celular del tejido

ayuda a retrasar el ablandamiento del mismo y disminuye la incidencia de presentar
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desordenes fisiolégicos (Abd-Elhady 2014). El carbonato de calcio y el citrato de
calcio son las principales sales de calcio anadidas a productos hortofruticolas para
mejorar su valor nutricional. Existen otras sales utilizadas en la industria de alimentos
cuyo objetivo es la preservacion y/o el mejoramiento de la firmeza del producto como
es el caso del cloruro de calcio, el lactato de calcio y el gluconato de calcio, entre

otras (Silveira y col 2011).

Se han realizado diversos estudios donde se han aplicado tratamientos en los
que se incluyen ya sea cloruro de calcio o lactato de calcio, ambos han mostrado ser
efectivos para mantener la firmeza durante el almacenamiento de diversas frutas y
hortalizas. Los iones de calcio pueden difundirse pasivamente dentro de la estructura
de la pared celular debido a que la porosidad de ésta tiene un espesor de 3.5 a 9.2
nm aproximadamente, mientras que los iones de calcio son de 0.1 nm
aproximadamente (Ngamchuachit y col 2014). Al sumergir las células del parénquima
del fruto en la solucion de sal de calcio, los iones de calcio son transportados
principalmente por el apoplasto o espacios intercelulares, donde son atraidos por
grupos carboxilos cargados negativamente en el homogalacturonano, el cual
constituye la pectina en la lamina media y pared celular (Hasegawa 2006;

Ngamchuachit y col 2014).

La inmersibn poscosecha de sales de calcio puede incrementar
considerablemente el contenido de este mineral en el fruto, comparado con su
aplicacidon precosecha, esto, sin causar dafno al fruto dependiendo del tipo de sal de

calcio y su concentracion. La aplicacidén de calcio poscosecha mantiene la turgencia
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de la célula, la firmeza del tejido y retrasa el catabolismo de la membrana lipidica,

extendiendo de esta manera la vida de anaquel del fruto (Manganaris y col 2007).

Hewajulige y col (2003) reportaron que el calcio esta involucrado en la
regulacion de muchos aspectos del metabolismo, incluyendo la integridad de la
membrana y la permeabilidad selectiva en células, la division celular, el consumo
ionico y el ensamblaje de micro tubulos. Ademas, las sales de calcio cumplen la
funcién de agentes reafirmantes debido a que los iones actuan sobre las cadenas de
pectina para formar puentes entre éstas, aumentando asi la fuerza de la pared
celular en diversos productos hortofruticolas (Rincon-Pérez y Martinez-Quintero
2015).

Estudios previos han demostrado que el uso de sales de calcio como el lactato
de calcio (LacCa) presumiblemente estabilizan la estructura original en fresas y
retardan los cambios fisicoquimicos de las propiedades del fruto, aun en combinacién
con antioxidantes como el acido citrico, el cual inhibe las reacciones de
oscurecimiento y mantiene el contenido de antocianinas durante el congelamiento
(Abd-Elhady 2014). En manzana “Golden Reinders”, la aplicacion por inmersién de
cloruro de calcio (2%) present6 efectos directos sobre la integridad de la lamina
media, inhibiendo la actividad de las enzimas a-L-arabinofuranosidasa, pectatoliasa,
B-galactosidasa, que son importantes en la preservacion de la firmeza después de la
cosecha. Manganaris y col (2007) observaron que el contenido de calcio en frutos
sumergidos en una solucion con Ca en dos concentraciones (62.5 y 187.5 mM)
incrementd en duraznos, y se reportaron sus efectos positivos en términos de

reduccion de sintomas de dafio por frio y actividad de PG y PME. Romero y col
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(2006) observaron que la firmeza en frutos de mango Haden fue mayor en aquellos a
los que se les aplicd un tratamiento con calcio. Esto fue atribuido a que este
elemento se encuentra en la pared celular adherido a las pectinas teniendo como
funcién la regulacion de la permeabilidad de las membranas y el fortalecimiento de
la pared celular, por ello los tejidos deficientes en calcio resultaban ser suaves.
Asimismo, se ha reportado una buena correlacion entre el contenido de calcio
en el tejido de frutos y la susceptibilidad de los mismos al dafio por frio. Como es el
ejemplo del fruto de lima, en el cual se observé que aquellos frutos con el menor
contenido de calcio en su jugo desarrollaron los porcentajes mas altos de dafo por
frio (Slutzky y col 1981). La aplicacion de calcio ha demostrado reducir
significativamente la severidad del dafio por frio en diversos frutos como aguacate,

durazno y tomate (Wang y Baker 1979).

Con respecto al efecto que presenta el TH en combinacién con calcio, al
aplicar el tratamiento hidrotérmico en los frutos se favorece la accién de la enzima
PME, la cual desmetila las cadenas de pectina; por lo tanto, si hay mayor
desmetilacion hay mayores sitios de union para que los iones de calcio se adhieran a
las pectinas generando pectatos de calcio los cuales otorgan estabilidad y firmeza a
la pared celular y podrian proteger a la columna vertebral péctica de la
despolimerizacién mediada por PG. Este proceso de gelificacion se representa en un
modelo llamado “caja de huevo” (Figura 5), (Hewajulige y col 2003; Silveira y col

2011; Abd-Elhady 2014; Rincon-Peréz y Martinez-Quintero 2015).

Algunos reportes indican diferentes efectos de la combinacion TH-sal de
calcio. Aguayo y col (2008) demostraron que el sumergir trozos de melon Amarillo en
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Figura 5. Representacion esquematica de gelificacion de la pectina inducida por
Ca?*, (a) Moléculas de pectina después de la desesterificacion con PME, (b) modelo

de gelificacion “Caja de huevo” después de la adicion de Ca?* (Kirtil y col 2014).
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sales de calcio por 1 minuto a 60 °C resultaba en distintas respuestas en cuanto a la
calidad sensorial, quimica y microbiana del fruto. Observaron que el cloruro de calcio
y el lactato de calcio incrementaron la concentracién de Ca en promedio en un 50% y
minimizaron la velocidad del ablandamiento del fruto, la inmersion del fruto en
propionato de calcio redujo significativamente la actividad metabdlica y el crecimiento
microbiano. Por su parte, Silveira y col (2011) aplicaron un tratamiento de cloruro de
calcio y lactato de calcio (0.15 g Ca g') en combinacion con un TH a 60 °C vy
reportaron que estos tratamientos pueden ser utilizados exitosamente para retener la
calidad de frutos de melén hasta 10 dias de almacenamiento a 5 °C. De igual forma,
Dessalegn y col (2013), aplicaron un tratamiento en combinaciéon con cloruro de
sodio (3% p/v) y un TH (51.1 °C) en frutos de mango y observaron que esta
combinacién podia incrementar la calidad de los frutos y suprimir ataques por parte

de C. gloeosporioides.
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IV. JUSTIFICACION

El mango es un producto de gran importancia econémica para México ya que
es uno de los principales productores a nivel mundial, ocupando el estado de Sinaloa
el primer lugar nacional. La distribucion y almacenamiento poscosecha del mango
requiere el uso de temperaturas bajas para su conservacion, pero
desafortunadamente este fruto es susceptible al dafio por frio, por lo que su vida de
comercio es limitada al no poder ser almacenado a temperaturas inferiores a 10 °C.
Para reducir los efectos negativos del dano por frio y las pérdidas que ocasiona, se
han implementado una serie de estrategias entre las que se encuentra el uso de
tratamientos hidrotérmicos, que han resultado sumamente efectivos al ser aplicados
antes del almacenamiento a temperaturas bajas. Sin embargo, el estrés provocado
por las temperaturas altas induce la activacion de enzimas como pectinmetilesterasa,
poligalacturonasa y [(-galactosidasa que en conjunto favorecen el ablandamiento
acelerado del fruto. El uso de sales de calcio ha sido documentado ampliamente
como una alternativa efectiva para retrasar la pérdida de firmeza en frutos; no
obstante, no existen reportes en los cuales se haya estudiado el efecto que podria
tener el utilizar sales de calcio en combinacion con el tratamiento hidrotérmico
cuarentenario (que se aplica por norma en mango destinado a exportacién) sobre la
actividad de enzimas degradativas de pared celular. En este trabajo se propone el
uso de la combinacién tratamiento hidrotérmico-lactato de calcio como una
alternativa para inducir tolerancia al dafio por frio en mango, que favorezca ademas

la retencion de la firmeza durante el almacenamiento a temperaturas bajas.
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V. HIPOTESIS

La aplicacion de un tratamiento hidrotérmico cuarentenario en combinacion con
lactato calcio en frutos de mango previo a su almacenamiento a temperaturas bajas
induce una mayor tolerancia al dafio por frio y disminuye el dafo por frio, pérdida de

firmeza y la actividad de enzimas degradativas de la pared celular.
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VI. OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la combinacion tratamiento hidrotérmico cuarentenario y lactato
de calcio sobre la calidad poscosecha y la actividad de enzimas degradativas de la
pared celular en frutos de mango cv. Keitt almacenados a temperatura de dafio por

frio.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Evaluar el efecto de la combinacion tratamiento hidrotérmico cuarentenario-
lactato de calcio sobre el desarrollo de sintomas de dafo por frio en frutos de
mango cv. Keitt.

2 Determinar la relacion de indices fisioldgicos (lixiviacion de electrolitos, contenido
de MDA) con el desarrollo del dafio por frio en frutos de mango cv. Keitt tratados
con la combinacion tratamiento hidrotérmico cuarentenario-lactato de calcio.

3 Evaluar parametros de calidad (color, indice de oscurecimiento, firmeza, SST, pH
y AT) en frutos de mango cv. Keitt sometidos a tratamiento hidrotérmico en
combinacién con lactato de calcio y almacenados a temperatura de dafo por frio.

4 Evaluar la actividad de las enzimas poligalacturonasa (PG), pectinmetilesterasa
(PME) y B-Galactosidasa (p-Gal) en frutos de mango cv. Keitt sometidos a
tratamiento hidrotérmico cuarentenario y lactato de calcio durante su

almacenamiento a temperaturas bajas y durante el periodo de maduracion.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

1 Analisis Preliminar

Con base en un estudio previo realizado por nuestro equipo de trabajo en el que
se evaluo el efecto de diferentes sales de calcio en distintas concentraciones sobre la
retencion de firmeza en mango, se determiné que la sal de lactato de calcio en una
concentracion de 0.5% era la mas efectiva para retener la firmeza de los frutos
durante su almacenamiento a baja temperatura y durante su maduracién (Lopez-

Lépez 2017).

2 Obtencidén de la materia prima

Los frutos fueron obtenidos de un huerto ubicado en la colonia Aguaruto,
perteneciente al municipio de Culiacan en el estado de Sinaloa. Se realizdé una
preseleccion de los frutos en el huerto con base en tamafio y llevados al laboratorio
de Fisiologia y Tecnologia Poscosecha del Posgrado en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos de la Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas, donde se lavaron con
jabdén y se sumergieron en hipoclorito de sodio (200 ppm, 3 min). De alli se hizo una
segunda seleccion para descartar aquellos frutos que presentaran algun defecto o
dafo. Posteriormente se dividieron en cuatro lotes para la aplicacion de los
tratamientos de la siguiente manera: Control, TH, Ca y TH-Ca. Todos los frutos
fueron almacenados a 5 °C por 30 dias con retiros cada 10 dias para pasarlos a un

segundo almacenamiento a 21 °C por 7 dias (periodo de maduracion).
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B METODOS

1. indice de dafio por frio (IDF)

La evaluacion se realizé visualmente de acuerdo a lo reportado por Vega Garcia
y col (2010) con algunas modificaciones. Se determiné el nivel de dafio tomando en
cuenta los siguientes sintomas de DF: O= oscurecimiento de lenticelas, P= picaduras
en la cascara, E= escaldado, M= maduracion irregular y PP= presencia de
pudriciones. Se utilizé una escala heddnica de 5 puntos basada en el porcentaje de
tejido afectado para cada sintoma 0= no dafo, 1= 1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%,
4=>76%. El IDF fue calculado en cada fruta mediante la siguiente ecuacion:

NDO+NDP+NDE+NDM+NDP
- 5

Donde IDF es el indice de dano por frio y ND es el nivel de dafo para cada

uno de los sintomas.

2. indices fisiolégicos de DF

a Lixiviacion de electrolitos

Esta evaluacion se realizé siguiendo la metodologia reportada por Malacrida y
col (2006). Para cada tratamiento se usaron en total 18 cilindros del mesocarpio del
tejido (7mm de diametro) (6 por réplica), los cuales fueron obtenidos utilizando un
sacabocados . Las muestras fueron lavadas tres veces con agua desionizada para
eliminar cualquier electrolito producido durante la obtencién de los cilindros, se
mezclaron con 25 mL de manitol (0.4 M) y se incubaron a 25 °C por 2 h en agitacion

constante. Posteriormente se midid la conductividad de la solucibn con un
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conductimetro manual (HI 98311, Hanna instruments, Mauritius, EUA). Las muestras
se colocaron en una autoclave a 121 °C por 20 min para liberar todos los electrolitos,
midiendo de nuevo la conductividad cuando alcanzaron una temperatura de
enfriamiento de 25 °C. Los resultados se expresaron como porcentaje de electrolitos
lixiviados y se obtuvieron de la siguiente manera: %EL= (electrolitos iniciales/total de

electrolitos) x100.

b Contenido de malondialdehido (MDA)

Para la determinacion de la peroxidaciéon de lipidos se evalu6 el contenido de
MDA, se utilizé la prueba del acido tiobarbiturico (TBA) de acuerdo a la metodologia
descrita por Hodges y col (1999). Un gramo de extracto de mango congelado fue
homogeneizado con 30 mL de una solucion de etanol:agua (80:20) y posteriormente
se centrifugd a 3,000 x g por 10 min a 4 °C. Se tomd6 1 mL del sobrenadante y se
combind con 1 mL de solucion A (-TBA) conteniendo 20% (p/v) de acido
tricloroacético (TCA) + 0.01% butil hidroxitolueno (BHT) o solucién B (+TBA) que
contenia 20% TCA+0.01% BHT+0.65% de TBA. La solucion fue agitada y calentada
(95 °C/25 min), después se enfriaron las muestras para ser posteriormente
centrifugadas a 3000 x g por 10 min. La absorbancia fue leida a 3 longitudes de onda
(440, 532 y 600 nm) en un espectrofotometro UV-VIS (Unico SQ2800 NJ, USA). La
cantidad del complejo MDA-TBA (pigmento rojo) fue calculada de la siguiente

manera:

1) A = [(Abs 532+18a)—(Abs 600+18a)—(Abs 532-18a—Abs 600-184)]
2) B = [(Abs 440+tea—Abs 600+184)*0.0571]

3) Equivalentes de MDA (nmol-mL-")=(A-B/157,000)106
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3. Parametros de calidad

a Color externo e interno
Para la evaluacion de color se utilizdé un colorimetro Minolta CR 200 (Minolta,
Osaka, Japan). Para el color externo se marcaron tres puntos en la superficie del
fruto para que el color fuera medido siempre en el mismo lugar durante el periodo de
almacenamiento a 21 °C. En el caso del color interno, se tomaron dos lecturas de las
partes superior e inferior de cada cachete. Se evaluaron los parametros L*, a*, b*, C

y angulo de matiz.

b indice de oscurecimiento (10)

Se evaluo visualmente de acuerdo a la metodologia propuesta por Buera y col
(1985) con algunas modificaciones utilizando una escala en donde 0= ninguna sefal
de oscurecimiento, 1= <10% de oscurecimiento en pulpa, 2= 11-25% oscurecimiento
en pulpa, 3= 26-40% de oscurecimiento en pulpa; 4= 41-50% oscurecimiento en

pulpa, 5= 251% de oscurecimiento. Se utilizé la siguiente férmula:

€(Nivel de oscurecimiento x nimero de frutas en cada nivel)

total de frutas en el tratamiento

Donde IO es el indice de oscurecimiento.

¢ Firmeza
Se determiné de acuerdo a lo reportado por Marangoni y col (1995) con
algunas modificaciones. Se cortaron los cachetes del mango, se eliminé la cascara
en forma longitudinal de la porcién central del cachete y se colocé la punta en tres

partes (centro y extremos), obteniéndose 6 puntos por fruto. Se utilizé un
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penetrometro (Chatillon DFE100, AMETEK Inc, Largo, FL) equipado con una punta
plana de 11 mm de didmetro a una velocidad de penetracion constante (50mm/min-

5mm de penetracion).

d Sodlidos Solubles Totales (SST)

Se determinaron de acuerdo al método oficial 22.014 de la AOAC (2012)
utilizando un refractometro manual (Atago, Fisher Scientific, Ga., USA). La
evaluacion se realizdé colocando una gota de jugo de cada muestra directamente
sobre el refractometro. El contenido de sdlidos solubles totales (SST) fue reportado

como porcentaje de azucar (° Brix).

e pH

Se determiné utilizando el método 981.12 de la AOAC (2012); que consiste en
homogenizar 20 g de muestra con agua destilada neutra, posteriormente se filtré en
tela de organza y se aforé a 100 mL. El pH se evalué mediante la inmersion directa
del electrodo de vidrio de un potencidmetro Thermo Scientific Orion STARA2110
(Orion research Inc, Boston, MA, EU) en la solucion aforada. Las determinaciones se

realizaron por triplicado, expresandose los resultados como iones hidrégeno.

f Acidez titulable (AT)

La acidez titulable de determiné de acuerdo al método oficial 942.15 de la AOAC
(2012). A partir de la solucién aforada para la determinacién del pH, se tomaron
alicuotas de 20 mL y se titularon con NaOH 0.1 N hasta un pH de 8.1+0.2. Se realizd
por triplicado y se reporté como porcentaje de acido citrico y se calcul6 de la

siguiente manera:
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V NaOH * N NaOH * meq acido x * 100
\Y%

% de acidez =

donde: V NaOH = volumen de NaOH usado para la titulacion; N NaOH=
normalidad del NaOH; meq acido X = miliequivalentes de acido. Los valores

equivalentes de base a acido para el acido citrico es: 0.064

4. Determinacion de la actividad de enzimas de la pared celular en respuesta al
estrés abiotico.

a Preparacion del extracto enzimatico

Las enzimas de la pared celular fueron extraidas de acuerdo a la metodologia
reportada por Carrillo-Lépez y col (2002), con algunas modificaciones. Se mezclaron
15 g de pulpa de mango con 25 mL de NaCl 1 M (4 °C, 1 min) utilizando un
homogenizador T18 basic (IKA Works, Inc. Wilmington, NC, USA). El homogenizado
se centrifugd a 17,000 x g por 45 min a 4 °C y se filtr6 con papel Whatman No. 4. El
sobrenadante se saturé al 80% con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) y se colocd en
agitacion por 1 hora bajo refrigeracion para precipitar la proteina, seguido de una
segunda centrifugacion a 17,000 x g por 20 min. El precipitado conteniendo la
proteina se re-suspendidé en 15 mL de agua destilada a 4 °C y se uso6 para medir la
actividad enzimatica de PME, PG y 3-Gal.
b Evaluacidén de la actividad de PME

La actividad de PME se determiné de acuerdo a Hagerman y Austin (1986)
con base en el cambio de color de un indicador de pH durante la reaccidn catalizada

por PME. Debido a que los enlaces éster de las pectinas son hidrolizados, se
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producen grupos acidos y el pH baja, causando que el colorante indicador cambie su
color. Este cambio fue monitoreado continuamente con un espectrofotometro.

Se mezclaron 2 mL de pectina citrica (0.5 %) con 0.5 mL de azul de
bromotimol (0.01 %) en buffer de fosfato de potasio (0.003 M) y 4 mL de agua
destilada. La mezcla se ajusté a pH 7.5 y se inicié la reaccion al anadir 100 pL del
extracto enzimatico de PME.

La reaccion se llevo a cabo a 30 °C y fue monitoreada durante 5 min a 620 nm.
Se utilizé una curva estandar de acido galacturénico (0.5 %). Las unidades de PME
fueron expresadas como pmoles de H* liberados/100 g ff-min. Se obtuvieron cuatro
lecturas por réplica.

¢ Evaluacion de la actividad de PG

Se determind la actividad especifica de PG de acuerdo con la metodologia
reportada por Chavez-Sanchez y col (2013) con algunas modificaciones, en la que se

evalué la formaciéon de grupos reductores del acido poligalacturénico.

Se mezclaron 2 mL del extracto enzimatico y 2 mL de acido poligalacturénico
(0.5 %) en buffer de acetato de sodio (pH 4.6) y se incubaron por 1 hora a 37 °C. La
medicion de la actividad se realiz6 mezclando 400 pL del extracto incubado, 4 mL de
buffer de tetraborato de sodio 0.1 M (pH 9) y 400 yL de 2-cianoacetamida al 1%. Esta
mezcla se agitd y se calentdé en bafio maria a temperatura de ebulliciéon durante 10
min, posteriormente se enfri6 a temperatura ambiente y se registré el cambio de
absorbancia a una longitud de onda de 276 nm. El blanco se prepar6 de la misma
manera, pero sin agregar el extracto enzimatico. La curva estandar se construyo con

acido galacturénico (0.5 %). La actividad de la PG se reporté como pmoles de acido
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galacturénico formado por hora sobre la base de 100 g de fruta fresca. Se obtuvieron

cuatro lecturas por réplica.

d Evaluacion de la actividad de 3-Gal

Se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado por Hossain y col (2014) con
algunas modificaciones, determinando la actividad enzimatica a partir de la

estimacion de la liberacion de p-nitrofenol.

Se utilizaron 50 pL del sustrato (p-nitrofenil-B-D-galactopiranosido),
posteriormente se mezclaron en tubos de ensayo con 100 pL de buffer de fosfato (pH
6.0). Se anadieron 50 L de extracto crudo a cada tubo y fueron incubados a 37 °C
por una hora. Para detener la reaccion, se afiadieron 1.3 mL de buffer glicina-NaOH
(pH 10.5) a cada tubo. La cantidad liberada de p-nitrofenol por parte de los sustratos
fue medida espectrofotométricamente a una absorbancia de 420 nm. Una unidad de
actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima requerida para liberar 1

nmol de p-nitrofenol por minuto a 37 °C.

5. Diseno estadistico

Para el analisis de los datos se utilizdé un disefio experimental completamente

al azar con 3 factores. Quedando de la siguiente manera:

Tiempo de almacenamiento a 5 °C 0, 10, 20y 30 dias
Tiempo de maduracién a 21 °C Oy 7 dias
Tratamientos Control, TH, Ca ,TH-Ca
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Se utilizé la prueba de Fisher con un nivel de significancia con un a=0.05y se

utilizé un paquete estadistico Statgraphics plus 5.1.
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

A. INDICE DE DANO POR FRIO

En la Figura 6A se muestran los resultados del indice de dafo por frio (IDF)
en mango “Keitt” durante su almacenamiento a 5 °C. Los frutos de todos los
tratamientos presentaron un incremento en el IDF a medida que avanzo el tiempo de
almacenamiento. Al final del mismo, los frutos de los tratamientos TH y TH-Ca
mostraron la menor incidencia de sintomas de DF (1.4 y 1.6, respectivamente),
mientras que el Control presenté el mayor IDF (2.7) con sintomas como
oscurecimiento de lenticelas, picado superficial y maduracion irregular. La efectividad
de los tratamientos TH y TH-Ca para reducir el IDF podria deberse a que
promovieron una modulacion del sistema antioxidante, inhibiendo la acumulacion de

especies reactivas de oxigeno (ROS).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Promyou y col (2012) en el
fruto de jujube, donde el tratamiento control mostré un incremento en la presencia de
dafio por frio durante el almacenamiento al compararse con los frutos tratados
hidrotérmicamente. Los autores atribuyeron el efecto positivo del tratamiento
hidrotérmico a una reduccién en el dafio a la membrana evidenciada por una menor
lixiviacion de electrolitos durante el almacenamiento, ya que ha sido aceptado que el
dafo por frio esta asociado con un incremento en la permeabilidad de la membrana
(Gomez-Galindo y col 2004) y con una disminucion en la proporcion de acidos grasos
no saturados/saturados de la membrana celular (Mirdehghan y col 2007). Asimismo
coinciden con los resultados reportados por Shadmani y col (2015) cuando aplicaron

un tratamiento hidrotérmico en frutos de papaya previo a su almacenamiento a 6 °C,
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debido a que ellos observaron que los frutos tratados presentaron una menor

incidencia de dano por frio con respecto al Control.

Han y col (2006) observaron sintomas de DF en mango cv. Red 6 después de
14 dias de almacenamiento a 5 °C. Al igual que en nuestro caso, los sintomas
aumentaron gradualmente en los frutos Control a medida que transcurria el tiempo
de almacenamiento. Wang (2010) atribuyé este comportamiento durante una
exposicion prolongada del fruto de mango a temperaturas bajas, a que la respuesta
primaria del dano desarrolla eventos secundarios que incluyen pérdida de la
integridad de la membrana, lixiviacion de solutos, pérdida de compartamentalizacion,
estimulacion de la produccion de etileno y un incremento en la velocidad de

respiracion.

El IDF observado durante el almacenamiento a 5 °C fue mayor cuando los
frutos fueron almacenados en un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C (Figura
6B). A partir del dia 10+7 el IDF resulté significativamente menor para aquellos frutos
a los cuales se les aplico el tratamiento hidrotérmico (TH y TH-Ca). En este estudio
se observo que la aplicacion individual de Calcio no indujo ningun efecto positivo en
la tolerancia al DF, ya que los frutos de este tratamiento presentaron niveles de IDF
estadisticamente similares a los del Control a lo largo de las evaluaciones, donde se
observaron sintomas de DF como oscurecimiento de lenticelas, areas necroticas,
maduracién irregular y pudriciones. Asimismo, se observdé un incremento muy

pequefio para los tratamientos TH y TH-Ca en los dias 20+7 y 30+7.

Yang y col (2009) observaron que los sintomas de DF en tomate cherry se
manifestaban como lesiones en la cascara y maduracion irregular cuando el fruto era
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expuesto a temperatura ambiente posterior al almacenamiento a temperaturas bajas;
sin embargo, la intensidad de los mismos disminuia cuando el fruto recibia un
tratamiento hidrotérmico previo al primer almacenamiento. Segun Wang y col (2004)
estos tratamientos son aplicados con la finalidad de inducir resistencia en los frutos al
dafo fisiolégico que ocurre durante la exposicion a temperaturas bajas, ya que
favorecen la sintesis de proteinas de choque térmico (HSP), las cuales actuan como
chaperonas que podrian ser responsables del plegamiento de proteinas, ensamblaje,
translocacion y degradacién de muchos procesos celulares, asi como participan en el

replegamiento de proteinas bajo condiciones de estrés

B. INDICES FISIOLOGICOS DE DF

1. Lixiviacion de electrolitos

La lixiviacion de electrolitos es un indicador de la pérdida de la integridad de la
membrana celular atribuida a la maduracion, es esperado el incremento de este
parametro al final de la maduracion o cuando el fruto es expuesto a condiciones de
estrés severo (procesamiento/corte y/o exposicion a altas o bajas temperaturas)
(Nyanjage y col 1999; Saltveit 2002; Vicente y col 2006; Dea y col 2010; Aghdam vy

Bodbodak 2013).

En la Figura 7 se observa el porcentaje de electrolitos lixiviados en la pulpa de
mango “Keitt” durante su almacenamiento a 5 °C y 21 °C. A lo largo del
almacenamiento a 5 °C, los tratamientos con calcio (Ca y TH-Ca) presentaron los
menores porcentajes de lixiviacion de electrolitos (Figura 7A), mostrando diferencia

significativa con el resto de los tratamientos en el dia 20. El tratamiento Control fue el
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que obtuvo el mayor % de electrolitos lixiviados en los dias 10 y 20 del
almacenamiento, presentando valores ubicados entre el 70 y 80%. El mantenimiento
de la integridad de la membrana celular es esencial durante el almacenamiento del
fruto a temperaturas bajas, ya que bajo estas condiciones la membrana celular
sufre un cambio de una estructura flexible liquida-cristalina a sdlida-gel, lo cual

origina la posible ruptura y lixiviacién de electrolitos (Marangoni y col 1996).

La degradacion de la membrana celular ocurre debido a la disrupcion de la
composicion de los acidos grasos y a la lixiviacion de solutos que incrementan la
permeabilidad de la membrana; debido al estrés generado por las temperaturas
bajas los niveles de acidos grasos saturados e insaturados sufren una alteracién, lo
cual afecta la fluidez y la estructura de la membrana (Antunes y Sfakiotakis 2008;
Khalig y col 2016). También, Ngamchuachit y col (2014) mencionan que una elevada
pérdida de electrolitos podria ser atribuida a la maduracion del fruto o podria indicar

una deterioracion acelerada del tejido después de la cosecha.

Respecto a nuestros resultados, la menor pérdida de electrolitos en los frutos
tratados con lactato de calcio indica un efecto estabilizador en la membrana,
impartido por los iones de calcio exdgenos (Ngamchuachit y col 2014). Asi mismo, en
el caso de frutos tratados con TH-Ca es importante tomar en cuenta que ademas del
efecto mencionado anteriormente la menor lixiviacion puede ser el resultado de una
tolerancia al DF inducida por el tratamiento hidrotérmico al mantener el balance de

las ERO en el metabolismo y al proteger la membrana.
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Los resultados observados en este estudio coinciden con los reportados por
Khalig y col (2016) en mango, donde la permeabilidad de la membrana celular
incrementd progresivamente durante el almacenamiento a temperaturas bajas siendo
mas pronunciada en los frutos Control en comparacion con los frutos tratados con
calcio que mostraron valores significativamente menores. Por su parte, Aghdam y col
(2012) reportaron una inhibicidn de la lixiviacién en tomate tratado con calcio durante
su almacenamiento a temperaturas bajas mientras que Wang y col (2012)
observaron que la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico en tomate redujo la
pérdida de electrolitos en un 64% después de 14 dias de almacenamiento a
temperatura baja. De la misma forma, Zhang y col (2016) obtuvieron una inhibicién
en la lixiviacion de electrolitos y produccién de MDA en frutos de nispero tratados

hidrotérmicamente y sometidos a temperatura de dafio por frio.

En la Figura 7B se presenta la lixiviacion de electrolitos durante el periodo de
maduracién a 21 °C. Los valores se mantuvieron muy similares entre los diferentes
dias por cada tratamiento. No se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos a excepcion del Control, el cual tuvo los niveles mas altos de lixiviacion,
mostrando el mayor porcentaje de pérdida en el dia 10+7 de almacenamiento
(78.2%). Estos resultados podrian deberse a que el estrés por frio generalmente
promueve la fase de transicion en lipidos de liquido-cristalino a sdlido-gel, lo que se
refleja en mayor lixiviacion de electrolitos cuando los frutos son expuestos a
temperatura ambiente después del almacenamiento a temperaturas bajas. Como se
observa en la figura, los valores se mantuvieron muy elevados a lo largo del

almacenamiento para los frutos Control, demostrando que hubo una pérdida elevada
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de electrolitos, mientras que los tratamientos TH, Ca y TH-Ca tuvieron un efecto
protector en la membrana en comparacion con los primeros. Este comportamiento
coincide con lo reportado por Zhang y col (2017) en mango, quienes observaron que
el tratamiento Control presentaba un ligero incremento en la lixiviacion de electrolitos
durante el primer dia de exposicion a temperatura ambiente (25°C) después de ser
almacenado a 5°C, obteniendo al 5to dia el 61.9% de electrolitos lixiviados.
Asimismo, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Zhang y col (2016)
quienes observaron ligeros incrementos al principio del almacenamiento en frutos de
nispero con TH (45 °C x 10 min), los cuales presentaron diferencia significativa

respecto al Control.

En el presente estudio los tratamientos con Calcio (Ca, TH-Ca) favorecieron
una reduccion en la lixiviacion de electrolitos en los frutos de mango “Keitt”, lo cual se
pudo haber debido a un incremento en la tolerancia al dafio por frio en la membrana

de los frutos conferido por la adicion de sales de calcio.

2. Malondialdehido (MDA)

Malondialdehido (MDA) es un marcador de estrés y es generado como un
producto final de la peroxidacién de acidos grasos insaturados (Aghdam y Bodbodak
2013). EI MDA es un buen indicador de la integridad de la estructura de la membrana
y es utilizado para representar la deterioracion oxidativa durante la exposicién de un
fruto a estrés. Un aumento de este compuesto se asocia con un daino en la integridad
de la membrana celular y como consecuencia principal la pérdida de su funcién

(Khaliq y col 2016; Sevillano y col 2009).
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En la Figura 8 se muestra el contenido de MDA que presentaron los frutos de
mango dependiendo de su temperatura de almacenamiento y del tratamiento
recibido. El contenido de MDA en los frutos almacenados a 5 °C (Figura 8A)
incrementd debido a la peroxidacion de lipidos en la membrana a medida que
transcurrio el tiempo de almacenamiento, siendo el tratamiento Control el que
presento los niveles mas altos a lo largo del estudio; alcanzando su maximo nivel de
peroxidacion el dia 20 con 16 nmol g ff. En contraste, los tratamientos hidrotérmicos
(TH y TH-Ca) mostraron los niveles mas bajos de MDA, (aproximadamente 10 nmol
g ff) no presentando diferencia significativa entre ellos al final del almacenamiento
(dia 30), pero si con el tratamiento Ca. Por otra parte, el tratamiento Ca presentd un
aumento continuo en el contenido de MDA a partir del dia 10, obteniendo los niveles

mayores al final del almacenamiento (16.8 nmol g-* ff).

El increment6é en el contenido de MDA en frutos de mango almacenados a
temperaturas de dafo por frio ha sido reportado por varios autores (Zhao y col 2006;
Ding y col 2007; Wang y col 2008). Durante un proceso metabdlico anormal, la
peroxidacion lipidica es el resultado de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO), lo cual al final afecta la estructura de la membrana celular y su
funcién (Blokhina y col 2003). Una de las principales causas del dafio a la membrana
es la sobreproduccion de ERO durante el estrés, las cuales son sustancias altamente
reactivas e inducen la peroxidacion lipidica. Por ello, prevenir el dafo oxidativo es
esencial para la supervivencia de la célula sometida a estrés (como el generado por

la exposicién a temperaturas bajas), y la supervivencia de la célula es considerada
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un indicador importante para la induccion de tolerancia hacia el dafo por frio

(Antunes y Sfakiotakis 2008).

Ma y col (2014) reportaron que en frutos de kiwi el contenido de MDA
incrementd gradualmente durante el almacenamiento a 0°C, observando valores
menores en los frutos que recibieron un tratamiento hidrotérmico. Resultados
similares fueron obtenidos por Promyou y col (2012) quienes observaron que el
tratamiento hidrotérmico disminuyd el contenido de MDA en los frutos de jujube
comparado con los frutos Control. Estos resultados demuestran que el TH es efectivo
para reducir el dafio a la membrana y el oscurecimiento de la cascara ya que reduce
el estrés oxidativo y la permeabilidad de la membrana. También se observaron
resultados similares en frutos de uva (Zhang y col 2005) y platano (Chen y col 2008;
Promyou y col 2008). Berger y col (2001) reportaron que el proceso de degradacion
de los acidos grasos de la membrana y la peroxidacion son atribuidos a la actividad
de LOX, resultando en un incremento en el contenido de MDA en frutos sometidos a

estrés por temperaturas bajas.

En la Figura 8B se observa como los frutos que fueron tratados con Calcio
(Ca y TH-Ca) presentaron un comportamiento muy similar a partir del dia 20+7 de
almacenamiento a 21°C, mostrando diferencia significativa con respecto al Control y
TH pero no entre ellos. El tratamiento hidrotérmico tuvo un comportamiento inestable
y sin consistencia a lo largo de la evaluacion mostrando niveles altos de MDA en los
dias 10+7 y 20+7 (22.6 y 26 nmol g ff, respectivamente), y el nivel mas bajo

registrado durante el experimento en el dia 30+7 (13 nmol g-* ff).
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Estudios previos han reportado que las temperaturas bajas, las atmdsferas de
almacenamiento, la maduracion y la senescencia pueden inducir estrés oxidativo en
un fruto (Hodges y col 2004). El tratamiento con Calcio y la combinaciéon podrian
haber disminuido el dafio oxidativo mediante la reduccion de la produccién de EROs,
disminuyendo la acumulaciéon de MDA y manteniendo la integridad de la membrana
celular. De la misma forma, se ha demostrado que el TH previo al almacenamiento a
temperaturas bajas retrasa la aparicion de sintomas de dafo por frio en pepino
(McCollum y col 1995), limén (McLauchlan y col 1997) y caqui (Lay-Yee y col 1997),
ya que reduce el dafo a la membrana, disminuyendo el estrés oxidativo y la
permeabilidad de los frutos. Khaliq y col (2016) observaron que el contenido de MDA
incrementd gradualmente durante el almacenamiento en frutos de mango desde el
dia 28 hasta el final del experimento (28+5 a 25 °C). Al igual que en este estudio el
contenido de MDA en el tratamiento Control fue significativamente mayor que en los
frutos tratados con Ca (3%) y la combinacién con goma arabiga. De igual manera,
Safizadeh y col (2007) reportaron que la combinacién de cloruro de calcio con

tratamiento hidrotérmico redujo el contenido de MDA en frutos de limon.

C. ANALISIS DE CALIDAD

1. Color externo

a. Luminosidad

La habilidad para monitorear los cambios en la calidad de los frutos durante su
vida poscosecha, especialmente mediante la utilizacion de métodos no destructivos,
podria asegurar la distribucion exitosa de un producto de primera calidad. El color de
la cascara ha demostrado ser uno de los mayores indicadores de calidad en mangos.
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La cascara del mango tiene una maduracion que comprende del color verde a
amarillo-rojizo, lo cual es indicado regularmente por un aumento en los parametros

luminosidad (L*), a* y b* (Fukuda y col 2014).

Los resultados obtenidos para la luminosidad en cascara de mango durante el
almacenamiento a 5 °C se presentan en la Figura 9A. Los frutos del tratamiento
Control presentaron una reduccion constante de la luminosidad durante los 30 dias
de almacenamiento (descendi6 desde 53 hasta 39), mostrando diferencia
significativa (P<0.05) con respecto al resto de los tratamientos solo al final (dia 30), lo
cual puede relacionarse con la severidad de sintomas de DF observados
(maduracién irregular, areas necréticas, pudriciones y oscurecimiento de lenticelas)
que pueden reducir el brillo de la cascara disminuyendo la luminosidad (Martin-Diana
y col 2005). Por otra parte, aquellos frutos a los que se les aplicd un tratamiento (TH,
Ca y TH-Ca) mostraron valores diferentes al inicio del experimento (dia 0) y a partir
del dia 10 de almacenamiento, los valores fueron constantes oscilando desde 46

hasta 48.7; sin presentar diferencias significativas (P < 0.05) entre ellos.

La mayor retencion de la luminosidad obtenida en los frutos que fueron
tratados con TH y TH-Ca podria deberse a que el tratamiento térmico inhibié la
actividad de la enzima PPO limitando la oxidacion de la cascara y por lo tanto la
aparicion de oscurecimiento (Martin-Diana y col 2005; Barbagallo y col 2012).
Resultados similares fueron obtenidos en frutos de jujube; Promyou y col (2012)
observaron mayor pérdida de luminosidad en los frutos control en comparacién con

aquellos que recibieron un tratamiento hidrotérmico; lo cual atribuyeron a que el TH
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promovia una mayor retencion en el contenido de clorofila. También, en frutos de
platano tratados hidrotérmicamente se reportdé un mantenimiento de la luminosidad y

una disminucién en la sensibilidad al DF (Chen y col 2008).

Se ha observado que la aplicacion de sales de calcio en combinacion con
otros tratamientos podria reducir los cambios de color en la cascara. A este respecto,
en frutos de tomate la combinacién de sal de calcio con un recubrimiento de goma
arabiga resulté efectiva ya que este tratamiento creé una barrera entre el fruto y la
atmoésfera lo cual retraso la velocidad del metabolismo del fruto (Ali y col 2010; Al
Juhaimi 2014). Para el caso del mango, el cultivar Kensington tratados con calcio se
observo un impacto ligero en el retraso del oscurecimiento de la cascara en el fruto

(Souza y col 2006).

Durante el almacenamiento de 7 dias a 21 °C se pudo observar una pérdida
constante en los valores de L* (Figura 9B), sin embargo se presentaron valores por
arriba de los observados durante el almacenamiento a 5 °C, lo cual podria ser debido
al periodo de maduracién al cual fueron sometidos los frutos. Al dia 0+7, el
tratamiento Control presentd una menor Iluminosidad (52.5) con diferencia
significativa (P<0.05) con respecto a los tratamientos TH y TH-Ca (58 y 59,
respectivamente). En general los frutos tratados mostraron una reduccion en la
luminosidad, sin presentar diferencias significativas entre ellos, a excepciéon del dia
10+7 en donde TH resulté mayor. Este comportamiento se puede debe a que el
estrés térmico previno un rompimiento prematuro de la membrana celular,
reduciendo la interaccion enzima-sustrato disminuyendo el oscurecimiento en la
cascara del fruto (Ali y col 2010).
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Con respecto a la sal de calcio, Khaliq y col (2015) aplicaron CaCl2 en mango
observando que la fruta mostraba diferencia significativa con respecto al control y al
resto de los tratamientos (Goma arabiga y Calcio en combinacion con goma arabiga)
manteniendo los valores de luminosidad en el fruto sometido a temperaturas bajas (6
+ 1 °C) y posteriormente expuesto a temperatura ambiente (dia 28+5), lo cual
coincide con lo observado en este trabajo.

b. Parametro a*

En la Figura 10A se puede observar un incremento gradual en el parametro a*
durante el almacenamiento a 5 °C para los diferentes tratamientos, siendo mayor el
cambio para los frutos Control que iniciaron con -17 para terminar en -4. Los frutos
tratados con TH, Ca y TH-Ca no mostraron diferencias significativas entre ellos a lo
largo del almacenamiento, con excepcion del dia 30 donde TH mostré el menor valor
de a* en cascara, lo cual pudo deberse a que un retrasé en la maduracion del fruto.
Estos resultados sugieren que los tratamientos aplicados retrasaron la maduracion y
aparicion de sintomas de dafo por frio en mango durante su almacenamiento a 5 °C,
favoreciendo una mayor retencion del color verde en la cascara; mientras que el
aumento en la fruta Control se puede asociar con la severidad del DF. La retencion
del color verde fue reportada previamente en frutos de jujube como consecuencia de
la aplicacion de un TH (Promyou y col 2012). También, estudios previos en brécoli y
lechuga y mango, sugieren que los tratamientos hidrotérmicos reducen la pérdida de
la clorofila manteniendo el color verde en frutas y hortalizas (Dong y col 2004; Martin-

Diana y col 2005; Zhang y col 2012).
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Durante el periodo de maduracion todos los tratamientos presentaron un
incremento en el parametro a* en cascara debido a la degradacién del color verde
(Figura 10B). Al final del almacenamiento (30+7) el TH tuvo un aumento
considerable (-6.8) en el parametro a*, presentando diferencia significativa con
respecto a los tratamientos con sal de calcio (Ca y TH-Ca), los cuales propiciaron un
retraso en la maduracion del fruto. Lo que puede deberse a que el TH provocd un
incremento en la velocidad de respiracion debido al estrés aplicado al fruto previo a
su almacenamiento. Estos resultados coinciden con lo reportado por Chavez-
Sanchez y col (2013), quienes observaron que el tratamiento hidrotérmico (55 °C, 3,
6, 9 min) afectaba significativamente el color de la cascara en papaya. De igual
manera Yang y col (2009) reportaron que en tomate los frutos Control tuvieron los
valores mas bajos de este parametro, en comparacion con los altos niveles
presentados por el TH. Los autores adjudicaron este comportamiento a la pérdida
de clorofila y a la acumulacién de pigmento amarillo como resultado del proceso
fisiolégico de maduracién, ya que se observé un menor contenido de clorofila en los
frutos a los cuales se les aplico un TH.

c. Parametro b*

En la Figura 11 se presentan los resultados obtenidos para el parametro b*
tanto a 5 como a 21 °C. Los frutos del tratamiento TH tuvieron incrementos de este
parametro a lo largo del almacenamiento, mostrando diferencia significativa sélo al
inicio del mismo con respecto al resto de los tratamientos (Figura 11A). Los
tratamientos Ca y TH-Ca no presentaron cambios ni diferencias significativas con

respecto al resto de los tratamientos durante el almacenamiento mientras que el
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Control mostré6 un descenso constante en sus niveles del parametro b*,
presentando diferencia significativa (P<0.05) el dia 30 con el resto de los
tratamientos. Estos resultados sugieren que los diferentes tratamientos aplicados a
los frutos lograron preservar el color en la cascara del mango, ya que retrasaron la
aparicion de algunos sintomas de dafio por frio. En el mismo sentido, Djioua y col
(2009) reportaron que el TH tuvo un valor mayor en el parametro b* al compararlo
con el control; indicando el cambio a un color amarillo de la cascara de mango, lo
que sugiere que este tratamiento fue capaz de mantener el color en los frutos, al
mismo tiempo que se obtuvo un menor oscurecimiento comparado con los otros

tratamientos.

En los frutos expuestos durante siete dias a temperatura ambiente posterior al
DF (Figura 11B), los tratamientos mostraron un descenso constante en el parametro
b*, sin presentar diferencia significativa (P<0.05) entre ellos, a excepcién del TH que
en el dia 30+7 sufrio un incremento. Ya que este tratamiento provocé una
maduraciéon acelerada en el fruto lo cual indica la efectividad del mismo, lo que nos
indica que el resto de los tratamientos no tuvieron efectividad en este parametro, ya
que no presentaron diferencia significativa respecto al control. Los resultados
obtenidos indican que no hubo un cambio de coloracion normal para los tratamientos
a excepcion del TH, lo cual seria debido al dafio por frio que afecto a los frutos,
resultados similares fueron previamente reportados por Paull (1990) en frutos
tropicales, quien observo un incremento de este valor en los frutos a los cuales se les

aplico el TH en comparaciéon con el control. Estos resultados también fueron
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obtenidos por Segarra-Carmona y col (1990) en frutos de mango, lo cual relacionaron

con una coloracion mas amarilla en la cascara de los frutos.

2. Colorinterno

a. Luminosidad

Los valores de luminosidad en la pulpa de mango se mantuvieron casi
constantes a partir del dia 10 de almacenamiento a 5 °C en los tratamientos Ca y TH-
Ca (Figura 12A) presentando diferencia significativa (P<0.05) con respecto a TH y al
Control que resultaron con pérdidas ligeras durante los 30 dias de almacenamiento.
El tratamiento de la combinacion mantuvo la luminosidad del fruto a lo largo del
almacenamiento con un valor constante de 81, que resulté ser el mas alto. Al final del
almacenamiento se presentd la mayor reduccion de L especialmente en los

tratamientos Control y Ca (2.02 y 1.93 respectivamente).

La retencion en los niveles de luminosidad podria deberse a la aparicién de
colores amarillo-anaranjado en la pulpa del mango (Dea y col 2010). Las diferencias
que se mostraron entre los tratamientos con calcio (Ca y TH-Ca) comparados con el
Control podrian deberse a un retraso en la activacion del sistema metabdlico que
inicia la sintesis de carotenoides (Mahmud y col 2008). Existen reportes que
mencionan que formulas con calcio podrian retrasar la pérdida de luminosidad
debido a que limitan el rompimiento celular y membranal (Toivonen and Brummell
2008) y consecuentemente reducen la liberacion de la enzima PPO y sus sustratos,
favoreciendo asi la preservacion del color en la pulpa del fruto (Pérez-Cabrera y col

2011).
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Al igual que en nuestro trabajo, Dea y col (2010) observaron que en mango
minimamente procesado la luminosidad disminuyé durante el almacenamiento a 5
°C, lo cual fue indicador de oscurecimiento en la pulpa. También, en el estudio
realizado por Ngamchuachit y col (2014) en pulpa de mango se observé que a mayor
concentracion de sal de calcio (lactato de calcio y cloruro de calcio), mayores eran
los valores de L. Estos resultados revelan la presencia de un color mas claro en la
pulpa del fruto, por lo que las sales de calcio aplicadas como parte de los
tratamientos estarian proporcionando estabilidad a la pared celular y por lo tanto
manteniendo su integridad, disminuyendo asi el contacto enzima-sustrato. Al igual
que en nuestro trabajo, Aguayo y col (2015) observaron que la aplicacion del
tratamiento hidrotérmico provocaba una ligera reduccién en los valores de L en frutos

de manzana minimamente procesada.

Durante el almacenamiento por 7 dias en maduracion (21 °C) (Figura 12B) se
presentaron niveles menores de luminosidad en comparacion con los obtenidos a 5
°C; por lo que la transferencia a temperaturas superiores generd una rapida
degradacion del brillo en la pulpa de mango. De igual forma, los frutos que fueron
tratados con sales de calcio (Ca y TH-Ca) tuvieron un comportamiento muy similar
entre ellos, sin presentar diferencias estadisticas durante el almacenamiento,
presentando mayor retencion de este parametro y mostrando diferencia significativa
respecto al Control en el dia 20+7. Los frutos del control y el TH presentaron
menores niveles de luminosidad con respecto al resto de los tratamientos y no
presentaron diferencia significativa (P>0.05) entre ellos, porque se puede concluir

que el TH no tuvo ningun efecto en los frutos de mango que fueron almacenados a
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temperaturas bajas con una posterior exposicion a temperatura ambiente, contrario a
los tratamientos con calcio. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Suntharalingam y col (1996) quienes reportaron que el desarrollo de color en frutos
de mango fue retrasado significativamente usando tratamientos con cloruro de calcio,
comparado con el control, tanto en temperatura ambiente como en temperaturas
bajas, lo cual se pudo deber a que se retuvo la integridad de la pared celular debido

a la adicion del calcio.

b. Parametro b*

El parametro b* es utilizado para la estimacion de cambios en la intensidad del color
amarillo durante el almacenamiento de los frutos (Gonzalez-Aguilar y col 2005). Los
resultados de la evaluacion de este parametro en la pulpa de mango cv. Keitt durante
el almacenamiento a 5 y 21 °C se muestran en la Figura 13. Se puede observar
que los frutos tratados con Ca y TH-Ca y almacenados a temperatura de dafio por
frio (5 °C) presentaron la menor pérdida de coloracion amarilla, obteniendo los
valores mas bajos, asi como un comportamiento muy similar entre ellos (Figura
13A). De forma contraria, el TH presenté los mayores niveles obteniendo el valor
mas alto (72) en el dia 30 seguido por el Control (68), resultado de un ascenso
constante de ambos a lo largo del estudio. Todos los tratamientos fueron

significativamente diferentes entre ellos en el ultimo dia de almacenamiento a 5 °C.

Estos resultados sugieren que la aplicacion individual o combinada de calcio
logra preservar el color amarillo durante un mayor tiempo en la pulpa de los frutos de

mango. Esto coincide con lo observado por Petit-dJiménez y col (2004) quienes
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reportaron menor desarrollo de color en los frutos de mango que recibieron
tratamientos con calcio en comparacion con los frutos control; asi también, otros
resultados reportan que la aplicacion de calcio retrasa el desarrollo del color tanto en
la cascara como en la pulpa de frutos de limén (Tsantili y col 2002). Esto podria
deberse a que este tratamiento provocd una retencion de la integridad de la

membrana de los plastidos previniendo la pérdida del color (Whitaker y col 1997).

Nuestros resultados también coinciden con los obtenidos por McCullum y col
(1993), donde el parametro b* de la pulpa de mango fue influenciado
significativamente por el tratamiento hidrotérmico, aumentando para todos los
tratamientos, en especial para el TH que presentd la mayor sintesis de carotenoides

en los frutos, lo cual podria ser indicador de una maduracion acelerada.

En la Figura 13B se presentan los resultados obtenidos para el parametro b*
en pulpa de frutos que fueron almacenados a temperatura baja (5 °C) y
posteriormente expuestos 7 dias a temperatura ambiente (21 °C). En la misma se
observa que al inicio del almacenamiento todos los frutos presentaron valores
similares (cercanos a 60), sin embargo a partir del dia 10+7 se observd una clara
separacién en cuanto al comportamiento de los tratamientos Ca y TH-Ca con
respecto al TH y al Control, siendo estos ultimos los que presentaron un aumento en
este parametro a partir de este dia. Por su parte, los tratamientos Ca y TH-Ca
presentaron un descenso constante en sus valores para presentar diferencia

significativa con respecto al Control y TH en los dias 10+7 y 30+7.

Los resultados anteriormente descritos coinciden con los reportados por
Phakawatmongkol y col (2004) quienes observaron pérdida de color en algunos
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mangos expuestos a temperatura ambiente (21 °C) con almacenamiento previo a
temperaturas bajas, lo cual podria explicar los valores menores de este parametro en
la Figura 9B, en comparacion con los valores obtenidos para los frutos que sélo

fueron almacenados a temperatura baja.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por McCullum y col (1993)
quienes observaron una ligera reduccion en los valores del parametro b* en aquellos
frutos tratados hidrotérmicamente en comparacion con los frutos control lo que
relacionaron con una menor presencia de sintomas de dafo por frio. De forma
contraria los resultados obtenidos por los tratamientos con calcio muestran que al ser
colocados a temperatura ambiente, no se ve afectado el desarrollo del color en los

frutos, manteniéndose un color amarillo tenue que es comun en esta variedad.
3. indice de Oscurecimiento (10)

Se ha observado que los frutos de mango expuestos a temperaturas por
debajo de 12 °C muestran oscurecimiento en la pulpa y que la intensidad varia con la
sensibilidad del fruto a las temperaturas bajas y con el dafio provocado en el tejido

(Chongchatuporn y col 2013).

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos del indice de
oscurecimiento en la pulpa de mango durante el almacenamiento a 5y 21 °C. Al ser
los frutos almacenados a temperaturas de dafo por frio se pudo observar un
incremento en el indice de oscurecimiento para todos los tratamientos conforme
transcurrieron los dias (Figura 14A). TH y TH-Ca (1) presentaron diferencia

significativa con respecto al Control (1.6) al dia 10. El resto del almacenamiento
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todos los tratamientos presentaron un incremento en el 10 sin presentarse diferencia
estadistica entre ellos Este aumento es consecuencia de un incremento en la
actividad de la enzima polifenoloxidasa (PPO), que en presencia de oxigeno es
mediadora de la oxidacion de compuestos fendlicos, provocando un oscurecimiento
enzimatico debido a la formacion de quinonas que se convierten en melaninas (color

oscuro) (Martinez-Ferrer y col 2002).

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos previamente por Chidtragool y
col (2011), donde en el dia 9 de almacenamiento algunos frutos mostraron dafio por
frio, ya que presentaron zonas con coloracion grisacea las cuales incrementaron a
medida que avanzaron los dias de almacenamiento. Asi mismo coinciden con los
reportes obtenidos por Ma y col (2014) al aplicar un TH de 45 °C en frutos de kiwi,
logrando un menor oscurecimiento en la pulpa que el obtenido en los frutos control
almacenados a 0 °C. Los autores también encontraron una reduccion significativa
en los sintomas de DF, lo que pudo deberse a la activacion temprana de enzimas
pécticas de la pared celular (PME, PG y B-Gal). También se observd una reduccion
en el IO comparado con el control en fresas (Abd-Elhady 2014), manzana (Varella y
col 2007), aguacate (Van Rensburg y Engelbrecht 1986) y pifa (Hewajulige y col
2003) tratados con calcio, encontrando ademas que entre mayor era la concentracion
de calcio menores eran los sintomas de oscurecimiento observados en la pulpa de
los frutos. En este sentido, las sales de calcio representan una alternativa para tratar
frutos susceptibles al oscurecimiento de la pulpa, ya que se ha mencionado que una
mayor presencia de calcio en la membrana mejora la capacidad de retencion de

agua de los frutos, debido a una mayor formacion de redes pécticas, retrasando de
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esta manera la aparicion de zonas oscuras en los frutos de mango (Khaliq y col

2015).

Cuando los frutos fueron transferidos a maduracion posterior al DF se observd
un mayor IO con respecto al almacenamiento previo (Figura 14B). La combinacion
TH-Ca present6 una reduccion en el 10 al dia 20+7 mostrando diferencia significativa
con el resto de los tratamientos. Al final del almacenamiento los frutos tratados con
Ca y TH-Ca mostraron un menor IO, presentando diferencia estadistica (P<0.05) con
respecto al Control. Dicho comportamiento pudo deberse a que algunas sales de
calcio funcionan como agentes anti-oscurecimiento, debido a que el calcio esta
involucrado en la regulacion de muchos aspectos del metabolismo, incluyendo la
integridad de la membrana y la permeabilidad selectiva de la célula, asi como el
ensamblaje de micro tubulos. Ademas, los iones de calcio ayudan a ligar las paredes
de las células vecinas y asi mantener las propiedades semi-permeables de la

membrana celular (Hewajulige y col 2003).

El incremento en el 10 durante el periodo de maduracion podria deberse a una
mayor actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), polifenoloxidasa
(PPO) y peroxidasa (POD), las cuales han sido relacionadas con el oscurecimiento
en los frutos (Chidtragool y col 2011; Aghdam y Bodbodak 2013). En particular, se ha
reportado que las enzimas PPO y POD son causantes de la oxidaciéon de
compuestos fendlicos, ya que tienen un efecto sinérgico en la formacién de
polimeros oscuros al interactuar con los compuestos fendlicos sintetizados por la

enzima PAL (Luo y col 2012).
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Los resultados del presente estudio coinciden con los obtenidos por
Chidtragool y col (2011) en frutos de mango almacenados a 4 °C, los cuales
mostraron un incremento en el oscurecimiento de la pulpa al ser transferidos a
temperaturas de 27-28 °C; de igual manera, estos autores mencionaron que debido
al oscurecimiento que se presentaba en el fruto su vida de almacenamiento y de
anaquel disminuian. También coinciden con los obtenidos por Phakawatmongkol y
col (2004) en mango y Ma y col (2014) en kiwi, quienes observaron mayor indice de

oscurecimiento en los frutos una vez expuestos a temperatura ambiente.

4. Firmeza

La maduracion del mango va acompanada de cambios de color y
ablandamiento (Khalig y col 2015). Los cambios en la firmeza se presentan debido a
las variaciones quimicas de algunos de los principales componentes de la pared

celular, como lo son pectinas, celulosa y hemicelulosa (Ruiz-Cruz 2002).

En la Figura 15A se muestran los valores de firmeza de los frutos de mango
durante el tiempo de almacenamiento a 5 °C, donde se observa que los factores
tratamiento y tiempo tuvieron efecto sobre la firmeza de los frutos. Al inicio del
almacenamiento los frutos de la combinacién TH-Ca presentaron una mayor firmeza
(98 N) comparada con el resto de los tratamientos (entre 73 y 82 N). Después de 10
y 20 dias a 5 °C, los frutos tratados con lactato de calcio mostraron los valores
mayores de firmeza (80 N en promedio), presentando junto con el tratamiento
combinacion, diferencia significativa con respecto al tratamiento Control al dia 20 (60
N). EI TH mostré un comportamiento similar (P>0.05) al Control a lo largo del
almacenamiento. Al final, todos los tratamientos presentaron una reduccion en la
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firmeza para terminar con valores similares (por debajo de 40 N). A lo largo del
almacenamiento el menor valor presentado fue obtenido por el tratamiento
hidrotérmico (26 N), es importante mencionar este punto, ya que de acuerdo con
Contreras-Martinez y col (2003) valores de firmeza por debajo de 20 N indican

pérdida de la calidad en frutos de mango cv. Keitt.

En este trabajo se observé que el tratamiento hidrotérmico por si solo no tuvo
ningun efecto en los frutos de mango cv. Keitt ya que no mostré diferencia
significativa respecto al Control, pero al ser combinado con lactato de calcio se
obtuvo una mejor retencion de la firmeza, lo cual podria estar relacionado con una
reduccion en la actividad de enzimas que se encargan de degradar la pared
celular, como lo son las enzimas pectilmetilesterasa (PME) y poligalacturonasa (PG)
(Silveira y col 2011). Estos resultados también se podrian relacionar con la
capacidad que presenta el calcio para la formacion de pectatos de calcio que
mantienen la estructura de la pared y membrana celular (Ayon-Reyna y col 2015).
Los iones de calcio podrian también mejorar la firmeza del mango mediante la union
con fosfolipidos y proteinas en la superficie de la membrana, contribuyendo asi a un
incremento en la integridad de la misma (Hirschi 2004). Asimismo, este efecto puede
deberse al entrecruzamiento de grupos carboxilos cargados negativamente en la
pectina desesterificada de la lamina media y pared celular con los iones de calcio en

las soluciones (Hasegawa 2006).

Lo observado en nuestro estudio concuerda con los reportes de Chavez-
Sanchez y col (2013) en frutos de papaya, quienes no encontraron diferencias

significativas en la firmeza de frutos a los que se les aplicaron TH en comparacion
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con el control. Por otra parte, Manganaris y col (2007) observaron que al aplicar
sales de calcio en frutos de durazno la firmeza se incrementaba en comparacién con
el control durante el almacenamiento. Asi mismo, en frutos de melén minimamente
procesados tratados con calor y sales de calcio y almacenados a 5 °C, se observo
una mayor retencion de la firmeza con respecto al control, lo que fue atribuido al

efecto sinérgico de los tratamientos (Silveira y col 2011).

Al transferir los frutos a 21 °C (Figura 15B) la firmeza se mantuvo en niveles
muy bajos a lo largo del almacenamiento para todos los tratamientos (por debajo de
15 N), siendo el tratamiento Ca el que presentd la mayor retencion de firmeza a lo
largo del estudio (en promedio 12 N), mostrando diferencia significativa (P<0.05) con
el TH los dias 20+7 y 30+7. Este ultimo mostré una reduccion significativa de la
firmeza obteniendo diferencia significativa con el resto de los tratamientos al dia
30+7. En estos resultados se observa una clara diferencia entre los frutos expuestos
a temperaturas bajas y aquellos a los cuales se les expuso a un periodo de
maduracion, lo que se podria atribuir a la manifestacion de sintomas de dafo por frio
causado por la exposiciéon del fruto a temperaturas bajas y expuesto posteriormente
a temperatura ambiente, ya que la respuesta primaria a temperaturas de dafio por
frio incluye una disminucién en la fluidez de los microdominios de la membrana
celular, asi como dafo a las proteinas criticas de la membrana, lo que genera un
incremento en la rigidez de la misma, y resulta en un ablandamiento del tejido (Dea y
col 2010). De igual manera el TH mostré la mayor disminucion en sus valores de

firmeza, lo cual se ha reportado es una de las desventajas en cuanto a la aplicacién
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de este tratamiento en los frutos de mango, lo que ademas permitié una maduracion

regular del fruto (McCollum y col 1993).

5. Sélidos Solubles Totales (°Brix)

Los sdlidos solubles totales (SST) son producto de la hidrolisis del almidén, el
cual refleja el suministro de hidratos de carbono en la fruta (Burdon y col 2013).
También, son importantes reguladores osmoticos en las células de las plantas
cuando se encuentran en concentraciones altas, mantienen la solubilidad intracelular
y un punto de congelacién reducido, lo cual resulta en resistencia al dafo por frio (Ma

y col 2014; Zhang y col 2017).

El contenido de sélidos solubles totales mostré un comportamiento muy similar
durante los primeros 20 dias de almacenamiento a 5 °C para todos los tratamientos
sin mostrar diferencias entre ellos (Figura 16A), teniendo un incremento en el dia 10
seguido por una disminucion en el dia 20, presentando valores en un rango de 7.2 a
13.2 °Brix al inicio y al final del almacenamiento, respectivamente. Los tratamientos a
los cuales se les aplicé una sal de calcio presentaron diferencia significativa (P<0.05)
con respecto al resto de los tratamientos en el dia 30, mas no asi entre ellos; lo cual
coincide con los resultados obtenidos en los parametros de firmeza e indice de dafo
por frio, en los que se registraron los mejores valores para estos tratamientos. El
tratamiento Control obtuvo los niveles menores de SST (8.6 °Brix) seguido por TH

(11 °Brix).

Los SST incrementaron ligeramente durante el almacenamiento, indicando que

el fruto continué con su actividad metabdlica, convirtiendo el almidén residual en
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punto representa la media de 9 repeticiones. Las barras verticales indican LSD
(a=0.05).

azucares (Dea y col 2010); con excepciéon del Control en donde la maduracion de los
frutos se pudo ver afectada debido al dano por frio sufrido durante el
almacenamiento a temperaturas bajas. En cuanto al incremento que se presento al
final del almacenamiento en los tratamientos con calcio, Rathore y col (2007)
concluyeron que puede ser causado por la alteracion de la estructura de la pared
celular y el rompimiento de hidratos de carbono complejos; mientras que Ruiz
y Guadarrama (1992) mencionaron que este fendmeno podria también presentarse a
expensas del contenido de almidén en el fruto. Aunque en un estudio realizado por
Martinez-Ferrer y col (2002) en mango, estos autores relacionaron el aumento con el
hecho de que el almidon no seria necesariamente la fuente principal de los azucares
recientemente formados. Aun asi, en el presente estudio se observd que los frutos
con mayor indice de dafo por frio (control) presentaron una disminucion en los
niveles de SST al final del almacenamiento comparados con los frutos tratados con

calcio.

Los resultados de SST (Figura 16A) coinciden con el valor medio obtenido por
Carrera y col (2009) en frutos de mango (12.7 °Brix), asi como con lo reportado por
De Souza y col (2006) quienes observaron que el contenido de SST se mantuvo sin
cambios a lo largo del almacenamiento de mango a 3 °C, tal y como se observé en el
presente trabajo hasta el dia 20, teniendo una media de 13.2 °Brix por tratamiento.
También coinciden con los resultados obtenidos por Leon y col (2000) y Donadon y

col (2004) en mango minimamente procesado. En mangos “Julie” y “Graham”
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almacenados a temperaturas de 5 6 10 °C se observo un ligero incremento en el
contenido de SST (Allong y col 2001), mientras que en mango almacenado a 8 °C
por 14 dias no se observaron cambios (Rattanapanone y col 2001; Gil y col 2006;

Gonzalez-Aguilar y col 2007).

En frutos de pitahaya y meldn se observd que aquellos que estuvieron
expuestos durante tiempos prolongados al tratamiento con calcio tuvieron niveles
mas elevados de SST, asi como rangos de respiracion menores comparados con los
frutos control, por lo tanto la utilizacion de azucares para la respiraciéon pudo haber
sido reducida, manteniendo asi sus niveles de SST, disminuyendo la velocidad de

maduracién (Lamikanra y Watson 2004; Chuni y col 2010).

En los frutos de mango almacenados a temperatura baja + 7 dias a
temperatura ambiente (21 °C), se observd que en los primeros 20 dias de
almacenamiento todos los tratamientos tuvieron valores similares en el contenido de
SST, mientras que al dia 30 solo el tratamiento TH-Ca sufrié una disminucion (Figura
16B). Los tratamientos Control y Ca tuvieron un incremento constante a lo largo del
almacenamiento, mientras que el TH mostré6 un marcado aumento presentando
diferencia significativa con respecto al resto de los tratamientos al final del

almacenamiento.

Con respecto al tratamiento TH-Ca, se reflejo el efecto que tuvo el tiempo de
almacenamiento, observandose valores mas bajos a medida que se incrementaban
los dias de almacenamiento. Un efecto similar se puede observar en los valores de

firmeza, en donde este tratamiento logr6 mantener niveles estables, debido a un
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retraso en la maduracién que podria estar relacionada con un dafo a la membrana

por la exposicidén a temperaturas bajas (Meza y Manzano 1998).

El comportamiento antes descrito por el TH podria deberse a una menor
velocidad en la respiracion del fruto y por lo tanto, menor utilizacion de azucares para
llevar a cabo este proceso, ademas de que este incremento podria relacionarse con
el aumento de la solubilidad de la pectina en la pared celular debido a la accion de
enzimas pécticas (Figueira-Correa y col 2008). Romero-Gomezcafia y col (2006)
observaron que los niveles de SST tendieron a disminuir en frutos de mango “Haden”
conforme la concentracion de Ca incrementaba, lo que demuestra que hubo un
efecto del Ca sobre el retraso en la maduracion, lo cual puede relacionarse con una
disminucién en el metabolismo del fruto y con una mayor retencién en la integridad
de la pared celular, ya que se presenté una mayor firmeza y menor conversion de
almidén, asi como una liberacién de azucares simples. En nuestro estudio, los
resultados obtenidos en el periodo de maduracién asi como los resultados
observados en el tratamiento con calcio, coinciden con lo reportado por Petit-Jiménez
y col (2004) y Freire y Chitarra (1999) en mango. De manera contraria, Paull y Chen
(2000) no encontraron diferencias significativas entre la aplicacion de tratamiento

hidrotérmico y los frutos control en mango, uva, naranja y tomate.

6. pH

La pulpa de mango presentd un incremento significativo en el pH a lo largo del
almacenamiento a 5 °C (Figura 17A). Los valores observados en el cultivar “Keitt” se
mantuvieron en un rango de 3.7 a 4.0 y so6lo el TH presentd diferencia significativa

con respecto al Control al final del almacenamiento (dia 30) obteniendo los valores
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mas bajos (3.7). Este comportamiento pudo deberse a una afectacion en el

metabolismo de la fruta, provocada por la aplicacion de calor, lo cual gener6 una
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Figura 17. Cambios en los valores de pH durante el almacenamiento de mango cv.

Keitt almacenado a 5 °C (A) mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C (B).
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Cada punto representa la media de 12 repeticiones. Las barras verticales indican

LSD (a=0.05).

alteracion en la maduracion del fruto de mango, mismo que ya se habia reportado
para guayaba (Castellano y col 2004). Sin considerar el TH, algunos autores ya han
indicado que no hay cambios significativos en el pH de mango durante su
almacenamiento a temperaturas bajas (Paull and Chen 2000; Gil y col 2006). Mismo
caso para papaya, como lo reportaron Chavez-Sanchez y col (2013) quienes no
observaron diferencia significativa con respecto al tratamiento control en los primeros

20 dias de almacenamiento.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Ayén-Reyna y col (2015)
en papaya tratada con TH-CaClz y almacenada a 5 °C. Los autores observaron que
la combinacion presentaba un comportamiento similar al control, indicando que el pH

no era afectado por el tratamiento pero si lo era por el tiempo de almacenamiento.

También, Dea y col (2010) observaron que, en general, el tiempo de
almacenamiento tuvo un efecto sobre los valores de pH, aunque dichos cambios
fueron pequefos (<0.2 unidades). En el caso de mango, Gonzalez-Aguilar y col
(2007) no encontraron cambios significativos en el comportamiento del pH durante el

almacenamiento del fruto.

En la Figura 17B se presenta el pH de los frutos sometidos a temperaturas de
maduracion una vez retirados del almacenamiento a temperaturas bajas. Durante los

primeros 10+7 dias los resultados se mantuvieron sin cambios considerables para
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incrementar al dia 20+7 en todos los tratamientos. Este incremento resulté mayor al
dia 30+7 especialmente para los frutos con TH que mostraron diferencia significativa
con respecto al resto de los tratamientos obteniendo un pH de 4.5. El
comportamiento general de los valores de pH puede relacionarse con el metabolismo
del fruto ya que durante la respiracién se producen acidos organicos por medio del
ciclo de Krebs que son utilizados en diversos procesos bioquimicos como sustratos,

debido a esto se presenta un aumento de pH (Martinez-Ferrer y col 2002).

Resultados similares a los presentes fueron reportados por Martinez-Ferrer y
col (2002) en el tratamiento control, ya que en la investigacion que ellos realizaron
tanto los frutos de mango presentaron los mismos patrones en cuanto a cambios de
pH se refiere. Debido a este comportamiento, en investigaciones previas se ha
sugerido que un parametro bioquimico como el pH no puede ser utilizado como
indicador de calidad ya que no cambia significativamente con el tiempo de

almacenamiento (Lamikanra y Richard 2002; Dea y col 2010).

7. Acidez Titulable (AT)

Los principales acidos organicos en mango son citrico, malico y tartarico. Es
importante mencionar que a medida que un fruto madura, la acidez disminuye y el
contenido de azucar incrementa; por lo tanto, un contenido relativamente alto de
azucar y bajo en acidez indican que el fruto ha madurado de manera correcta (Jay

1996).

Los valores iniciales de AT oscilaron entre 0.45%-0.68% sin mostrar

diferencias significativas. Se observdé un comportamiento similar en todos los
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tratamientos a partir del dia 10 de almacenamiento a 5 °C (Figura 18A), con
excepcién del tratamiento Control en el dia 30, el cual disminuy6 hasta 0.4%, valor
que resultd significativamente diferente de los demas tratamientos. Esto podria

deberse a que el contenido de acidos en los frutos frescos usualmente disminuye
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Figura 18. Cambios en el porcentaje de acido citrico durante el almacenamiento de
mango cv. Keitt almacenado a 5 °C (A) mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21
°C (B). Cada punto representa la media de 9 repeticiones. Las barras verticales

indican LSD (a=0.05).

debido a la utilizacién de acidos organicos durante la respiracion y al metabolismo
del fruto (Martinez-Ferrer y col 2002). Durante la respiracién los acidos organicos son
usados como sustratos para reacciones enzimaticas que resultan en la reduccion de
los mismos y de la acidez titulable (Martinez-Ferrer y col 2002; Yaman and
Bayoindirli 2002; Khaliq y col 2015). Por lo tanto los niveles mas elevados de AT en
los tratamientos TH, Ca y TH-Ca podrian deberse a un retraso en la maduracién por
parte de estos tratamientos. Asi como una modificacion en el metabolismo de los

frutos control debido al dafio por frio presentado.

Los resultados obtenidos en el tratamiento Control fueron también registrados
por Dea y col (2010) en mango entero y minimamente procesado, asi como por
Castellano y col (2004), Hernandez-Mufioz y col (2008) y Pérez y col (1997),
quienesobservaron que la AT disminuy6é a medida que se incremento el tiempo de

almacenamiento en guayaba, fresa y pifia, respectivamente.

En la Figura 18B se presentan los resultados de la AT con respecto al periodo
de maduracion donde se observa que el tratamiento Control en el primer dia de
evaluacion mostré una diferencia significativa, siendo mayor que el resto de los
tratamientos. Los frutos sometidos a Ca y TH-Ca presentaron un comportamiento

muy similar entre ellos aumentando el dia 10+7 para disminuir el dia 20+7 y
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aumentar de nuevo el dia 30+7; observandose que la combinacion presentd un
aumento de 0.21%. Por su parte, el TH fue el tratamiento que resulté con valores
menores al final del almacenamiento (0.24%), presentando diferencias significativas
con respecto a los tratamientos Ca y TH-Ca. El aumento observado en los
tratamientos con calcio al final de la maduracion podria deberse a una reduccion del
metabolismo primario, ya que no se llevo a cabo la degradacion de acidos organicos
en grandes cantidades, manteniéndose los niveles de acidez titulable (Leyva-Lopez y
col 2011). Es importante mencionar que en este trabajo en el dia 0+7 los frutos
tratados y sometidos a temperaturas bajas mas un periodo a temperatura ambiente
presentaron los menores niveles de AT, este comportamiento podria ser atribuido a

que se presenté una maduracioén regular en los frutos (Dea y col 2010).

Nuestros resultados al final del almacenamiento en el tratamiento hidrotérmico
coinciden con lo reportado por Paull y Chen (2000) donde la AT fue reducida
mediante la aplicacién de un tratamiento con calor en nectarinas y fresas. Asimismo,
Dea y col (2010) reportaron que el tratamiento hidrotérmico afecto significativamente
la AT en mango. Asi mismo, los resultados obtenidos en este trabajo con respecto a
la sal de calcio discrepan de los presentados por Freire y Chitarra (1999), quienes
sefalan que la aplicacion de calcio en frutos de mango cv. Tommy Atkins, no

afectaron la AT durante el periodo de almacenamiento.

D. ANALISIS ENZIMATICO

La forma en que se modifican los diversos componentes de los hidratos de
carbono de la pared celular sugiere que hay mecanismos sutiles de regulacién a nivel

de concentracion enzimatica, el tipo de isoformas enzimaticas presentes y el
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momento de aparicion de las diferentes isoformas puede ser importante en la
orquestaciéon del desmontaje de la pared y el ablandamiento de la fruta (Kitagawa y
col 1995; Ali y col 1998; Smith y col 2000). Ademas de las enzimas que funcionan
como catalizadores para las modificaciones de la pared celular, las diferencias en la
arquitectura de las paredes primarias entre los frutos pueden contribuir a la variacion

presente en su tasa de ablandamiento (Cosgrove y col 2001).
1 Pectinmetilesterasa (PME)

En la Figura 19A se presentan los resultados obtenidos en cuanto a la actividad de
la enzima pectinmetilesterasa (PME) en frutos de mango cv. “Keitt” almacenados a
temperatura de dafo por frio (5 °C). En esta figura se observa una disminucién
constante en la actividad de esta enzima para todos los tratamientos durante el
almacenamiento, siendo los frutos con tratamiento hidrotérmico (TH y TH-Ca) los
que presentaron mayor actividad (3.5 y 3.1 respectivamente), mostrando ambos
tratamientos diferencia estadistica con respecto al control a partir del dia 10 y hasta
el final del almacenamiento (dia 30) (TH, 2.5; Ca, 2; TH-Ca, 2.3). Contrario a estos
resultados, el tratamiento Ca presenté la menor actividad de PME (1.95) y
permanecio constante a lo largo del estudio. Una menor actividad de PME puede
estar asociada al estrés por frio provocado en el fruto de mango por el
almacenamiento, ya que las temperaturas bajas contribuyen a incrementar el
contenido de pectinas solubles en acido 1,2-ciclohexilendinitrilotetraacético (CDTA)

(Ketsa y col 1999).

A pesar de que la enzima PME participa en el proceso de ablandamiento de

los frutos mediante la hidrdlisis de grupos metilester de la pectina de la pared celular,
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este proceso no siempre es negativo ya que en la presencia de cationes como el

Ca?*, los grupos carboxilos libres producidos pueden formar puentes permitiendo la

fortificacion de la pared celular (Silveiray col 2011). Dicho proceso se incrementa
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Figura 19. Actividad de la enzima pectinmetilesterasa (PME) en frutos de mango cv.
Keitt almacenados a 5 °C (A) mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C (B).
Cada punto representa la media de 6 repeticiones. Las barras verticales indican LSD

(a=0.05).

cuando los frutos son sometidos a temperaturas altas previas a la aplicacion de sales
de calcio, ya que se lleva a cabo la activacion de esta enzima, generando asi acidos
pécticos libres que contienen nuevos grupos carboxilos disponibles; de esta manera
los iones tanto endégenos como exdgenos de Ca?* se unen a estos grupos dando
como resultado una estabilizacion de la pared celular y el mantenimiento de la
firmeza de la pulpa (Ni y col 2005). Por lo tanto, la combinacion de estos tratamientos
pudo haber retrasado la modificacion de la pared celular retrasando la pérdida de

firmeza, como se observo previamente en la Figura 19.

Beirdo y col (2008) reportaron que la aplicacion de calor y una solucion de
calcio en frutos de kiwi provocaron una mayor actividad de PME, lo que atribuyeron a
que el calor permite la activacidon de la enzima, mientras que la sal de calcio regula
su actividad. Asimismo, Ortiz y col (2011) observaron que el tratamiento con calcio
aplicado en frutos de manzana no aumentaba la actividad de la enzima PME en
comparacién con el testigo, lo cual relacionaron con una menor produccion de etileno
y una mayor preservacion de la lamina media, resultados que también coinciden con
lo reportado por Chavez-Sanchez y col (2013) y con lo registrado en esta

investigacion.

Cuando los frutos fueron transferidos por 7 dias a 21 C (Figura 19B), de
manera general todos los tratamientos presentaron una disminucién en la actividad
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de PME conforme transcurrieron los dias de almacenamiento. Al dia inicial (0+7) el
tratamiento TH-Ca presentd la mayor actividad (3.5) mostrando diferencia
significativa (P<0.05) con respecto al resto de los tratamientos. Al dia 20+7, ambos
tratamientos con calcio (Ca y TH-Ca) mostraron un comportamiento similar con
diferencia estadistica con respecto al Control. Al final del almacenamiento los
tratamientos Control y TH continuaron reduciendo la actividad de PME mostrando el

Control diferencia significativa con Ca y TH-Ca que incrementaron ligeramente.

Una mayor actividad de la enzima PME durante la maduracion esta
relacionada con un incremento en la produccion de etileno y senescencia del fruto ya
que facilita la desmetilacion y degradacion de la pared celular y la lamina media
(Brummell y col 2001; Owino y col 2005). Al igual que en el presente estudio, Zhang
y col (2012) mencionaron que la actividad de PME fue ligeramente mayor cuando los
frutos de mango fueron almacenados a temperatura de dafio por frio, manteniendo
valores constantes hasta el momento de ser expuestos a temperatura ambiente (20
°C), aunque este comportamiento dependia del cultivar. La mayor actividad de PME
obtenida por TH-Ca al inicio del almacenamiento puede deberse a que la aplicacion
del TH provoco una mayor actividad de la enzima, y la desmetilacion de residuos del
acido galacturénico pudo promover la formacion de enlaces cruzados de pectina
mediados por calcio, asi como a un incremento en los sitios de unién para el calcio
en la red de pectinas, debido a la adicion de este tratamiento en combinacioén con el
TH, lo que pudo contribuir a una mayor integridad de la pared celular y al incremento

de la rigidez del tejido (MacDougall y col 1995; Guillemin y col 2008; Jarvis 2009).
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La reduccién en la actividad de PME durante la maduraciéon en mangos “Keitt”
observada en este estudio concuerda con los resultados reportados por Manganaris
y col (2007), ya que la actividad disminuyd durante la maduracion de durazno
después de ser removido de las temperaturas bajas, presentando el valor mas bajo
después de 4 semanas a 5 'C mas 5 dias a 20 °C; de igual manera esta enzima
presentd diferencias significativas entre los frutos tratados con calcio y los frutos
control después de 4 semanas de almacenamiento. Zhang y col (2012) y Ali y col
(2004) reportaron resultados similares en frutos de mango observando una menor
actividad de PME para los tratamientos control y TH durante su exposicion a

temperatura ambiente.
2 Poligalacturonasa (PG)

La enzima poligalacturonasa presentd valores muy variados a lo largo del estudio en
los frutos almacenados a 5 °C, como se puede apreciar en la Figura 20A. Al inicio
del almacenamiento se obtuvieron actividades enzimaticas en un rango de 14 a 32
U de PG/g F.F., mostrando el Control y TH-Ca la mayor y menor actividad,
respectivamente. Después de 10 dias de almacenamiento, los frutos que recibieron
tratamiento manifestaron menor actividad de PG con respecto al Control,
manteniendo TH-Ca el valor mas bajo (14 U de PG/g F.F.). Sin embargo, al
transcurrir 20 dias los frutos que se sometieron a un tratamiento hidrotérmico (TH y
TH-Ca) presentaron un incremento significativo en la actividad de PG, manteniendo
TH-Ca diferencias con el Control y con Ca. Al final del almacenamiento, el
tratamiento Control presenté un incremento significativo, obteniendo la mayor

actividad de PG (46 U de PG/g F.F.) mientras que Ca permaneci6 constante (30 U de
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PG/g F.F.) y TH y TH-Ca disminuyeron (13 y 21 U de PG/g F.F. respectivamente), lo

cual puede ser efecto del TH que inhibe la actividad de dicha enzima.

Al respecto, Lazan y col (1989) reportaron que la actividad de PG se vi6

suprimida con la aplicacion del tratamiento hidrotérmico (48 °C por 20 min), siendo
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mayor este efecto conforme el tejido del mesocarpio se acercaba al centro del fruto.
Una retencién en la actividad de PG para los frutos de mango tratados con Ca podria
estar indicando que la enzima redujo la degradacion de la pared celular en un grado
mayor, coincidiendo dicho comportamiento con los valores obtenidos previamente en
el parametro de firmeza, donde se puede observar que en general la aplicacion de
calcio presentd la mayor retencion de la misma. Esto ultimo podria deberse a que la
adicién de las soluciones de calcio provocan que los iones de Ca?* se adhieran a los
grupos carboxilos (COO") de las pectinas de los frutos con los cuales forman puentes
con enlaces entrecruzados, lo cual favorece que la pared celular sea menos
accesible para que las enzimas tengan un efecto ablandador sobre ella. Debido a
que PG hidroliza regiones de homogalacturanos cuyos residuos de acidos urénicos
ya han sido previamente desmetilados por la enzima PME (de Assis y col 2001), las
pectinas son sintetizadas y depositadas en la pared celular esterificada; las cargas
negativas generadas por PME son necesarias para permitir la unién del calcio en la
pared celular y asi poder llevar a cabo un efecto mayor de firmeza en el fruto (Chuni

y col 2010).

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Chuni y col (2010), quienes
encontraron un aumento gradual en la actividad de PG durante el almacenamiento
de pitahaya a la cual se le aplicd previamente un tratamiento hidrotérmico. Estos
autores observaron que al aumentar las concentraciones de calcio, la actividad de
PG se disminuia. Por otra parte, nuestros resultados discrepan de los obtenidos por
Chan y col (1981) y Chavez-Sanchez y col (2013), ya que ellos no observaron

ninguna diferencia en la actividad de PG entre papaya tratada con TH y el control a lo
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largo de su estudio, adjudicando este comportamiento al estado de madurez del
fruto, ya que conforme avanzaba dicho estado era mayor la inhibicion en la actividad

de PG.

En la Figura 20B se muestran los resultados obtenidos para la actividad de
PG en frutos de mango almacenados a temperatura de dano por frio (5 °C) y
transferidos a temperatura ambiente (21 °C). Se puede observar como los frutos con
TH presentaron la mayor actividad de PG (28 U de PG/g F.F.) durante el primer dia
(0+7) de maduracién. El resto del tiempo este tratamiento presentd una reduccién en
la actividad manteniendo los valores mas bajos durante todo el almacenamiento. De
igual manera los frutos tratados con calcio tuvieron una disminucién constante en la
actividad de PG (desde 24 hasta 13 U de PG/g F.F.) a lo largo del estudio,
presentando diferencia significativa (P<0.05) con respecto al resto de los
tratamientos los dias 10+7 y 20+7. Por su parte, TH-Ca presentd una disminucion en
la actividad en el dia 10+7 (desde 23 hasta 14 U de PG/g F.F.), seguido por
incrementos ligeros hacia el dia 30+7 para cerrar en 19 U de PG/g F.F. El tratamiento
Control mostrd la mayor actividad de PG al dia 10+7 (22 U de PG/g F.F.) obteniendo
al final un valor por arriba de los frutos tratados pero por abajo del almacenamiento
previo (5 °C), debido posiblemente al grado de deterioracion del tejido como
consecuencia de la senescencia del fruto y al dafo causado debido al

almacenamiento a temperaturas bajar.

Es importante mencionar que durante el almacenamiento a temperaturas de
estrés por frio la actividad de esta enzima fue casi el doble con respecto al

almacenamiento a 21 °C, lo cual coincide con los bajos niveles de firmeza y SST
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obtenidos en este trabajo, lo cual podria deberse a la manifestacion de los sintomas
de dano por frio debido al periodo de maduracion al cual fue expuesto el fruto
posterior a ser almacenado a temperaturas bajas. Desde hace tiempo se ha
mencionado la hipotesis de que la enzima PG podria no ser un factor determinante
en la modificaciéon de la pared celular y el ablandamiento de frutos. Esto se
fundamenta en el sentido de que la pared celular es una estructura muy compleja por
lo que seria muy complicado que una enzima por si sola sea capaz de modificar

significativamente su estructura y causar ablandamiento en el fruto (Ali y col 2004).

El tratamiento Ca fue en este caso el que mantuvo los valores mas constantes
de PG, ya que mostro ligeros incrementos durante el almacenamiento a 5 °C. Esto
sugiere que el calcio posee una gran influencia en la fisiologia de la maduracién en
frutos frescos con un rol activo en las rutas metabdlicas que regulan la apariciéon de
los desoérdenes fisiologicos después de periodos de almacenamiento en

temperaturas bajas (Manganaris y col 2007).

Ketsa y col (1998) reportaron que algunos tratamientos térmicos aceleraron el
ablandamiento pero inhibieron el aumento de la actividad de PG en mangos “Nam
Dok Mai” durante el almacenamiento a temperatura ambiente. Estos autores
sugieren que el ablandamiento de los frutos de mango podria estar mas relacionado

con la actividad de otras enzimas pécticas que con la de PG en algunos cultivares.

3 PB-Galactosidasa (B-Gal)

La enzima [(-Gal presentdé un incremento en la actividad conforme

transcurrieron los dias de almacenamiento a 5 °C especialmente para los frutos
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Control y TH que resultaron con las mayores actividades (.9 y 1.5 U de B-Gal/g F.F.
respectivamente) durante los primeros 10 dias mostrando diferencia significativa con
Ca y TH-Ca que obtuvieron menores actividades (.11 y .10 U de B-Gal/g F.F.
respectivamente) (Figura 21A). El resto del almacenamiento el TH presenté un
incremento significativo en la actividad de PG, obteniendo incluso valores por arriba
del control y el resto de los frutos tratados que se mantuvieron con una minima
actividad al final del almacenamiento a 5 °C, y sin diferencia estadistica entre los

tratamientos Ca y TH-Ca.

El aumento en la actividad de B-Gal provocado por la aplicacién de TH, podria
deberse a que este tratamiento provocdé un incremento en los transcriptores de
algunos genes de hidrolasas de la pared celular, incluyendo B-Gal durante el
almacenamiento a temperatura de dafio por frio (Yimyong y col 2011). El incremento
de esta enzima esta asociado con el ablandamiento en el tejido de varios cultivares
de mango, como lo reportan Rahman y col (2011), quienes observaron este
comportamiento en dos cultivares de mango (“Fazli” y “Khirshapat”) almacenados a
temperaturas de -5, 4 y 25 £ 2 °C. Otros autores también reportan que la actividad de
B-Gal fue predominante en mangos “Harumanis” y que dicha actividad incrementaba
en paralelo con el ablandamiento del tejido de los frutos (Ali y col 1995). Es
importante mencionar que se ha reportado que el almacenamiento a temperaturas
bajas afecta la actividad de proteinas y enzimas de la pared celular, entre las cuales
se encuentra B-Gal, provocando una menor actividad de estas enzimas, sin llegar a

causar una inhibicién total (Rugkong y col 2010).
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Figura 21. Actividad de la enzima [B-galactosidasa (B-gal) en frutos de mango cv.
Keitt almacenados a 5°C (A) mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21°C (B).

Cada punto representa la media de 6 repeticiones. Las barras verticales indican LSD

(0=0.05).
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En cuanto al comportamiento obtenido por los frutos a los cuales se les aplico
la sal de calcio, nuestros resultados coinciden con los obtenidos en el parametro de
firmeza anteriormente descrito (Figura 21), donde se pueden observar valores
mayores de dicho parametro para los frutos a los cuales se les aplicé calcio; de la
misma manera, Ortiz y col (2011), reportan en su estudio que la aplicacién de calcio
redujo la actividad de B-Gal durante la primera semana de almacenamiento a
temperaturas bajas, y este comportamiento se mantuvo durante toda su evaluacion.
Ellos mencionan que la inhibicion parcial de la actividad de p-Gal en el fruto tratado
con calcio podria haber retrasado la division de ramificaciones unidas al esqueleto de
pectina y contribuido a la preservacion de la fraccion de pectina unida

covalentemente.

Los resultados obtenidos en frutos con TH coinciden con los reportados por
Yimyong y col (2011), quienes observaron este mismo comportamiento en mangos
cv. Okrong. Asimismo, Ketsa y col (1999) reportaron un aumento en la actividad de
esta enzima en mangos con dafio por frio, aunque dicho aumento fue menor que en
los frutos sin DF, lo cual podria deberse a que en los frutos que fueron sometidos a
DF hubo una reduccién en la despolimerizacion y solubilizacion de sustancias

pécticas (Taylor y col 1994).

En la Figura 21B se muestra la actividad de B-Gal en frutos de mango
almacenados a temperatura baja (5 °C) y posteriormente expuestos a temperatura de
21 °C. Se puede observar que todos los tratamientos tuvieron un incremento
constante a lo largo del almacenamiento, siendo TH el que tuvo la mayor actividad

desde el inicio (0.9 U de B-Gal/g F.F.) hasta el dia 30+7 (2.4 U de 3-Gal/g F.F.),
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mientras que Ca y TH-Ca resultaron con las menores actividades (0.3 y 0.2 U de B-
Gal/g F.F., respectivamente). Se observaron diferencias significativas entre TH vy el
resto de los tratamientos durante todo el almacenamiento, pero las mayores

diferencias se observaron a partir del dia 20+7 entre todos.

El aumento observado en la actividad de esta enzima durante la maduracion
concuerda con el comportamiento observado en la firmeza de los frutos expuestos a
21 °C, ya que presentaron niveles muy bajos de este parametro. Con respecto a
esto, se han reportado tres isoformas de B-Galactosidasa en algunos cultivares de
mango, las cuales fueron capaces de degradar sustrato enddégeno como
arabinogalactano, lo cual sugiere un rol de estas enzimas en la disolucion de la
pectina celular (Prasanna y col 2005). Por ello, p-Gal podria ser una enzima clave en
la modificacion de la pared celular y el ablandamiento de los frutos de mango durante

la maduracioén (Hossain y col 2014).

Hossain y col (2014) reportaron que a temperaturas de 4 °C la actividad de
esta enzima presento ligeros incrementos a partir del dia 4 de almacenamiento. Por
otro lado, una vez que los frutos fueron expuestos a temperaturas mas altas (30 + 1
°C), la actividad de B-Gal incrementé gradualmente llegando a ser hasta 4 veces
mayor que en los frutos almacenados a temperaturas bajas. Este fendmeno pudo ser
observado en el presente estudio, aunque la actividad de la enzima no alcanzé los
niveles antes mencionados, lo cual podria deberse a que el almacenamiento
posterior fue a temperatura ambiente (21 °C) y no temperaturas tan altas como las
usadas por los autores. Resultados similares fueron reportados por Ali y col (2004) y

Rahman y col (2011) en mango al observar un incremento constante de B-Gal
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acompanado de un ablandamiento del fruto. Asi mismo, estos cambios fueron
paralelos en cuanto a la actividad de la enzima respecto a los cambios observados
en la firmeza, lo cual fue reportado previamente por Roe y Bruemmer (1981) y Ali y

col (1995).

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Zhang y col (2012),
quienes observaron un mayor aumento en la actividad de p-Gal en los frutos a los
cuales se les aplico un TH y fueron almacenados a 20 °C, en comparaciéon con el
control. En contraste, lo obtenido en este estudio difiere con lo obtenido por Vicente y
col (2005) en fresa a la cual se le aplicé un TH y se almacen6 a 20 °C al observar
que este tratamiento mostré la menor actividad enzimatica en comparacién con el
control. Sozzi y col (1996) reportaron de igual manera que el estrés provocado por
altas temperaturas reducia la actividad de B-Gal en tomate. Aunque la actividad de
esta enzima asi como de otras de la pared celular se ve modificada dependiendo del

fruto e incluso del cultivar que se evalue.
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IX. CONCLUSIONES

La aplicacion individual del tratamiento hidrotérmico cuarentenario o su
combinacion con lactato de calcio es efectiva para reducir la sensibilidad al DF en

frutos de mango almacenados a 5 °C.

La combinacion TH-Ca favoreci6 una menor lixiviacion de elctrolitos y
peroxidaciéon de lipidos en frutos de mango almacenados a 5 °C mas un periodo

de maduracion a 21 °C.

El tratamiento combinacion (TH-Ca) resulto ser el mas efectivo para mantener los
parametros de calidad poscosecha (color, indice de oscurecimiento, firmeza,

SST, pH y AT) durante la maduracion de frutos de mango almacenados a 5 °C.

Los tratamientos TH y TH-Ca generaron los mejores resultados de las enzimas
degradadoras de pared celular PME y PG, durante el almacenamiento de los

frutos de mango a 5 °C mas un periodo de maduracion a 21 °C.

El tratamiento Ca y su combinacion (TH-Ca) favorecieron una menor actividad de
la enzima degradadora de pared celular 3-Gal de frutos de mango almacenados a

5 °C mas un periodo de maduracion a 21 °C.

Los resultados indicaron que el tratamiento hidrotérmico cuarentenario en
combinacion con lactato de calcio (TH-Ca) fue mas efectivo en reducir los
sintomas de dafio por frio en mango cv. Keitt, asi como en mantener la calidad de
los frutos durante el almacenamiento a 5 °C, disminuyendo la actividad de
enzimas degradadoras de pared celular, lo que demuestra la utilidad de estos
tratamientos para prolongar la vida de anaquel del fruto.
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ABREVIATURAS

a Alfa
B Beta
D Delta
p Para
cv Cultivar
°C Grados Celsius
g Fuerza G
g Gramo
h Hora
kcal Kilocaloria
kg Kilogramo
LSD Least Significant Difference
mm Micromol
meq Miliequivalente
mL Mililitro
Min Minuto
M Molaridad
nm Nanometro
nmol Nanomol
N Normalidad
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Ppm Partes por millon

pH Potencial de Hidrogeno

p/v Peso/volumen
ton/ha Tonelada por hectarea

Vv Volumen

ML Microlitro
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