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| RESUMEN
El mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutos mas importantes en términos de
produccion y comercializacion en el mundo, pero al ser un fruto tropical es
susceptible a desarrollar un desorden fisioldgico llamado dafio por frio (DF) cuando
es almacenado a temperaturas por debajo de los 13°C sin llegar al punto de
congelacion. Los sintomas comunes de DF en mango son decoloracién de la
cascara, coloracibn no uniforme, picado superficial y areas necréticas. Una
alternativa para disminuir los efectos del DF en mango es la aplicacion de un
tratamiento hidrotérmico (TH), el cual se ha demostrado que provee tolerancia a este
desorden. Sin embargo, existe muy poca informacion acerca de los cambios en la
acumulacion de proteinas en respuesta a bajas temperaturas y aquellas relacionadas
con la tolerancia al DF. El objetivo de este trabajo fue identificar proteinas asociadas
con la tolerancia inducida la dafio por frio en mango cv Keitt tratados
hidrotérmicamente. Se utilizaron frutos de mango en estado verde maduro y se
separaron en dos lotes, de los cuales a uno se le aplicé un TH (46.1°C/90-110 min) y
el otro se utiliz6 como control; ambos fueron almacenados a 5°C por 20 dias y
posteriormente fueron sometidos a un periodo de maduracion de 7 dias a 21°C. Se
evalué el indice de dafio por frio (IDF) por cada sintoma, lixiviacion de electrolitos
(LE), contenido de malondialdehido (MDA) y acumulacién de proteinas en frutos
tratados y el control. Los resultados de IDF mostraron que los frutos control
presentaron una mayor severidad de los sintomas, siendo la coloracion no uniforme
el principal sintoma y se presentd a partir de los 10 dias a 5°C. Los parametros
fisiologicos LE y MDA presentaron valores menores en los frutos con TH, sugiriendo

un menor dafio de las membranas con respecto a los frutos control. El analisis
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protedmico entre frutos control y con TH detecté alrededor de 400 polipéptidos de los
cuales 33 se acumularon diferencialmente durante el almacenamiento bajo
condiciones de estrés por frio, lograndose la identificacion de 23 proteinas por
espectrometria de masas. Dentro de las proteinas con mayor acumulacién en frutos
con TH se encontraron algunas relacionadas con estrés y defensa como proteinas de
choque térmico de bajo peso molecular (sHSP clase Il 17.6 kDa) y factor de
transcripcion de choque térmico Al (HsfAl), asi como peroxidasa (POX), superéxido
dismutasa (SOD) y chalcona sintasa (CHS); las primeras dos podrian estar
contribuyendo en la adquisicion de termotolerancia y en conjunto con las del sistema
antioxidante podrian jugar un papel importante en la adquisicion de tolerancia al DF.
Otras proteinas con mayor acumulacion en frutos con TH estan involucradas en el
desarrollo y maduracion del fruto como fitoeno desaturasa (PDS), una enzima de la
ruta de biosintesis de carotenoides que se relacion6 con una coloracion mas
uniforme en los frutos tratados, asi como pectato liasa (PL) y GTPasa pequefia RabX
y Rab 11. Estos resultados sugieren que la tolerancia al DF inducida por el TH esta
asociada con una mejor proteccién de las proteinas ante el estrés por frio, una mayor
actividad del sistema antioxidante y de proteccién contra patdgenos, favoreciendo un
mejor desarrollo y maduracion del fruto, asi como una menor incidencia de sintomas

y dafio a las membranas en frutos con TH con respecto a los no tratados.



ABSTRACT

Mango (Mangifera indica L.) is one of the most highly produced and commercialized
fruit in the world, but being a tropical fruit it is susceptible to develop a physiological
disorder called chilling injury (Cl) when it is stored at temperatures below 13°C
without reaching the freezing point. Common Cl symptoms in mango are peel
discoloration, pitting and necrotic areas. An alternative to reduce the effects of ClI in
mango is the application of a hot water treatment (HWT), which has been
demonstrated to provide tolerance to this disorder. Nevertheless, there is not enough
information about the changes in the accumulation of proteins in response to low
temperature and those related to Cl tolerance. The aim of this study was to identify
proteins associated with chilling injury tolerance in mango cv. Keitt with hot water
pretreatment. Mature green mango fruits were divided in two groups, one of them was
treated with hot water (46.1°C, 90-110 min) and the other was used as a control; both
groups were stored at 5°C for 20 days followed by a ripening period of 7 days at
21°C. Chilling injury index (CIl) for each symptom, electrolyte leakage (EL),
malondialdehyde (MDA) content and the accumulation of proteins were evaluated in
treated and control fruit. CIl results showed the symptoms were more severe in
control that HWT fruit; the main symptom was uneven color development and was
observed from day 10 at 5°C. The values of the physiological parameters EL and
MDA were lower in HWT than control fruit, suggesting smaller damage in the cell
membranes of treated fruit compared to the control. The comparative proteomic
analysis between control and HWT fruits revealed about 400 polypeptides of which 33

were differentially accumulated during the storage under cold stress conditions; 23



proteins were identified by mass spectrometry. Some of the proteins with greater
accumulation in HWT fruit included those related with stress and defense processes
like small heat shock proteins (SHSP class Il 17.6 kDa) and heat stress transcription
factor A1 (HsfAl), peroxidase (POX), superoxide dismutase (SOD), and chalcone
synthase (CHS); the first two proteins may be contributing in the acquisition of
thermotolerance and together with the antioxidant enzymes may play an important
role in the acquisition of CI tolerance. Other proteins with greater accumulation in
HWT fruit are involved in fruit development and ripening like phytoene desaturase
(PDS), an enzyme of the carotenoid biosynthetic pathway that was related with a
more uniform coloration in the treated fruit, as well as pectate lyase (PL), small
GTPase RabX and Rab 11. These results suggest that the CI tolerance induced by
the HWT is associated with better protein protection against the cold stress, a higher
activity of the antioxidant and pathogen protection systems, which favors a better fruit
development and ripening, as well as a less incidence of symptoms and membrane

damage in HWT than non-treated fruit.



Il INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutos mas antiguos y de mayor
importancia comercial ya que es ampliamente cultivado y comercializado. Es
reconocido por su excelente sabor exético y usualmente es referido como el “Rey de
las Frutas” (Sivakumar y col 2010), ademas de que se le atribuyen varias actividades
biol6gicas y es considerado un fruto nutracéutico (Masibo y He 2009) por ser una
fuente de micronutrientes importantes como vitaminas y otros fitoquimicos como
compuestos fendlicos. Provee energia mayormente por su contenido de
carbohidratos y también proporciona en menor proporcion fibra dietaria, proteinas y
grasas (Tharanathan y col 2006).

Los productos de mango son populares a nivel mundial y han aumentado su
presencia en mercados estadounidenses y europeos. India es el mayor productor
mundial, seguido por China, Tailandia, Indonesia, Pakistan, México y Brasil. El alto
consumo de este fruto también puede explicarse por la existencia de mas de mil
cultivares diferentes alrededor del mundo (Matheyambath y col 2016).

El manejo de la cadena de frio extiende la vida poscosecha y mantiene la
calidad general de los productos hortofruticolas, ya que disminuye la actividad
metabdlica y con ello retrasa la maduracién y senescencia. Sin embargo, muchos
frutos tropicales y subtropicales son sensibles a bajas temperaturas, dando como
resultado el desarrollo de un desorden fisioldgico conocido como dafio por frio (DF),
cuyos sintomas y efecto sobre la calidad del fruto limitan su comercializaciéon (Offers
1987; Kader y Mitcham 1994; Ponce de Ledn 1997). ElI DF ocurre cuando el mango

es expuesto a temperaturas menores de a los 13°C, y es el resultado de un mal
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funcionamiento o interrupcién del funcionamiento de la membrana de la pared celular
que afecta la transferencia o flujo de los fluidos celulares hacia dentro y hacia afuera
de la célula (Wills y col 1981).

Los sintomas tipicos de DF en mango se manifiestan como decoloracién de la
cascara a colores de escala café o gris, picado (Pesis y col 2000), maduracion
irregular (Lederman y col 1997), reduccion en contenido de carotenoides,
descomposicion de la pulpa (Lizada 1991), disminucidn en el desarrollo del aroma 'y
sabor durante la maduracién, mayor fuga de electrolitos, reduccién en la
concentracion de sdlidos solubles, y es mas propenso a desarrollar podredumbres,
con la consecuente reduccién en la vida de anaquel. La gravedad del DF depende
principalmente de la madurez del fruto, el tiempo de almacenamiento o transporte a
las temperaturas de DF y el tipo de empaque utilizado (Medlicott y col 1990). Algunos
factores pre-cosecha tales como bajas temperaturas durante el desarrollo del fruto
también pueden causar DF después de la cosecha (Sivakumar y col 2011).

Se han propuesto dos hipétesis principales (que no son excluyentes entre si)
para tratar de explicar el efecto dafino de las temperaturas bajas en productos
sensibles. La primera de ellas sugiere que el DF es consecuencia de una mayor
rigidez de las membranas celulares, lo cual induce la inhibicion de la actividad de las
enzimas unidas a la membrana o transportadores (Wolfe 2006; Zhang y col 2010). La
segunda se refiere al desbalance en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y la cantidad de antioxidantes producidos, conocido también como estrés
oxidativo. Las EROs comprenden principalmente el peroxido de hidrégeno (H20,) y

los radicales superéxido e hidroxilo. Si estas especies no son eliminadas reaccionan



rapidamente con algunas moléculas como ADN, proteinas vy lipidos, lo que resulta en
la peroxidacion lipidica de la membrana (Rice-Evans y col 1997).

En la idea de disminuir los efectos del DF se han utilizado varios métodos que
han presentado diversos resultados. En mango y algunos citricos, la inmersién previa
en agua caliente, conocida como tratamiento hidrotérmico (TH), ha tenido buenos
resultados (Baez-Safiudo y col 1997; Lurie 1998). El acondicionamiento a
temperaturas altas reduce los sintomas de dafio por frio debido probablemente a la
sintesis de algunas proteinas como las de choque térmico (HSP) y de otras
diferentes que podrian modificar las propiedades de las membranas celulares
proporcionando la base de la tolerancia térmica (Sala y Lafuente 2000; Gonzalez-
Aguilar y col 2000; Yimyong y col 2011). Este tipo de acondicionamiento a
temperatura y humedad altas ayuda ademés a sanar las heridas reduciendo las
podredumbres, lo cual puede llegar a ser beneficioso para la calidad del fruto
(Martinez—Javega 1997). Sin embargo, se desconocen los mecanismos por los
cuales los frutos responden al estrés por bajas temperaturas y el efecto que tienen
diversos tratamientos poscosecha como el hidrotérmico en la adquisicion de
tolerancia a este tipo de estrés, lo cual permitiria obtener beneficios agricolas y
econémicos importantes. El andlisis global de los cambios en la acumulacién de
proteinas (protedmica) representa una alternativa para lograr un mejor entendimiento
de las bases bioquimicas del estrés por frio y tolerancia a este desorden, por lo que
el objetivo del presente estudio es identificar proteinas asociadas con la tolerancia al

dafio por frio inducido por TH en frutos de mango cv Keitt.



Il REVISION DE LITERATURA

A MANGO
1 Origen

El mango es uno de los frutos mas antiguos y mas ampliamente cosechados y
consumidos en regiones tropicales y subtropicales (Sivakumar y col 2010). Es
originario del Noroeste de la India, de la Region Indo-Birmanica y las montafias
Chittagong en Bangladesh, donde aun puede encontrarse en estado silvestre. Se
estima que dicho fruto ha sido cultivado por mas de 4,000 afios en la India, lugar del
cual se dispers6 a otras areas tropicales y subtropicales del mundo (SAGARPA
20009).

La distribucion de su cultivo se extendié en primera instancia por el sureste
asiatico y mas tarde al archipiélago Malayo; asi los portugueses lo llevaron primero al
continente africano y posteriormente a las costas de Brasil, y de ahi se distribuy6 al
resto de América. El mundo occidental se relacion6 con el mango e inicié su actual
distribucion por los portugueses con la apertura de las rutas maritimas hacia el
Lejano Oriente, al principio del siglo XVI. Primeramente se lo llevaron de Indochina a
la isla de Mindanao y a Sulus en el siglo XIll, siendo hasta fines del siglo XIV y
principio del siglo XV que los viajeros espaiioles llevaron la fruta desde la India hasta
Manila, en Luzén. Mientras tanto, los portugueses en Goa, cerca de Bombay,
transportaron fruta de mango del sur de Africa hacia Brasil, alrededor del siglo XVIy
unos 40 afios después a la Isla de Barbados. Del mismo modo, los espafioles
introdujeron este cultivo a sus colonias tropicales del Continente Americano, por

medio del trafico entre las Filipinas y la costa oeste de México por los siglos XV y



XVI. Jamaica importd sus primeros mangos de Barbados en1782 y las otras islas de

las Indias Occidentales, al principio del siglo XVIlI (SAGARPA 2009).

2 Produccién e importancia econémica.

Hoy en dia el mango se cultiva en un area de aproximadamente 3.7 millones
de hectareas en el mundo. De acuerdo con Muchiri y col (2012), el mango ocupa el
segundo lugar como planta tropical, solo detras del platano en términos de
produccion y superficie. Se estima que el mango es el tercer fruto tropical a nivel
mundial en cuanto a su produccion e importaciéon (después del platano y la pifia) y el
guinto de todos los frutos que se comercializan a nivel mundial (SAGARPA 2009).

El mango se produce en mas de 90 paises alrededor del mundo. Asia cultiva
aproximadamente el 77% de la produccion mundial de este fruto, mientras que
América y Africa contribuyen aproximadamente el 13% y 9%, respectivamente
(Matheyambath y col 2016).

En cuanto a produccién la India es el pais que ocupa el primer lugar a nivel
mundial produciendo casi 19 millones de toneladas en el afio 2016. China ocup¢ el
segundo lugar con mas de 4.6 millones de toneladas (FAOSFAT 2017), mientras que
México se posicion6d en el quinto lugar con una produccion de 1.88 millones de
toneladas (FAOSTAT 2017). A nivel nacional, Sinaloa ocupé el segundo lugar
(Cuadro 1) en la produccion de mango con 334,239 mil toneladas (SIAP 2017). En
2016 México aument6é su produccidn un 36%; a su vez, fue el pais exportador
principal de este fruto logrando comercializarse a mercados internacionales entre los
gue se encuentran Estados Unidos, Canada, Japon entre otros, generando asi una

ganancia econémica importante para el pais.



Cuadro 1. Principales estados productores de mango en México en 2016.

Estado Toneladas
Guerrero 358,235
Sinaloa 334,239
Nayarit 312,039
Oaxaca 158,847
Michoacéan 146,767
Otros estados 131,012

Total 1,880,000

Fuente: SIAP (2015)
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3 Clasificacion taxondémica y aspectos botanicos

El termino comin mango y el nombre botanico Mangifera indica L. se originan
del antiguo nombre Tamil “manga”. EI mango pertenece a la familia Anacardiaceae
gue consiste de 64 géneros (Matheyambath y col 2016) (Cuadro 2).

El mango usualmente viene en diferentes formas y tamanos dependiendo del tipo de
cultivo, con frutos que varian en peso desde 0.2 kg hasta 2 kg. Internamente su
pulpa es jugosa y de color anaranjado-amarillo con numerosas fibrillas suaves
irradiando de su semilla plana y de forma ovalada colocada en el centro. Su aroma
es placentero y su sabor es dulce con una acidez leve. La fruta es una drupa larga
carnosa con un mesocarpio comestible de diferente grosor. El exocarpio (cascara) es
grueso y glandular. EI mesocarpio (pulpa) puede ser fibroso o sin fibra con sabor
desde acido hasta dulce. Esta estructura provee pulpa comestible, la cual contiene
un jugo dulce y de buen sabor y aroma. El endocarpio es lefioso, grueso, y fibroso y
forma una cubierta para la semilla gruesa, dura y glandular (Figura 1). La semilla
puede ser monoembridnica o poliembridnica (Yahia y col 2006), es exalbuminosa,
grande y plana, ovoide alargada y en su madurez esta rodeada por el endocarpio. La
testa es delgada. La cascara es suave y verde en mangos inmaduros pero se vuelve
amarilla dorada, rojo carmesi, amarilla, o rojo-anaranjada cuando madura
dependiendo del tipo de cultivo (Matheyambath y col 2016). Hay aproximadamente
mil variedades de mango alrededor del mundo, dentro de las cuales se incluyen
Ataulfo, Haden, Keitt, Kent, Edward, Tommy Atkins, Palmer, Manila, Kesar, y otras
variedades exdticas. Ademas de las numerosas variedades de plantas, se ha

reportado que mas de mil cultivares de mango han sido propagados vegetativamente
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Cuadro 2. Taxonomia del mango

Reino Plantae
Clase Dicotiledéneas
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Suborden Anacardiineae
Familia Anacardiaceae
Genero Mangifera
Especie Indica

Fuente: Popenoe (1974)
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Exocarpio

Mesocarpio

Endocarpio

Figura 1. Partes anatomicas del fruto de mango.
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(Matheyambath y col 2016). México produce numerosas variedades de mango, pero
tradicionalmente ha comercializado Tommy Atkins, Haden, Kent y Keitt. En los
ultimos afios ha cobrado auge la exportacién de Ataulfo, variedad producida sélo en
México. En el caso de Sinaloa, las variedades mas importantes en la actualidad son

Kent, Keitt, Ataulfo y Tommy Atkins (Figura 2) (SIAP 2017).

4 Composicion quimicay valor nutricional

El fruto de mango es considerado un alimento importante para la nutricibn humana
en varias partes del mundo y es utilizado en todas las etapas de su desarrollo
(Matheyambath y col 2016). Es una fuente importante de carbohidratos, proteinas,
grasas y micronutrientes tales como vitaminas y otros fitoquimicos (Cuadro 3)
(Tharanathan y col 2006). Dentro de los principales micronutrientes del fruto de
mango se encuentran vitaminas como el acido ascoérbico, tiamina, riboflavina, niacina
y B-caroteno, ademas de tener niveles altos de fitoquimicos como mangiferina,
catequinas, quercetina, acido benzoico, entre otros. Evidencias epidemioldgicas
sugieren que una dieta rica en frutas y vegetales provee beneficios a la salud y
previene el desarrollo de enfermedades cronicas tales como enfermedades
cardiovasculares y cancer. En el caso del mango, estos efectos benéficos a la salud
son debido a la presencia de varios compuestos bioactivos como los descritos
anteriormente que han demostrado tener efecto antioxidante, antialergénico,
antiaterogénico, antiinflamatorio, antimicrobiano y antitrombético (Matheyambath y

col 2016).
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Haden

Kent Tommy Atkins

Figura 2. Principales variedades de mango comercializadas en México.

Fuente: Instituto Canario de Investigaciones Agrarias (2018)
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Cuadro 3. Composicion quimica y nutrimental del fruto de mango

Componente

Contenido por 100 g de tejido fresco

Componentes mayoritarios (g)
Agua
Proteina (N x 6.25)
Lipidos
Hidratos de carbono (por diferencia)
Fibra dietaria total
AzUcares totales
Aminoacidos (g)

Acido glutamico

Acido aspartico
Acidos orgéanicos (g)
Citrico
Malico
Vitaminas (mg)
Vitamina C (acido ascorbico total)
Acido nicotinico
Vitamina E (a-tocoferol)
Vitamina B6
Tiamina
Riboflavina
Vitamina A (Ul)
Niacina
Minerales (mg)
Potasio
Fésforo
Magnesio
Calcio
Sodio

83.46
0.82
0.38

14.98
1.60

13.66

0.431
0.135

0.43
0.08

36.4
0.594
0.90
0.119
0.037
0.019
1082
0.669

168
14
10
11

1

Fuente: USDA (2016)
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La pulpa del fruto de mango maduro contiene cerca de un 15% de azUlcares.
Dentro de éstos se encuentran sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa; siendo la
sacarosa, el azucar principal en mango maduro. Los azucares libres, incluyendo
glucosa, fructosa y sacarosa, generalmente incrementan durante la maduracion.

El fruto de mango contiene entre 0.5-1% de proteina en base humeda. Se ha
reportado la presencia de algunos aminoacidos esenciales como lisina, leucina,
cisteina, valina, arginina, fenilalanina, y metionina en algunos cultivos. En cuanto a
los lipidos, el contenido total de lipidos en siete cultivos comerciales de mango oscild
entre 0.26 a 0.67% (Cuadro 3). El mango es particularmente una fuente rica de
vitamina C. En estado inmaduro contiene més vitamina C que la que posee una vez
gue alcanza su maduracion. En la literatura se indica un amplio rango en contenido
de &cido ascorbico, el cual varia de 9.79 hasta 186 mg por 100 g de pulpa de mango.
El consumo diario de este fruto por grupos de poblacién de todas las edades puede
cumplir con la recomendacion de requerimiento dietario de vitaminas A y C. Este
rango amplio en el contenido de acido ascorbico se debe a las variaciones
genotipicas, factores climaticos, practicas de agricultura y la etapa de maduracién del
fruto (Matheyambath y col 2016).

Los carotenoides son compuestos liposolubles asociados con efectos
protectores para la salud, en especial contra el cancer. Ademas, algunos como los
trans carotenos, son precursores de la vitamina A. A pesar de que se han identificado
varios carotenoides en diferentes frutas, solo unos pocos aparecen en
concentraciones significativas. Algunos reportes han encontrado que los mas

predominantes en mango son todos los trans carotenos, trans-violaxantinas y 9-

17



cisviolaxantinas, llegando a ser el 27, 28 y 18% del total del contenido de
carotenoides, respectivamente (Sarawong y col 2004; Kang y col 2008).

Los &cidos organicos mas abundantes en mango son malico y citrico, los
cuales son los principales responsables de la acidez del fruto. Otros componentes
reportados son acido fdlico, vitamina B1, vitamina B2, vitaminas tiamina y riboflavina
y niacina. El equivalente de vitamina A en mango oscila entre 1000 y 6000 Ul. El B-
caroteno representa el 60% de los carotenoides totales en mango, por lo que su
consumo es muy importante para algunas poblaciones en regiones tropicales donde
la deficiencia de vitamina A constituye un problema de salud publica (Matheyambath

y col 2016).

5 Maduracion

El mango puede consumirse, comercializarse y transportarse en estado verde
0 maduro, segun las necesidades del mercado y del consumidor final. Para ello, el
productor necesita conocer el comportamiento fisiolégico del fruto con el fin de
identificar el momento mas adecuado para iniciar con la cosecha y mantener las
caracteristicas de calidad durante todo el periodo poscosecha. Por lo general los
frutos destinados a los mercados locales y transportados por via aérea son
cosechados “coloridos”, verde maduros, mientras que los frutos que deben ser
transportados a largas distancias deben ser cosechados firmes y verdes (Quintero y
col 2013). La recoleccion de los mangos se realiza en estado inmaduro
organolépticamente, pero fisiologicamente maduro (Joas y col 2009), es decir, en
este punto el mango ya ha crecido y desarrollado lo suficiente, pero sus aromas y

sabores caracteristicos aun no se han desarrollado. A medida que va madurando, el
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mango presenta una disminucién en el contenido de almidon y una serie de cambios
en el color de la pulpa y de la cascara. En la mayoria de las variedades estos
cambios van acompafados por una disminuciéon de la fuerza de ruptura de la
cascara, aumento del contenido de soélidos solubles y una disminucion de la acidez
(Morga y col 1979; Mejia y col 2007; Joas y col 2009).

La maduracion del mango se caracteriza por una serie de transformaciones
guimicas que determinan los cambios de sabor, consistencia, color y aroma. Las
sustancias acumuladas durante el desarrollo se transforman de manera lenta y
progresiva en compuestos quimicos que en su gran mayoria son de peso molecular
alto como son los polisacéridos, ademés de los pigmentos y aromas caracteristicos
de cada fruto. Esto ocurre hasta que el fruto alcanza las condiciones de aroma y
jugosidad que permitan clasificarlo como maduro (Joas y col 2009). El crecimiento y
la maduracion fisiolégica del fruto solo se completan cuando permanece unida a la
planta de la cual procede, pero la madurez organoléptica y la senescencia pueden
proseguir una vez separada de la planta. Cuando sucede esto ultimo se interrumpe la
sintesis de ATP y el flujo de nutrientes, por lo tanto, el fruto comienza a hidrolizar los
polimeros para obtener compuestos de peso molecular alto y poder asi respirar
(Montalvo y col 2007).

El mango es un fruto climatérico que presenta una curva de respiracion
simple, la cual se puede dividir en 4 etapas: 1) Pre-climactérica que tiene una
duracion de hasta tres dias (26°C y 45-65% H.R.) después de haber sido
cosechados. Se caracteriza por una produccion baja de CO, (70 mg CO/Kg-h),La
fruta es firme y cascara de color verde, 2) Aumento del periodo climatérico con una

duracion de hasta el sexto dia de poscosecha. Se produce un aumento repentino de
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CO,, sin embargo los frutos permanecen verdes y firmes, 3) Maximo del climatérico,
el cual ocurre al noveno dia de poscosecha (cv. Kent) y en donde se produce la
mayor liberacién de CO, (250 mg. CO/Kg-h aprox.) en la fruta se produce un quiebre
del color, aumento del jugo y del olor, y 4) senescencia, la cual se produce después
de los 10 dias de cosecha, en donde los niveles de CO, disminuyen bruscamente y
se produce el aroma caracteristico del fruto. (Krishnamurthy y Subramanyam 1970).
Después de haber alcanzado la madurez fisiolégica el fruto esta disponible
para la cosecha y es en ese momento cuando se aumenta la produccion de etileno,
con ello la sintesis de enzimas hidroliticas produce una serie de cambios en el fruto
como son: pérdida de textura, cambio de color, aumento de los grados Brix, pérdida
de acidez, entre otros. Un aspecto muy importante a tener en cuenta es que después
de cosechado el fruto continda respirando. Esto se demuestra por la produccion
masiva de dioxido de carbono acompafnado de la combustion interna de glucosa y de
metabolitos energéticos (Castrillo y col 1992; Schmilovitch y col 2000). La mayoria de
los compuestos de peso molecular bajo, como los &acidos, son producidos a partir de
la sintesis de acetil Coenzima A, la cual se produce por la degradacion de
carbohidratos, lipidos o aminoacidos (Tovar y col 2001). Los sélidos solubles son
quizds uno de los parametros fisicoquimicos de mayor interés en los procesos de
maduracion, ya que gracias a la hidrolisis de los almidones ocurrida con ayuda de las
amilasas propias del fruto, se comienza a liberar una gran cantidad de moléculas de
glucosa que hacen que el fruto aumente la cantidad de sélidos solubles lo cual se ve
reflejado en el aumento de los grados Brix, provocando que el fruto se vuelva mas
dulce, por ende, mas apetecible para el consumidor, pero a su vez se hace mas

atractivo para bacterias, roedores e insectos (Quintero y col 2013).
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El color es una de las caracteristicas fisicoquimicas mas importantes en el
proceso de maduracion y es uno de los principales criterios de aceptacién por parte
de los consumidores (Slaughter 2009), ya que los compuestos quimicos como las
clorofilas, reaccionan a medida que pasa el tiempo, provocando que el mango vaya
cambiando de color diariamente. Las clorofilas, son las responsables del color verde,
éstas se van degradando de tal manera que permiten que los compuestos
carotenoides, que son los responsables del color amarillo, absorban luz del espectro
visible y por tanto la transmitan a la longitud de onda propia del color amarillo (Jha y

col 2007; Ornelas y col 2008).

6 Almacenamiento

El almacenamiento se ha convertido en una operacion de enorme
trascendencia economica, dado que su funcién primordial consiste en prolongar la
vida util y conservar la calidad de las frutas y hortalizas mediante la aplicacion de las
condiciones ambientales adecuadas que permitan reducir las velocidades de los
procesos vitales de estos productos, la cual implica disponer de frutas y hortalizas
por periodos mas largos que los normales, ofrecer productos frescos a mercados
distantes, regular la oferta y demanda para su distribucién racional y reducir pérdidas
durante su comercializacion (Mc Donald 1994).

El almacenamiento a bajas temperaturas ha sido una de las estrategias
poscosecha principales aplicada para prolongar la vida de anaquel de varias frutas y
hortalizas, manteniendo su calidad. Este reduce la velocidad de respiracion y
minimiza el crecimiento de hongos, y por tanto retrasa la senescencia de la planta y

de la maduracion del fruto. Sin embargo varios productos hortofruticolas, como el
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mango, son susceptibles a este tratamiento de frigo conservacién, y sufren de un
desorden fisioldégico conocido como dafio por frio (DF). EI DF lleva a efectos no
deseables en la calidad de frutas y hortalizas susceptibles, tal como maduracion
irregular, picado u oscurecimiento y marchitez. En los casos donde su impacto es
muy severo, lleva a una deterioracion significativa del producto y por tanto tiene un
efecto muy negativo en su valor final de mercado. Hay una fuerte necesidad de
aplicar medidas para reducir el DF y a su vez prolongar la vida de anaquel a su
maximo de estos productos hortofruticolas susceptibles. Diversos tratamientos
poscosecha han sido probados para evaluar su grado de éxito en la disminucion del
impacto del DF en el producto, dentro de los cuales encuentran de tipo quimico
(tratamientos con salicilato y derivados) y fisico (aplicacion de pretratamientos de
agua caliente/aire caliente, preacondicionamiento a temperaturas media-bajas,
aplicacién de luz UV-C o almacenamiento en atmosferas enriquecidas con CO,)
(Soleimani y col 2013).

Los cambios de maduracion de los frutos de mango durante el
almacenamiento son menores mientras mas baja sea la temperatura (Medlicott y col
1990). Vasquez-Salinas y Lakshminarayana (1985) sefialan que el mango es un fruto
gue presenta dafios por frio a temperaturas inferiores a 13°C. Sin embargo, el
almacenamiento refrigerado de frutos semimaduros y de algunos cultivares
presentan una mayor tolerancia a estos dafios por tanto tiempo de almacenamiento
(Vasquez-Salinas y Laksminarayana 1985). La respuesta de los frutos al
almacenamiento a 12°C es dependiente del cultivar, de la madurez del fruto y de la
fecha durante la temporada de cosecha. Asi tenemos que el cv. Kent presenta un

retardo mas efectivo de la maduracién durante el almacenaje en frutos mas
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inmaduros, lo que no ocurre con el cv Sensation que madura rapidamente en

almacenamiento sin importar el estado de madurez (Seyrnour y col 1990).

B DANO POR FRIO
1 Sintomas de dafio por frio

Uno de los principales problemas poscosecha de frutas y vegetales de origen
tropical y subtropical, es su alta sensibilidad a las temperaturas bajas, dando como
resultado el desarrollo de sintomas de dafio por frio (DF) (Kader y Mitcham 1994,
Ponce de Ledn 1997 y Offers 1987). Este fendmeno limita considerablemente la vida
poscosecha de los productos sensibles y es responsable de un alto porcentaje de las
pérdidas. Los sintomas del dafio varian en funcién de la especie, tipo de tejido, su
estado de madurez y metabdlico (Del Rio y col 1999).

El dafio por frio a menudo es definido como la aparicién de sintomas de dafio
después de un periodo critico de exposicién a temperaturas menores de 10-15 °C,
pero por encima del punto de congelacién (Wang 1993; Kaniuga 2008). Los sintomas
tipicos del DF se manifiestan como decoloracién de la cascara a colores de escala
café o gris, picado (Pesis y col 2000), maduracion irregular (Lederman y col 1997),
reduccion en carotenoides, descomposicion de la pulpa (Lizada 1991), disminucién
en el desarrollo del aroma y sabor durante la maduracion, fuga de electrolitos,
reduccion en la concentracion de solidos solubles, mayor propension a desarrollar
podredumbres, y reduccion de la vida de anaquel. La gravedad del DF depende
principalmente de la madurez del fruto, el tiempo de almacenamiento o transporte a

las temperaturas de DF vy el tipo de empaque utilizado (Medlicott y col 1990). Los
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factores antes de la cosecha tales como bajas temperaturas durante el desarrollo del
fruto pueden causar DF después de la cosecha.

El oscurecimiento inducido por las temperaturas bajas ha sido asociado con la
conversion enzimatica de fendlicos libres a o-quinonas, las cuales después
polimerizan de manera no enzimatica a pigmentos oscuros. La fenilalanina amonio
liasa (PAL, por sus siglas en inglés, phenylalanine ammonie lyase) es una enzima
gue inicia la sintesis de fendlicos libres. En algunos frutos, se ha sugerido que la
actividad de PAL es el factor limitante en el oscurecimiento inducido por
temperaturas bajas (Chidtragool y col 2011).

En mango, se ha reportado que temperaturas entre 7 y 13°C, como en los
citricos, pueden inducir dafio por frio (Hatton 1990). Ademas, se ha encontrado que
el almacenamiento de los frutos en estado de madurez sazbn a temperaturas
menores de 13°C y de mangos maduros a temperaturas por debajo de 10°C inducen
dafio por frio, caracterizandose por una maduracién irregular, desarrollo pobre de
color y sabor, picado de la piel, mayor susceptibilidad a pudriciones y deterioro,
desarrollo de color grisaceo en la piel, oscurecimiento de la pulpa (Mendoza y Wills
1984; Kader y Mitcham 1994).

Las respuestas propuestas como posibles causas primarias de dafio por frio
son: incremento en la concentracion de calcio en el citosol, variacion conformacional
de las enzimas, cambios estructurales a nivel celular y transicion en los lipidos de las
membranas. Si las condiciones de frio se mantienen, estas respuestas primarias dan
lugar a respuestas secundarias como aumento de la produccion de etileno, cambios
en la actividad respiratoria, pérdida de agua, aumento de la permeabilidad, emision

de aceites esenciales, aumento en volatiles y produccion de enzimas implicadas en
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el metabolismo de los fenoles (Come 1998). La causa fisiologica de la lesion del frio
no tiene aun respuesta definitiva, por o que no es posible proponer un modelo Gnico
para todos los vegetales. Es probable que el suceso primario varie con la especie y
gue el subsiguiente desarrollo de la sintomatologia varie ademas con la manipulacion
(Martinez-Javega 1992).

Las plantas o partes de las plantas como sus frutos expuestas a bajas
temperaturas con frecuencia lucen sin dafio al final del periodo de exposicién, pero el
DF puede manifestarse rapidamente después de la transferencia a temperaturas mas
cdlidas. En otras especies, el dafio es observado durante la exposicion a bajas
temperaturas, pero los sintomas son agravados después de ser transferidos a
temperaturas mas célidas (Wang 1993). No esta claro cual mecanismo fisioldgico
esta detras de estos efectos. Es posible que quimicos toxicos acumulados no puedan
causar tanto dafio durante la exposicién a bajas temperaturas, ya que la velocidad
del metabolismo es lenta, comparado con la posterior exposicion a temperaturas mas
altas lo cual resulta en un aumento a la velocidad metabdlica (Chigchatuporn 2013).

El DF generalmente inhibe la biosintesis y produccién de etileno, lo que
provoca fallas en la maduracion en frutos de mango (Nair y col 2004). El tratamiento
de inmersiébn exogeno con ethrel (50 a 500 mg-L-1) mejor6é efectivamente la
tolerancia al DF y la calidad durante el almacenamiento de mango, sugiriendo que la
biosintesis de etileno podria estar asociada con la aparicion de DF (Nair y Singh
2003). ElI DF también causa dafio a la pared celular de mango, lo cual incluye la
pérdida de la integridad estructural (Han y col 2006) y anormalidad en el
metabolismo, lo que involucra cambios en la solubilizacion de pectina y la pérdida de

la actividad de algunas enzimas (Ketsa y col 1999).
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2 Mecanismos relacionados con el dafio por frio

Se han propuesto dos hipétesis principales, que no se excluyen mutuamente,
para explicar el efecto dafiino del almacenamiento a temperaturas bajas en cultivos
sensibles. La primera sugiere que el DF resulta en una mayor rigidez de las
membranas celulares, lo cual induce la inhibicién de la actividad de las enzimas
unidas a la membrana o transportadores (Wolfe 2006; Zhang y col 2010). Esta
rigidez dependera de la composicion de &cidos grasos de la membrana. La segunda
hipotesis se refiere al desbalance en la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(EROs). Las EROs comprenden el peroxido de hidrégeno (H.O,) y los radicales
superoxido e hidroxilo. Si las EROs no son eliminadas, rapidamente reaccionan con
algunas moléculas como los lipidos lo que resulta en la peroxidacion lipidica de la
membrana (Rice-Evans y col 1997), lo cual lleva al dafio celular o a la muerte celular
(Blokhina y col 2003). En presencia de iones de metales de transicion (tales como el
Fe' y Cu") el peréxido de hidrogeno puede ser reducido por radicales superoxido a
radicales hidroxilo. Entre los radicales primarios producidos, los radicales hidroxilo
son los mas reactivos y por tanto los méas dafinos (Apel y Hirt 2004).

Lee y col (2002) evidenciaron que en la planta mutante Arabidopsis frostbitel
(frol) fue sensible al dafio por frio y mostré una acumulacion de EROs. Asi mismo,
Moon y col (2003) utilizaron una linea transgénica de Arabidopsis observando un
incremento en la tolerancia al dafio por frio y menores niveles de EROs,
particularmente, peréxido de hidrégeno, comparado con el tipo silvestre. Estos

reportes apoyan la segunda hipétesis del DF (Moon y col 2003).
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El estrés oxidativo es un suceso secundario comun en diversos estreses
bidticos y abidticos. La pérdida de la integridad de la membrana estd a su vez
impulsada por procesos oxidativos, debido a que el estrés por frio aumenta los
niveles de EROs que estimulan la peroxidaciéon de lipidos en las membranas
celulares (Sevillano y col 2009).

Moller (2001) sugiere que las plantas se defienden del estrés oxidativo a
través de dos formas. La primera es por la activacion de la expresion de genes que
codifican para proteinas involucradas en la evasion de EROs, tales como la oxidasa
alternativa (AOX). La ruta AOX es una rama de la cadena respiratoria de transporte
de electrones en mitocondria que emerge del citocromo. Cuando hay una sobre
reduccion en esta cadena transportadora de electrones interviene AOX inhibiendo la
reduccion excesiva de ubiquinol y por lo tanto ayuda a evitar la acumulacion de
EROs (Moller 2001). Esta actividad antioxidante de AOX ha sido reportada en chile y
tabaco (Purvis 1997; Maxwell y col 1999). El aumento en la expresion del gen de
AOX lleva a un incremento en la resistencia al DF a través del mantenimiento del
balance entre la produccién de EROS vy la actividad del sistema antioxidante general
(Purvis 1997).

La segunda defensa en contra del estrés oxidativo es por la induccion de la
expresion de genes relacionados con la eliminacion de EROS como las enzimas
antioxidantes superéxido dismutasa (SOD) catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa
(APX), glutation peroxidasa (GPX), glutation S-transferasa, monodehidroascorbato
reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR) y glutatién reductasa (GR)

(Moller 2001). Una mayor actividad del sistema antioxidante enzimatico lleva a una
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reduccion de EROs, por lo tanto mejora la integridad de la membrana y en ultima
instancia induce resistencia hacia el estrés abiético tal como el DF (Mittler 2002).

Es evidente por lo ya reportado en la literatura que el estrés oxidativo es una
respuesta temprana de los productos hortofruticolas al dafio por frio ya que podria
iniciar la degradaciéon de la membrana como resultado de la peroxidacion lipidica
(Dat y col 2000; Shewfelt y del Rosario 2000). Wang y col (2008) reportaron un
incremento del contenido de malondialdehido en frutos de mango almacenados a
bajas temperaturas (4°C), lo cual se asocié con una mayor peroxidacion lipidica y
pérdida de la integridad de la membrana.

Sivankalyani y col (2016b) realizaron un estudio transcriptdémico para entender
los mecanismos relacionados con la respuesta al estrés por frio en cédscara de
mango cv Keitt (Figura 3). Cuando el fruto es almacenado a bajas temperaturas,
éste percibe el estrés por frio iniciando la ruta de transduccion de sefializacién por
estrés por frio. Una vez percibida la sefial por el fruto se genera una cascada de
moléculas de sefializacién, iones de calcio (Ca™®) y especies reactivas de oxigeno
(EROs), que actian como mensajeros secundarios activando diversas quinasas
entre ellas las CDPK y MAPK, las cuales a su vez activan los factores de
transcripcion WRKY que actian cuando el fruto se encuentra bajo algun tipo de
estrés ya sea biotico o abidtico. De esta manera se genera la respuesta al estrés que
conlleva finalmente a la activacion de una gran cantidad de rutas metabdlicas. Una
de estas rutas fue la de los fenilpropanoides, la cual es importante en la sintesis de
compuestos fendlicos y lignina. La lignina contribuye en la firmeza y estabilidad de la

pared celular en respuesta al estrés (Vogt 2010), mientras que los compuestos
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Figura 3. Mecanismos propuestos para la respuesta al almacenamiento en frio en
cascara de mango cv Keitt. Adaptada de Sivalyankani y col 2016.
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fendlicos son transportados por los ductos de resina acumulandose alrededor de las
lenticelas provocando su decoloracion al oxidarse; una sobreacumulacién de estos
compuestos genera un efecto toxico provocando la muerte celular (Sivanyalkani y col
2016).

El estrés por frio en mango también resulto en la activacion de la ruta de los
azucares, la cual esta involucrada en la sintesis de varios osmolitos (Sivanyalkani y
col 2016), cuya acumulacion pudiera estar contribuyendo en la estabilizacién de los
fosfolipidos de la membrana y brindando proteccion a estas estructuras del dafio por
frio (Thomashow 1999). También se observo la activacion de la ruta de los
fosfolipidos de donde se libera &cido fosfatidico, el cuél es un activador de las
quinasas CDPKs y MAPKs aumentando la respuesta del fruto al estrés y
generandose un ciclo donde la misma respuesta genera compuestos que la
retroalimentan. A su vez, la liberacion del acido fosfatidico libera &cidos grasos que
son oxidados por la excesiva cantidad de EROs producidos debido al estrés,
provocando la pérdida de la integridad de la membrana celular. Por lo anterior, si se
mantiene la condicion de almacenamiento a bajas temperaturas da lugar a la
aparicién de areas necréticas y pudriciones debido a la penetracion y ataque de
hongos patégenos.

La tolerancia al DF en alimentos hortofruticolas ha sido atribuida a la habilidad
para romper el H,O; y otros oxidantes por la CAT, APX y glutation reductasa (GR). El
método ideal para aliviar el DF es almacenar o enviar cada cultivar de mango a su
temperatura ideal, y evitar la exposicion a temperaturas mas bajas de las adecuadas.
Un método alternativo para reducir el DF es el acondicionamiento a bajas

temperaturas, lo cual involucra el almacenamiento del mango a temperaturas justo
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por encima de la temperatura especifica a la que se da el DF, con el fin de inducir
tolerancia. El tratamiento de choque en frio a 0°C por 4 h y después el traslado a
20°C por 20 h antes de su almacenamiento a 2°C, 85-95% HR por 12 dias mejor6 de
manera significativa la actividad de CAT y APX en mango (Zhao y col 2006). CAT es
parte del sistema de defensa principal contra EROs (Wang y col 2008). APX y GR
juegan un papel importante en la proteccion del mango al DF (Zhao y col 2006). De
acuerdo con Zhao y col (2006), el tratamiento con choque en frio aumentd el
glutation y contenido de fendlicos y antioxidantes no enzimaticos en mango, y podria
ser considerado como parte de los mecanismos involucrados en la induccién de
tolerancia al DF, donde estd implicada la ruta ascorbato-glutatién que interviene en la
descomposicion y desintoxicacién del exceso de H,O; en las células. Sin embargo,
se recomienda el almacenamiento del mango a 8-13°C (dependiendo de la variedad
y el tiempo de almacenamiento o envio) para prevenir el DF durante la cadena de
suministro, aunque esto limita la comercializacion a mercados distantes. También se
recomienda seleccionar y crear variedades de mango menos susceptibles al DF y
gue muestren una mejor vida de anaquel a bajas temperaturas (Phakawatmongkol y
col 2004).

Los frutos han desarrollado la habilidad para responder al estrés bidtico y
abidtico gracias a la plasticidad de su gendéma, proteGma y metaboloma. Una
caracteristica general de estrés es la disfuncidn de las proteinas, por lo que el
mantenimiento de su funcionalidad y la prevencion de su agregacion es esencial para
mantener la homeostasis celular bajo condiciones de estrés. Los frutos tienen
proteinas especificas para lograr este objetivo, y entre estas una familia sobresale,

las pertenecientes a las proteinas de choque térmico (HSPs por sus siglas en inglés)
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(Timperio y col 2008). Las HSPs constituyen una familia de proteinas cuyo peso
molecular varia en un rango de 15 a 115 kDa. Se detectaron por primera vez cuando
se acumularon en plantas en respuesta a altas temperaturas, y después observaron
gue tenian un papel importante en la tolerancia al calor, también llamado
termotolerancia (Nover 1991; Vierling 1991). Bajo condiciones de crecimiento normal,
las HSPs no son detectables usualmente en tejidos vegetales, pero se acumulan
rapidamente en respuesta al choque térmico. La sintesis y acumulacion de HSPs son
proporcionales a la temperatura y duracion del periodo de estrés (Waters y col 1996;
Howarth 1991).

Se ha reportado que la actividad de las enzimas peroxidasas (POXs) también
esta relacionada con la prevencién al dafio por frio, al utilizar el HO,. Un grupo de
estas peroxidasas fue evaluado utilizando como sustrato guayacol; sin embargo
estas enzimas también pueden utilizar otros compuestos fendlicos como sustratos
(Anderson y col 1995). Isozimas de POX (guayacol peroxidasa) se han encontrado
en paredes celulares, el citosol, el reticulo endoplasmatico + Golgi, mitocondria,
cloroplastos y la vacuola (Ranier y col.,, 2001). El incremento en la resistencia de
plantas que se habian aclimatado a las temperaturas bajas fue correlacionado con el
incremento en la actividad de POX (Prasad y col 1994; Kang y Saltveit 2002; Li y col

2011a).

3 Métodos para reducir los sintomas de dafio por frio

Se han desarrollado varios métodos para reducir los sintomas de dafio por

frio, entre los que se encuentran el acondicionamiento a temperaturas bajas o altas,
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calentamiento intermitente, inmersién en agua caliente, empacado en atmésferas
modificadas, atmaosferas controladas y reguladores del crecimiento.

La atmdsfera modificada (AM) consiste en una reduccién de la concentracion
de oxigeno y un aumento de la de diéxido de carbono en la atmdsfera que rodea al
fruto. Su efectividad depende fundamentalmente de los niveles de O, y CO, de la
atmosfera y del producto almacenado. Las concentraciones altas de CO; son, en
general, efectivas en la reduccién de los sintomas de dafio por frio, pero en
ocasiones la respuesta de un mismo cultivar es variable dependiendo del estado
fisiolégico de la fruta (Wills y col 1989). En mango, Saucedo y Arévalo (1997)
mostraron que el empleo de atmdsferas controladas o modificadas con fines de
conservacion presenta ciertas limitantes, principalmente por la alta sensibilidad de
estos frutos a los niveles altos de CO..

El empleo de ceras en la superficie del fruto para mejorar su apariencia y
reducir la pérdida de peso se encuentra ampliamente difundido (Cuquerrella y col
1981; Melleting y col 1982; Martinez- Javega 1984). Sin embargo, el efecto de
encerado en frutos sensibles al frio es contradictorio, la respuesta esta en funcién de
la composicion de la cera y del estado fisiologico de los frutos (Martinez-Javega
1995).

Li y col (2011b) observaron que el tratamiento de mango con brasinolido (BL),
perteneciente a la familia de los brasinosteroides, disminuy6é el efecto del DF,
fendmeno asociado con la reduccion de fuga de electrolitos. Este tratamiento con
brasinolido en mango provocO un incremento en el contenido de acidos grasos
insaturados tales como los &acidos linoleico y linolénico. Asi, la fluidez de la

membrana de los mangos tratados con BL mejor6 debido a un incremento en la
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proporcion de acidos grasos insaturados, por lo tanto tuvo una menor tendencia a las
transiciones de fases de un estado liquido-cristalino flexible a un gel solido rigido.
Ademas, los frutos tratados con BL exhibieron una mayor expresion de genes que
codifican para proteinas de membrana, tales como la remorina, abscisic stress
ripening-like protein (ASR), lipocalina inducida por temperatura (TIL) y dehidrina tipo
Il Sk2 (TSD), las cuales dan lugar a un incremento en la integridad de la membrana
debido a su importante papel en la biogénesis y reparacion de esta estructura, asi
como en la eliminacion de moléculas dafinas, en la estabilizacién de la membrana, y
su participacion en la transduccion de la sefial de temperaturas bajas para activar la
expresion de genes dependientes de la aclimatacion a éstas condiciones (Li y col
2011b). El acondicionamiento a temperaturas moderadas previo al almacenamiento
refrigerado puede aumentar la resistencia al frio. Este comportamiento podria estar
relacionado, en algunos frutos, con un aumento de los &cidos grasos insaturados,
acido abscisico, escualeno o poliaminas. Este método se ha utilizado con éxito en
pomelos, naranjas, limas y limones. La duracién del acondicionamiento debe ser
justo el que se requiere para producir el efecto deseado, ya que si se prolonga en
exceso, puede ir en detrimento de la calidad de la fruta (Martinez- Javega y col
1987). El acondicionamiento a temperaturas altas también reduce los sintomas
causados por frio probablemente porque se produce la sintesis de proteinas de
choque térmico (HSPs) y otras que podrian modificar las propiedades de las
membranas celulares proporcionando la base de la tolerancia térmica. Este tipo de
acondicionamiento a temperatura y humedad altas ayuda ademas a sanar las
heridas reduciendo las pudriciones y puede llegar a ser beneficioso para la calidad

del fruto (Martinez-Javega, 1997). También se han obtenido buenos resultados en
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citricos y mango con la inmersién previa en agua caliente, probablemente con el
mismo mecanismo de accion (Lurie 1998; Baez 1997).

En los tratamientos con calor es fundamental la relacion tiempo— temperatura
ya que se pueden producir lesiones térmicas. El calentamiento intermitente es otra
de las técnicas alternativas para reducir los sintomas de dafio por frio que se apoya
en la teoria anteriormente expuesta de los desequilibrios reversibles ante el estrés al
frio. Este método implica la fluctuacion de la temperatura de almacenamiento desde
valores bajos a altos y posteriormente, nuevamente a bajos, una 0 mas veces,
durante varios periodos de tiempo. Este incremento de la temperatura sobre el punto
critico de dafio durante la frigoconservacion, puede permitir al tejido recuperarse de
la condicién de estrés, o por el contrario, acelerar los procesos de degradacion, en
funcion del estado de la lesion (Hatton 1990). Diversos reportes han demostrado que
el calentamiento intermitente es una estrategia efectiva en la reduccién del dafio en
frutos como pomelos, naranja, mandarina y limon (Martinez-Javega y Cuquerella
1984; Martinez-Javega y col 1987; 1991; 1992).

Los primeros reportes del uso de tratamientos hidrotérmicos fueron en 1922
para el control de la pudricion de citricos (Fawcett, 1992) pero su uso se ha
extendido para desinfeccion de insectos (Lurie 1998). Los efectos benéficos del uso
de un tratamiento hidrotérmico (TH) previo al almacenamiento para prevenir el
desarrollo de pudriciones han sido demostrados en numerosos frutos, hortalizas y
flores subtropicales y tropicales (Hara y col 1996; Luire 1998; Schirra 2000). Este
tratamiento tiene un gran nimero de ventajas que incluyen una relativa facilidad de
uso, corto tiempo de tratamiento, un control fiable de los frutos y de las temperaturas

del agua, bajo costo de esta tecnologia y la eliminaciébn de agentes causantes de
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pudriciones (Couey 1989; Jordan 1993; Lurie 1998). Sin embargo, las respuestas
fisiologicas de las diferentes variedades de frutos a los tratamientos térmicos pueden
variar dependiendo la temporada y el lugar de crecimiento (Shellie y Mangan 1994;
Hara y col 1996; Schirra y col 1997). La raz6n por esta variacion en respuesta entre
las diferentes regiones de produccion podria surgir de diferencias en clima, tipo de
suelo, temporada, practicas de producciéon y el estado de madurez del fruto en la
cosecha (Schirra y col 1997; Jacobi y col 2001a). Los dos tipos principales de
tratamientos hidrotérmicos son inmersién en agua caliente y lavado y cepillado con
agua caliente (Fallik 2004).

La inmersion en agua con fines de cuarentena consiste generalmente en
sumergir el fruto en agua a 43-49°C por varios minutos o hasta dos horas,
dependiendo del tamafio del fruto, por lo que mientras mas grande sea el fruto,
mayor serd el tiempo de exposicion requerida (Jacobi y col 2001b; Shellie y Mangan
2002). Este tratamiento provee una garantia de cuarentena del nivel Probit 9
(99.9683%) contra la mosca mexicana Anastrepha ludens sin afectar adversamente
la calidad del fruto. Para mango, Jacobi y col (2001 ab) recomiendan un tratamiento
para fines de cuarentena de 43-49 °C por 60-90 min.

En general, los tratamientos térmicos pueden inhibir rutas bioquimicas
involucradas en maduracion y otros procesos en varias frutas y hortalizas (Paull y
Chen 2000). Se ha observado que los tratamientos térmicos también pueden inhibir
el desarrollo del DF y dafio externo de la cascara durante el almacenamiento y
comercializacion (Paull y Chen 2000). El efecto de tratamientos hidrotérmicos
poscosecha en DF e induccion de poliamina (PA) se investigo en tejido de flavedo

de mandarina (Citrus reticulata, Blanco, cv. “Fortune”) por Gonzales-Aguilar y col
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(1997). Después de 45 dias a 2°C, la mayor reduccién en DF se encontrd en frutos
sumergidos por 6 min a 47°C o 3 min a 53°C. Sin embargo, los investigadores
concluyeron que el cambio de patron en el contenido de PA no se relaciona con la
tolerancia inducida al frio por el tratamiento hidrotérmico.

El tratamiento de 53 °C por 3 min aumenté la actividad de la catalasa (CAT) en
mandarinas “Fortune”, pero después de ser retiradas de las altas temperaturas y
transferidas a almacenamiento en frio se observé un descenso en la actividad de
CAT que se asocio con el incremento de DF. La efectividad diferente de estos
tratamientos térmicos podria estar relacionada con la induccién de la actividad de
CAT durante el calentamiento y su persistencia durante el almacenamiento a bajas
temperaturas (Sala y Lafuente 2000). También se encontré que el TH de chiles a 53
°C por 4 min fue efectivo en aliviar el DF después de almacenamiento de 4 semanas
a 8 °C (Gonzalez- Aguilar y col 2000).

Yimyong y col (2011) investigaron los cambios metabdlicos en fruto de mango
cv. Okrong con TH y almacenados a bajas temperaturas. Frutos verde-maduro
tratados con agua caliente (50 = 1°C) o ambiente (30 = 1 °C) por 10 min se
almacenaron a 8 0 12 °C por 15 dias, seguido de un almacenamiento a temperatura
ambiente (30 + 2°C) por 5 dias. Se observo6 que la velocidad de produccién de etileno
se redujo significativamente por el TH durante el almacenamiento en frio y la
maduracion en todos los tratamientos. El TH increment0 la activad de catalasa,
suprimio la actividad de ascorbato peroxidasa, y no tuvo efecto en la actividad de la
glutation reductasa durante la fase de maduracion pero mostré un efecto estimulador
ligero durante el almacenamiento a bajas temperaturas. Los autores también

observaron que el TH alteré los niveles de transcritos de genes de las enzimas
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manganeso-superoxido dismutasa, pectato liasa, -galactosidasa, y B-1,3-glucanasa,
los cuales exhibieron incrementos durante el almacenamiento a bajas temperaturas
Los patrones de proteinas totales fueron alterados por todos los tratamientos durante
el almacenamiento a bajas temperaturas (ABT) y en la maduracion a temperatura
ambiente, pero el TH disminuy6 la pérdida de varias proteinas durante la etapa de
maduracién. Con los resultados obtenidos concluyeron que el TH incrementa el
tiempo de almacenamiento del mango extendiendo su vida de anaquel a través de la
regulacion de un gran numero de parametros metabolicos; entre ellos un aumento en
la actividad de enzimas antioxidantes (SOD y APX) y un incremento en los niveles de
transcritos de hidrolasas de pared celular, a pesar de observar un muy pequefio
cambio en la firmeza del fruto. ElI TH tuvo gran influencia en los patrones de proteina
manteniendo sus niveles estables una vez que los frutos fueron a temperatura
ambiente, por lo que ellos proponen que el TH ayuda al desdoblamiento de las
proteinas ya existente y evita el doblamiento y la agregaciéon de nuevas proteinas
sintetizadas (Yimyong y col 2011).

Zhang y col (2012) evaluaron el efecto de un TH (55 °C, 10 min) sobre el DF,
maduracién y metabolismo de pared celular después del almacenamiento a 5 °C por
3 semanas, observando un proceso de maduracion mas rapido, indicado por
mayores cambios en la firmeza, velocidad de respiracion y produccion de etileno en
frutos tratados.

Zhu y col (2011) reportaron que dos tratamientos térmicos, uno con agua
caliente (55°C, 3-5 min) y el otro con aire caliente (38°C, 12 h), indujeron tolerancia al
frio en frutos de mango. La separacion electroforética bidimensional de proteinas

solubles mostré dos nuevos polipéptidos asociados con la induccién de tolerancia al
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frio, aunque no esta claro si estos polipéptidos son proteinas de choque térmico (Zhu
y col 2003).

Recientemente, Lépez-Lopez y col (2018) estudiaron el efecto de un TH (46.1
°C, 70-90 min) en mango cv Keitt almacenado a 5°C por 20 dias mas un periodo de
maduracién de 7 dias a 21°C. Los autores observaron que en comparacion con los
frutos control, los frutos de mango con TH presentaron una menor incidencia de
sintomas lo cual se reflej6 en un menor indice de dafio por frio. También se observé
gue los frutos con TH presentaron una menor lixiviacion de electrolitos y un menor
contenido de MDA, mayor contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y
carotenoides, asi como mayor actividad de enzimas antioxidantes, concluyendo que
la tolerancia al dafio por frio inducida por el TH esta asociada con la activacion del

sistema antioxidante enzimético y no enzimético.

C PROTEOMICA EN MANGO

El término proteoma fue acufiado en 1994 para definir a todas las proteinas
gue son expresadas por un genoma en un tejido o en una célula. El proteoma de un
organismo es un elemento altamente dinAmico, ya que sus componentes varian
dependiendo del tejido, célula o compartimiento celular que se estudie y estos, a su
vez, pueden cambiar debido a alteraciones en su ambiente, como situaciones de
estrés, accion de farmacos, requerimientos energéticos, o su estado fisioldgico
(normal o patoldgico). La proteémica puede dividirse en protedmica de expresion,
gue tiene como obijetivo la descripcion del proteoma total de un tejido, fluido, tipo
celular u organelo y las mediciones cuantitativas de los niveles de expresion

proteinica, y protedmica funcional, que se encarga del estudio de la funcion de
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proteinas dentro de sistemas biolégicos (relaciona cambios de expresion con una
funcion determinada) y la regulacién de su expresion, incluyendo las interacciones
proteina-proteina,  proteinas-ADN, proteinas-ARN y las  modificaciones
posttraduccionales (Pando-Robles y Ferreira-Batista 2007). Representa una
herramienta poderosa para caracterizar las redes bioquimicas y entender la fisiologia
molecular y el desarrollo del fruto (Palma y col 2011).

La informaciéon gendmica en mango es limitada. Hasta noviembre del 2014
habian sido depositadas en el GenBank del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI) 864 secuencias de nucledtidos, 1665 marcadores de
secuencia expresadas (ESTs) y 279 proteinas de mango (M. indica Linn,). En afios
recientes, la tecnologia de secuenciacion (RNA-Seq) a gran escala de lllumina ha
proporcionado una nueva puerta para identificar el nivel de expresién génica y de
nuevos transcritos, y se ha convertido en una herramienta poderosa para especies
donde falta informacién gendmica de referencia (Hong-xia y col 2014). Sin embargo,
la comparacién entre los niveles de expresion de mRNA, cantidad de proteina y
actividades enziméticas ha mostrado una baja correlacion, de manera que el analisis
transcriptomico no es suficiente para entender la dinamica de las proteinas o la
regulacion bioguimica (Gibon y col 2006; Wienkoop y col 2008).

Se ha mostrado que ocurren cambios en la expresion y actividad de las
enzimas involucradas en diferentes rutas metabdlicas en respuesta a temperaturas
bajas (Guy 1990; Hurry y col 1995). Martin (1987) considera que la regulacion de los
procesos metabolicos depende del control de la actividad enziméatica, y uno de los
mecanismos que regulan la actividad enzimatica es la alteracion de la concentracion

de enzima en la célula. Por tanto, en gran medida los niveles de expresion de
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proteinas reflejan la actividad enzimatica. La proteémica provee una evaluacion
directa de las proteinas involucradas en las rutas de respuesta al estrés y
consecuentemente es un enlace valioso entre el enfoque fisiolégico clasico y las
herramientas moleculares (Renaut y col 2004).

La caracterizacion del genoma y proteoma del mango pudiera ayudar en el
mejoramiento de los cultivos (Hong-xia y col 2014). Renuse y col (2012) analizaron la
proteina de hoja de mango e identificaron 538 proteinas a través de LC-MS/MS
combinado con busquedas en la base de datos de ESTs derivados de mango basado
en la identidad y homologia de las secuencias. En el caso particular del fruto de
mango, Andrade y col (2012) detectaron 373 proteinas e identificaron 47 proteinas
expresadas diferencialmente entre frutos pre-climatéricos y climatéricos utilizando
electroforesis bidimensional y la metodologia de LC-MS; encontrando que algunas
proteinas involucradas en la fijacion de carbono y biosintesis de hormonas eran
menos abundantes en frutos climatéricos y proteinas relacionadas con procesos
catabdlicos, de respuesta a estrés y defensa se acumularon durante la maduracion.
Fasoli y Righetti en el 2013 realizaron un estudio proteGmico en cascara y pulpa de
mango donde lograron identificar mas de 300 proteinas en cascara y en pulpa 2855.
Llegaron a la conclusién de que las proteinas encontradas en cascara estan
relacionadas principalmente con procesos de defensa y formando parte de la
estructura integral de la membrana plasmatica teniendo un papel importante en la
actividad de transferasa y en el transporte. En cambio las proteinas en pulpa estan
presentes en cloroplastos y nucleo y estan relacionadas con las funciones
metabolicas como la union del grupo hemo, glucolisis, procesos metabdlicos de los

carbohidratos y de respuesta al estrés oxidativo. También reportaron una lista de
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péptidos para ambos tejidos que no pudieron ser asignados a una proteina conocida
debido a la falta de conocimiento del proteoma completo del mango. Se encontré una
mayor cantidad de péptidos desconocidos en la cascara que en la pulpa lo que
corresponde con el menor niumero de proteinas identificadas en cascara en las
bases de datos. Debido a que el proteoma del mango no se conoce en su totalidad,
los autores compararon los datos con compuestos del mismo orden de planta
(Sapindales) pertenecientes al mismo grupo taxondmico (Plantae Manoliopsida).
Dentro de las proteinas que identificaron se encuentran proteinas de transferencia de
lipidos no especificas, superdxido dismutasa, proteinas tipo germina y profilina. Las
proteinas de transferencia de lipidos no especifica transfieren fosfolipidos al igual
gue galactolipidos a través de la membrana, asi que juega un papel importante en la
deposicion de cera y cutina en la pared celular de las células epidérmicas de
expansion y algunos tejidos secretores. La superoxido dismutasa destruye radicales,
los cuales son producidos normalmente dentro de las células y son téxicos a los
sistemas bioldgicos, por lo que esta involucrada en la respuesta celular a diversos
tipos de estrés como UV-B, iones cobre, intensidad de luz y salinidad. Finalmente,
las proteinas de tipo germina juegan un papel en la resistencia a un amplio espectro
de enfermedades vy la profilina en la polimerizacién y despolimerizacién de la actina
afectando la estructura del citoesqueleto.

A la fecha no se tiene registro de un perfil de proteinas expresadas
diferencialmente en frutos de mango en respuesta al estrés por frio o bien que hayan
sido sometidos a un tratamiento hidrotérmico previo y que pueda relacionarse con la

tolerancia inducida al dafio por frio. Sin embargo, existen estudios de este tipo en
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otros frutos que demuestran la utilidad de la protedbmica para entender las bases
bioguimicas de este desorden.

Salazar-Salas y col (2017) estudiaron los cambios en acumulacion de
proteinas asociados con tolerancia al dafio por frio inducida por el tratamiento
hidrotérmico en tomate cv. Imperial observando una mayor acumulacién de sHSPs,
de enzimas antioxidantes como SOD, APX y TPx1, encargadas de la detoxificacion
de la célula y enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos y energia,
por lo que sugieren que la tolerancia inducida por el tratamiento hidrotérmico podria
estar asociada principalmente al mantenimiento del estado redox y de la homeostasis

celular a través de la induccién de proteinas de defensa de la planta.
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IV JUSTIFICACION

El mango es un fruto tropical de gran importancia economica y nutricional a
nivel mundial. México es uno de los principales paises exportadores y se encuentra
entre los primeros cinco paises productores, mientras que Sinaloa se encuentra entre
los diez principales estados productores de mango.

La refrigeracion es un método efectivo para preservar la calidad de productos
hortofruticolas debido a sus efectos positivos sobre el metabolismo. Sin embargo, el
mango al ser un fruto climatérico es susceptible al dafio por frio (DF) afectando la
calidad del fruto y disminuyendo su vida de anaquel. La aplicacion de un tratamiento
hidrotérmico previo al almacenamiento en frio ha resultado una buena estrategia
para disminuir los efectos del DF en mango. Este tratamiento le confiere al fruto
mayor tolerancia a las temperaturas bajas manteniendo asi la calidad.

Sin embargo, el conocimiento sobre las bases bioguimicas y moleculares
involucradas en la tolerancia generada es poco y existe muy poca informacion acerca
de la expresion de proteinas en respuesta a las temperaturas bajas, asi como la
tolerancia inducida al DF. Por ello, en la presente investigacion se estudiaron los
cambios en el patron de expresion de proteinas en mango almacenado a
temperatura baja y tratado previamente con un tratamiento hidrotérmico en la idea de
aportar informacién que favorezca un mejor entendimiento de los mecanismos por
los cuales los frutos responden al estrés por bajas temperaturas a nivel bioquimico y

molecular.
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V OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL

Identificar proteinas asociadas con la tolerancia inducida al dafio por frio en

mango cv Keitt tratado hidrotérmicamente.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el indice de dafio por frio en frutos de mango con y sin tratamiento
hidrotérmico (TH) durante su almacenamiento a temperatura de dafio por
frio.

2. Evaluar parametros fisiolégicos (lixiviacion de electrolitos y MDA) en frutos
de mango con y sin TH almacenados a 5 °C para determinar su relacion
con la tolerancia inducida al dafio por frio.

3. Separar proteinas expresadas diferencialmente en frutos de mango con y
sin TH almacenados a temperatura de dafio por frio.

4. Identificar por espectrometria de masas proteinas expresadas
diferencialmente entre frutos de mango con y sin TH almacenados a

temperatura de dafio por frio.
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VI MATERIALES Y METODOS
A MATERIALES

Se utilizaron frutos de mango cv Keitt obtenidos de huertos ubicados en la
zona centro del estado de Sinaloa, los cuales fueron seleccionados en estado de
madurez comercial. Los frutos se llevaron al laboratorio de Fisiologia y Tecnologia
Poscosecha de la Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Facultad de
Ciencias Quimico Bioldgicas donde se lavaron con jabén y se sumergieron en
hipoclorito de sodio (200 ppm) por 3 min; transcurrido el tiempo se hizo una segunda
seleccion para descartar aquellos frutos que presentaran algun defecto o dafio.
Posteriormente, se dividieron en dos lotes: un lote fue considerado el control (sin
tratamiento hidrotérmico) y el otro recibié un tratamiento hidrotérmico (descrito mas
adelante). Ambos se almacenaron por 20 dias a 5°C, con retiros cada 10 dias para

un segundo almacenamiento por 7 dias a 21 °C.

B METODOS
1 Aplicacion del tratamiento hidrotérmico

El tratamiento hidrotérmico se aplic6 tomando como base las condiciones
establecidas para los tratamientos cuarentenarios aprobados para el control de
plagas de la fruta (USDA 2016). Los frutos se sumergieron en un bafio de acero
inoxidable que contenia agua a una temperatura de 46.1 °C durante un tiempo de 90
min (501-700g) 6 110 min (701-900g). Posteriormente, fueron enfriados a 25 °C
durante 30 min. Una vez transcurrido este tiempo, se retir6 el exceso de humedad

utilizando toallas de papel.
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2 indice de dafio por frio
La evaluacion del DF se realiz6 después de 10 y 20 dias a 5°C mas 7 dias a
21°C de acuerdo a lo reportado por Salazar-Salas y col (2017) con algunas
modificaciones. Los sintomas considerados fueron: coloracion no uniforme,
marchitez, picado superficial y areas necroticas. El nivel de dafio (ND) de cada
sintoma se evalu6é de manera visual tomando una escala de 5 puntos, donde 0=no
dafo, 1= 1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76%. El promedio del grado de dafio para
cada sintoma fue expresado como indice de DF utilizando la siguiente expresion:
IDF= SUM (ND) x Numero de frutos con ese ND / Namero total de frutos en la

réplica.

3 Lixiviacion de electrolitos

La evaluacion de lixiviaciéon se realizd siguiendo la metodologia reportada por
Campos y col (2003). Se tomaron 30 discos (0.05 cm?) de cascara de mango,
obtenidos con ayuda de un sacabocados, los cuales fueron lavados con agua
desionizada. Se cubrieron con 30 mL de manitol 0.3 M y se colocaron en agitacion
por 1 h a 350 rpm. Se midi6 la conductividad de la solucion a 25°C con un
conductimetro antes y después de colocarse en una autoclave a 120°C por 30 min,
esto para liberar todos los electrolitos. La lixiviacion se expres6 como porcentaje

electrolitos totales.

4 Contenido de malondialdehido (MDA)
Para la determinacion de la peroxidacion de lipidos se evalué el contenido de

MDA vy se utilizo la prueba del acido tiobarbitarico (TBA) de acuerdo a lo reportado
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por Hodges (1999) con algunas modificaciones. Se homogeniz6 1 g de tejido
congelado en una mezcla de etanol:agua en una relacion 80:20 (v:v) y se centrifugd
a 3000 g (Eppendorf, Mod 5804 R, USA ) durante 10 min. Se tomaron dos alicuotas
de 1 mL del sobrenadante, una de ellas se combiné con 1 mL de una solucion de
acido tricoloracético 20% (p/v) y 0.01 de hidroxitolueno butilado, y a la otra alicuota
se le afiadi6 1 mL de una solucién de &cido tricloroacético 20% (p/v), 0.01% de
hidroxitolueno butilado y TBA 0.65%. Posteriormente, las muestras fueron agitadas
vigorosamente e incubadas a 95 °C por 25 min, se enfriaron y centrifugaron a 3000 g
por 10 min. Se registro la absorbancia de las muestras a 440, 532 y 600 nm. Los
equivalentes de MDA fueron calculados de la siguiente manera:

1) A = [(Abs 532.7ga) — (Abs 600.7pa) — (Abs 532.tga — Abs 600.7ga)

2) B = [(Abs 440.7a — Abs 600.7ga) 0.0571]

3) Equivalentes de MDA (nmol « mL™) = (A — B/ 157,000) 10°

Los equivalentes de MDA se expresaron como nmol de MDA / g de ff.

5 Extraccién de proteinas

La cascara de mango almacenada a -70 °C se molié con ayuda de un mortero
y pistilo en presencia de nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. La extraccion
de proteinas se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Salazar-Salas y col
(2017) con algunas modificaciones. Previo a la extraccion, se realizaron lavados para
eliminar compuestos que pudieran acomplejarse con las proteinas e impedir su
solubilizacién. Primeramente se homogeneizaron 8 g de cascara molida con 10 mL
de &cido tricloroacético al 10% (p:v) en acetona con DTT 40mM durante 5 min,

posteriormente se centrifugé (11,000 g, 4 °C, 15 min) y se retiré el sobrenadante;
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este lavado se realizé 10 veces. Posteriormente se lavé con acetato de amonio 0.1
M en metanol al 80% y acetona al 80%. Finalmente, la muestra se transfirié a tubos
de 2 mL y se secd a temperatura ambiente hasta eliminar los residuos de los
solventes para realizar la extraccion de proteinas.

Las proteinas fueron extraidas con una mezcla fenol: amortiguador SDS
(Sacarosa 30%, SDS 2%, Tris-HCL 0.1 M pH 8.0 y 2-Mercaptoetanol 5%) en una
relacion 1:1. La mezcla se centrifug6 a 15 000 g durante 12 min para separar la fase
fendlica, de la cual se precipitaron las proteinas con 5 volumenes de acetato de
amonio 0.1 M en metanol a -20 °C durante 30 min. Las proteinas se recuperaron por
centrifugacion a 15 000 g durante 12 min; la pastilla se lavé con metanol y acetona al
80% y se dej6 secar para eliminar los residuos de los solventes.

La separacion de proteinas se realizé mediante electroforesis bidimensional
en geles de poliacrilamida (2D-PAGE). En la primera dimension, las proteinas se
separaron en funcién de sus puntos isoeléctricos (isoelectroenfoque), mientras que
en la segunda dimension se separaron en funcion del tamafio (SDS-PAGE). Para la
primera dimensién, las proteinas se resuspendieron en amortiguador de
rehidratacion (Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 2%, DTT 10 mM, Anfolitas pH 3-10 1%,
Azul de bromofenol 0.001%). Se cargaron 500 pg de proteina en tiras de pH
inmovilizado de 17 cm en un rango de pH de 5-8 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La
muestra se cargo en el gel por rehidratacion del mismo durante toda la noche y la
separacion se realiz6 en un sistema Protean IEF (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
utilizando las condiciones de voltaje y tiempo recomendadas por el proveedor (250 V,
20 min; 10 000 V, 2.5 h; 10 000 V, 40 000 V). Previo a la segunda dimension, las

proteinas fueron reducidas con DTT 130 mM en Tris-HCI 0.375 mM pH 8.8, Urea 6

49



M, Glicerol 20%, SDS 2% con agitacion durante 15 min, y alquiladas con
lodoacetamina 135 mM en Tris-HCI 0.375 mM pH 8.8, Urea 6 M, Glicerol 20%, SDS
2% durante 15 min. Las tiras se colocaron en la parte superior de un gel de
acrilamida al 12.5 % y la separacién se realizé en Tris 25 mM pH 8.3, Glicina 192 mM
y SDS 0.1% a corriente constante (40 mA) durante aproximadamente 14 h. Los geles
obtenidos se tifieron con azul de Coomasie al 0.1% en metanol 40% y acido acético
10%. Posteriormente se destifieron con metanol-acido acético-agua (40:10:50 y
7:10:83). Las imagenes de los geles se obtuvieron con un sistema de
fotodocumentacion ChemicDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las diferencias
cuali y cuantitativas se analizaron por medio del programa PDQuest (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA). La separacién y andlisis se realizé por triplicado.

6 Identificacion de proteinas

Las proteinas expresadas diferencialmente entre las muestras se identificaron
por espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Los geles se lavaron para
eliminar exceso de colorante azul de Coomasie y posteriormente las proteinas fueron
escindidas utilizando una punta de pipeta. El gel removido se sometio a una serie de
lavados con acetonitrilo para eliminar el colorante y se secé a vacio; posteriormente
se rehidratd con 45 L de una solucion de digestion [5 pL de una solucion de tripsina
[0.1 pg/uL (Promega, Madison, WI, EUA)] mas 40 puL de NH4HCO3; 50 mM] y se
incubd a 37 °C durante aproximadamente 18 h. Los péptidos fueron concentrados y
desalados utilizando puntas conteniendo resina tipo C18 en la punta (Zip-tip,
Milipore, Billerica, MA, EUA). La mezcla de péptidos se analizé con un sistema

LC/MS acoplado con un espectro de masas con trampa de iones (LTQ-XL, Thermo
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Scientific, San Jose, CA, EUA) utilizando una fuente de iones NanoSpray (3.0 kV). La
separacion cromatografica se llevd a cabo en una columna capilar de fase reversa
usando un gradiente de 5-80% de acetonitrilo durante 120 min. La adquisicién de los
espectros de masas se realizé con el programa Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific, San
José, CA, EUA) en un rango de masa-carga (m/z) de 300-2000, y los iones mas
intensos se fragmentaron por disociacion inducida por colision (CID, del inglés
Collision Induced Dissociation). Los datos se analizaron con el programa Proteome
Discoverer 1.3 usando el algoritmo SEQuest contra una base de datos referenciada.
Los pardmetros de busqueda para modificaciones fueron los siguientes: Cisteina
carbamidometilada como fija y oxidacion de Metionina como variable. El espectro
MS/MS proporcion6 informacion parcial de la secuencia de los péptidos y éstos

fueron comparados con secuencias de proteinas en las bases de datos.

7 Andlisis estadistico

Las evaluaciones se realizaron por triplicado y los resultados de las caracteristicas
evaluadas se analizaron mediante un ANOVA bifactorial, tomando como factores el
tratamiento (control y TH) y las condiciones de almacenamiento (0, 10, 20 a 5°C y
20+7 a 21°C). Se realiz6 una comparacion de medias mediante la prueba de Fisher
(LSD) con un a=0.05. Todos los analisis se realizaron con el programa
STATGRAPHICS Centurion version 15.2.06 (Stat Point Technologies, Inc.

Warrenton, VA, USA).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

A INDICE DE DANO POR FRIO

El indice de dafio por frio (IDF) fue evaluado despues de 10 y 20 dias de
almacenamiento a 5°C y después de un periodo de maduracion de 7 dias a 21°C.
Los principales sintomas observados fueron desarrollo de color no uniforme,
marchitez, picado superficial y areas necréticas (Figura 4). El sintoma de coloracion
no uniforme fue el primero en manifestarse en el almacenamiento en frio a partir del
dia 10, mientras que los sintomas de picado superficial, marchitez y areas necroticas
se manifestaron hasta el dia 20 en frio, siendo en todos los casos mayor en los frutos
control y aumentando la severidad de los sintomas cuando estos se trasladaron a la

etapa de maduracion a temperatura de 21°C (Figura 5).

1 Coloracion no uniforme

Uno de los efectos que tiene el DF es inhibir la biosintesis y produccién de
etileno 1o que provoca que el fruto de mango no pueda madurar de manera regular
(Nair y col 2004); asi mismo, disminuye la amarillez de la cascara y pulpa lo cual
puede estar relacionado con una menor formacion de carotenoides (Cantre y col
2017).

En el Cuadro 4 se puede observar que se presentd un aumento en el
desarrollo de la coloracion no uniforme de los frutos con respecto a los dias de
almacenamiento en frio tanto en los frutos control como los tratados
hidrotérmicamente (TH). Después del dia 10 de almacenamiento a 5 °C hubo un

incremento en la severidad de este sintoma observandose diferencias significativas
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Figura 4. Principales sintomas de dafio por frio en mangos cv. Keitt. A: Coloracion

no uniforme; B: Marchitez; C: Picadura superficial; D: Areas necroticas
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Dia CONTROL TH

10

20

20 +
7d a
21°C

Figura 5. Cambios en aparencia y maduracion de frutos de mango con y sin
tratamiento hidrotérmico durante el almacenamiento a 5°C durante 20 dias,
mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21°C.
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Cuadro 4. Efecto del almacenamiento y tratamiento hidrotérmico en los sintomas de

dafio por frio de cdscara de mango cv Keitt almacenado a bajas temperaturas.

Sintoma Tratamiento Condicion de Almacenamiento
10da5°C 20dat5°C 20da5°C+
7d a 21°C

Coloracién no Control 0.80+0.0°® 1.30+0.23** 1.93+0.61"
uniforme

TH 0.47 £ 0.12%% 0.60 + 0.35"%" 1.00+ 0.20*"
Marchitez Control 0.07+0.12°*  0.60+0.0"* 0.73+0.11"

TH 0.0°2 0.0%° 0.47+ 0.11*°
Picado Control 0.0“® 0.80 + 0.20°* 1.27+0.20"
superficial

TH 0.0%® 0.27 £0.11%° 0.73+0.23*°
Areas Control 0.0%? 0.0"? 1.60 £+ 0.11%2
necroticas

TH 0.0"? 0.0" 0.67 +0.11°%°

El indice de Dafio por Frio (IDF) fue calculado para cada sintoma como se menciona en la
seccion de materiales y métodos. Los valores son el promedio * la desviacion estandar de
tres réplicas. Letras mayusculas diferentes en una sola fila indican diferencia significativa
entre condiciones de almacenamiento y letras mindsculas diferentes para cada condicion de
almacenamiento indican diferencia significativa entre frutos control y con TH

(Fisher, a =

0.05).
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entre los frutos control y TH a los 20 dias a 5 °C y 20 dias a 5 °C +7 dias de
maduracién; los frutos con TH presentaron una coloracion més uniforme (Figura 5),
lo que sugiere una maduracién mas uniforme.

Los resultados del presente estudio son similares a los reportados por
Sivankalyani y col (2016b) en mango cv Keitt, donde frutos almacenados a 5y 8°C
mostraron un retardo en el cambio de color con respecto a los frutos almacenados a
12 y 18°C, lo cual sugiere que el almacenamiento a bajas temperaturas retrasa el
proceso de maduracion del fruto que conduce a una coloracion no uniforme. Asi
mismo, son consistentes con diversos reportes para otros cultivares de mango
(Gonzalez-Aguilar y col 2001; Wang y col 2008).

Se ha reportado que el tratamiento hidrotérmico acelera el proceso de
maduracién en comparacion con otros tratamientos. Dang y col (2008) observaron
gue frutos de mango tratados hidrotérmicamente previo a un almacenamiento en frio
presentaron un mejor desarrollo de color. Los tratamientos térmicos aceleran el
desarrollo de color amarillo en la cascara y en algunos casos mejorara la uniformidad
en el desarrollo del color, lo cual puede ser atribuido a la degradacion acelerada de la

clorofila y una acelerada sintesis de carotenoides (Jacobi y col 2001b).

2 Marchitez

El sintoma de marchitez en los frutos de mango almacenados a baja
temperatura se presentd hasta el dia 20 de almacenamiento a 5°C, apareciendo
solamente en los frutos control. Sin embargo, este sintoma se presentdé en ambos
lotes (control y TH) después del periodo de maduraciéon a 21 °C, aunque el dafio fue

significativamente mayor en los frutos control con respecto a los tratados (Cuadro 5).
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La marchitez o pérdida de agua ha sido considerado como un sintoma de DF
en frutos de mango. El estudio realizado por Cantre y col (2017) confirmé la
presencia de salida de agua intracelular en tejido dafiado por frio observando que las
células de frutos de mango con DF eran puntiagudas y menos esféricas comparado
con frutos no dafiados, el cual es un indicador de lixiviacion celular. Esta lixiviacion
de agua intracelular contribuyé a la disminucion en porosidad y conectividad de los
poros durante el desarrollo de DF, lo cual afect6 el intercambio de gases en el fruto
aumentando de manera drastica en frutos dafiados. De igual manera reportan que la
salida de agua pudo ayudar a la formacion de cavidades en el mesocarpio exterior,
cerca de la cascara, incrementando la disponibilidad del agua libre la cual pudo fluir
facilmente entre poros mas pequefios por capilaridad, difundirse y evaporarse en la
superficie del fruto creando cavidades alin mas grandes en el mesocarpio.

Lo critico de la presencia de este sintoma es que provoca de forma directa la
apariciéon de otro sintoma como lo es el oscurecimiento de la cascara, ya que el agua
libre que viaja a través de los capilares y se evapora en la superficie del fruto puede
contener compuestos fendlicos (Agillon y Lizada 2010), los cuales pueden causar
reacciones de oscurecimiento con polifenoloxidasa en céscara.

En los resultados obtenidos en este estudio se puede ver que el TH puede
estar creando un efecto protector ante este sintoma manteniendo la integridad de la
membrana y pared celular impidiendo asi la salida de agua intracelular evitando la

marchitez del fruto.
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3 Picado superficial

Una de las alteraciones mas notables asociadas con el DF es el efecto que
tiene sobre la apariencia externa del fruto lo cual incluye dafio en la superficie del
fruto, entre ellos el picado (Fernandez- Trujillo y col 2006). Cuando el sintoma de
picado es visible, la pudricion por el DF es irreversible.

En el Cuadro 5 se muestra el desarrollo del sintoma de picado superficial
entre los frutos control y tratados hidrotérmicamente con respecto a los dias de
almacenamiento en frio. Este sintoma se hizo visible solamente en frutos control
después de 20 dias a 5°C; mientras que en la etapa de maduracién se pudo observar
en ambos tratamientos, siendo significativamente menor en frutos con TH.

En frutos como pepino el picado superficial es el sintoma principal de DF.
Zhao y col (2014) realizaron un analisis estructural del dafio y encontraron que éste
esta asociado a grietas en la cuticula y con el hundimiento de las células epidérmicas
cercanas a los estomas, los cuales en conjunto llevan a un aumento en la velocidad
de respiracion, asi como en pudriciones debido al crecimiento de hongos
necrotroficos (Fernandez- Trujillo 2006; Tatsumi y col 1987). En cuanto al fruto
calabacin se mostré6 mediante un andlisis microscopico que el picado superficial es
causado por la muerte celular y el colapso de la célula, asociados con la
solubilizacion de la pectina y la degradacion de la pared celular (Carvajal y col 2015).

Los resultados del presente estudio muestran el efecto protector que tiene el
tratamiento hidrotérmico sobre este sintoma de DF, el cual puede estar previniendo
la deterioracion de la membrana celular y mejorando el estado antioxidante de los

frutos pre-tratados (Yi-Wang 1994; Wang y col 2013; Carvajal y col 2015),
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disminuyendo y retardando asi la apariciéon del picado superficial en los frutos de
mango.
4 Areas necroticas o pudricion

Uno de los sintomas mas severos del DF en mango es la aparicién de areas
necroéticas o pudriciones. El aumento en la susceptibilidad a las pudriciones debido al
DF ha sido observado previamente en varios frutos, y se ha relacionado con la
debilidad del tejido y un incremento de la penetracion de patdgenos (Lyons 1973).

Al igual que en el sintoma de marchitez la aparicion de areas necréticas fue
hasta el dia 20 de almacenamiento a 5°C y solamente en frutos control. En el periodo
de maduracion hubo un incremento de las areas necroticas de hasta 3 veces en el
caso de los frutos control presentandose un nivel de dafio de un 25 hasta 50% de la
superficie del fruto, mientras que en frutos con TH fueron pocos los que presentaron
dicho sintoma siendo menor del 25% de la superficie del fruto, observandose
diferencias significativas (p<0.05) en el dia 20 y 20+7 entre frutos control y con TH.
Esto puede deberse a que durante el almacenamiento a temperaturas de DF hay un
incremento en la aparicibn de manchas rojas y negras, las cuales fueron
correlacionados con la acumulacién de pudricién en la cascara, sugiriendo que estas
aperturas en la cuticula del fruto son los sitios en donde se favorece la penetracion y
ataque de patdégenos fungicos (Sivalyankani y col 2016).

Como se menciono, la salida de los contenidos celulares resulta en un cambio
drastico en la microestructura de la célula principalmente en la red de poros lo cual
afecta la aireacion normal del tejido y el metabolismo del fruto (Cantre y col 2017).
Como consecuencia, estos cambios facilitan una cascada de reacciones

bioguimicas, lo que lleva a un oscurecimiento (Chidtragool y col 2011; Vela y col
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2003), oxidacion de lipidos (Zhao y col 2009), y deterioracion de la membrana
(Marangoni y col 1996). Estas reacciones aceleran la senescencia de los frutos las
cuales se pueden observar como areas necréticas y pudriciones. Yimyong y col
(2011) mostraron como el TH en mango tuvo una gran influencia en varios procesos
metabdlicos, incluyendo procesos oxidativos, cambios en la pared celular y el
mantenimiento de los niveles de proteina y ARN durante el almacenamiento en frio y
durante la maduracion. Los resultados obtenidos por estos autores sugieren que el
TH altera de manera significativa los procesos metabdlicos probablemente
mejorando asi el mantenimiento de la homeostasis celular; este efecto podria
extender la vida de anaquel de los frutos tratados después de ser transferidos del

almacenamiento a temperaturas bajas a temperatura de maduracion.

B CAMBIOS EN PARAMETROS RELACIONADOS CON ESTRES POR BAJA
TEMPERATURA Y TOLERANCIA INDUCIDA AL DANO POR FRIO
1 Lixiviacion de electrolitos

Durante la maduracién y el dafio por frio hay cambios en la integridad y
permeabilidad de la membrana celular (Lacan y Baccou 1996). La lixiviacion de
contenidos celulares se ha utilizado como un indicador de la permeabilidad de la
membrana durante procesos como la maduracion, senescencia o dafo por frio (King
y Kudford 1983; Fuchs y col 1989; McCollum y McDonald 1993; Hakin y col 1995).
Por tanto, el analizar los cambios en la lixiviacion de electrolitos puede ser util para
determinar los efectos tanto de las temperaturas de dafio por frio como el tratamiento

hidrotérmico en frutos de mango.
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En la Figura 6 se muestran los valores obtenidos para lixiviacion de
electrolitos en los frutos de mango almacenados a temperatura de DF (5°C) durante
20 dias mas un periodo de 7 dias de almacenamiento a temperatura de maduracion
(21°C). Como se puede observar en el grafico, la lixiviacion de electrolitos fue
aumentando respecto a los dias de almacenamiento en frio (5°C). Se observaron
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos a partir del dia 10 y se
mantuvo durante el almacenamiento en frio y la etapa de maduracion, siendo menor
en frutos tratados hidrotérmicamente. Esto puede deberse a que el estrés por frio
puede aumentar la permeabilidad de las membranas de los frutos de mango
permitiendo la fuga de electrolitos. Aun cuando los sintomas no fueron visibles hasta
los 20 dias de almacenamiento en frio y después de la etapa de maduracion a 21 °C,
durante el estrés por frio se genera una respuesta primaria que involucra la
disminucion de la fluidez de los microdominios de las membranas celulares, lo cual
puede dafar proteinas de membrana importantes resultando en un incremento en la
rigidez. Estos cambios en la estructura de la membrana estan asociados con la
perdida de la compartimentalizacion celular y con un incremento en la lixiviacion de
electrolitos.

Este comportamiento ha sido observado previamente en frutos de tomate cv
Imperial y Micro-Tom (Salazar-Salas y col 2017; Malacrida y col 2006; Cruz-Mendivil
2015). Recientemente, Lopez-Lopez y col (2018) trataron hidrotérmicamente al fruto
de mango cv Keitt bajo las mismas condiciones y observaron el mismo
comportamiento, una menor lixiviacion de electrolitos en frutos tratados con respecto
a los frutos control encontrando diferencias significativas a partir del dia 10 a 5°C y

manteniéndose esta diferencia después de 20 dias a 5°C y en la etapa de
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maduracién. La mejora en la tolerancia del fruto al estrés por frio como fue reportado
por McCollum y col (1993) en mangos precalentados con aire a 38°C por 48 h. En el
presente estudio la tolerancia generada por el tratamiento hidrotérmico puede ser
observada por los niveles menores de lixiviacion obtenidos, lo cual pudiera estar
relacionado con una menor permeabilidad de la membrana. Resultados similares
fueron observados por Midehghan y col (2007) al tratar hidrotérmicamente frutos de
granada y almacenarlos en frio. La menor lixiviacion de electrolitos en frutos tratados
se correlacion6 con una mayor proporcion de lipidos insaturados/saturados
encontrados en estos frutos con respecto al control. El incremento en el grado de
insaturacion, lo cual ha sido reportado como mecanismo de aclimatacion a bajas
temperaturas (Stanley 1991; Campos y col 2003), podria estar ayudando al
mantenimiento de la fluidez de la membrana a bajas temperaturas, resultando en un

menor escape de electrolitos.

2 Contenido de malondialdehido (MDA)

El estrés oxidativo inducido por el DF incrementa la produccién de EROs como
anion superoxido, peroxido de hidrogeno, radicales hidroxilo, Oxido nitrico y
peroxinitrato, los cuales reaccionan con los lipidos de membrana, induciendo la
peroxidacion, lo que lleva a la degradacion de la misma. El malondialdehido es un
producto de la peroxidacion de lipidos, y es utilizado como indicador de estrés en
algunos tejidos (Parkin y col 1989).

En la Figura 7 se muestran los valores obtenidos para el contenido de MDA.
El almacenamiento a temperatura baja ocasion60 un aumento en el contenido

conforme transcurrieron los dias de almacenamiento en frio, observandose
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diferencias significativas a partir del dia 10 de almacenamiento a baja temperatura y
durante la etapa de maduracion. Esto ha sido observado previamente en cascara de
mango Keitt por Sivankalyani y col (2016b), reportando una mayor acumulaciéon de
MDA a partir del dia 7 a 5°C, aumentando de manera gradual a medida que
aumentaba el tiempo de almacenamiento en frio. Los frutos sometidos al TH
presentaron valores de MDA significativamente (p<0.05) menores que los no
tratados. Estos resultados son consistentes con los reportados por Lopez-Lopez y col
(2018) para céscara de frutos de mango cv Keitt tratados hidrotérmicamente, lo cual
relacionaron con un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como SOD,
APX y CAT que podrian estar reduciendo las especies reactivas de oxigeno e
impidiendo su interaccion con los lipidos de membrana. Este efecto del TH sobre el
contenido de MDA ha sido observado en otros frutos como tomate cv Micro-Tom
(Malacrida 2005) y kiwi (Ma y col 2014), donde los frutos con TH presentaron una
menor acumulacién de MDA. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que
el tratamiento hidrotérmico reduce la peroxidacion de lipidos generando un efecto
protector y tolerancia al estrés por frio manteniendo la integridad de la membrana. En
estos estudios se ha demostrado la importancia de la aplicaciéon de un TH en la
induccion de la tolerancia al DF, lo cual se vio reflejado en la reduccion de los
sintomas visuales de este desorden y de los parametros fisiologicos relacionados

con disrupcion del funcionamiento adecuado de la membrana celular.
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C CAMBIOS EN LA ACUMULACION DE PROTEINAS RELACIONADOS CON
ESTRES POR BAJA TEMPERATURA Y TOLERANCIA INDUCIDA AL DANO POR
FRIO

Se obtuvieron mapas bidimensionales de proteinas extraidas de la cascara de
frutos de mango almacenados a 5°C durante 0, 10 y 20 dias. Se llevé a cabo un
andlisis para detectar las proteinas acumuladas diferencialmente entre frutos control
y tratados hidrotérmicamente, las cuales pudieran estar relacionadas con el estrés y
tolerancia inducida al dafio por frio.

En la Figura 8 se muestran los mapas bidimensionales de proteinas de
cascara de mango almacenados a temperatura de dafio por frio a los dias 0, 10 y 20;
las flechas indican las proteinas acumuladas diferencialmente entre los frutos control
y con tratamiento hidrotérmico. El andlisis de cada uno de los mapas bidimensionales
con el programa PDQuest detecto alrededor de 400 proteinas, de las cuales 33 se
acumularon diferencialmente entre los frutos. Debido a la poca abundancia de
algunos de los polipéptidos, s6lo en 23 de las 33 proteinas que difieren entre los
mapas de frutos control y TH fue posible obtener espectros de masas en tandem
aptos para su utilizacion en la busqueda en las bases de datos.

En el dia O se detectaron 12 proteinas acumuladas diferencialmente, de las
cuales 5 de ellas fueron cualitativas, es decir se encontraron sé6lo en uno de los
tratamientos, mientras que las otras 7 proteinas presentaron diferencias cuantitativas
entre ambos tratamientos. Después de 10 dias a 5°C se encontraron 18 proteinas
acumuladas diferencialmente; 6 cualitativas y 12 cuantitativas, de las cuales 11

corresponden a proteinas acumuladas diferencialmente en el dia 0. Al dia 20 de
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hidrotérmicamente y frutos control almacenados a 5°C durante 0, 10 y 20 dias. Las
flechas indican las proteinas acumuladas diferencialmente entre los frutos control y

TH, cuya identificacion por LC-MS se indica en el cuadro 5.
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almacenamiento en frio se encontraron 17 proteinas diferenciales; 4 cuantitativas y
11 cualitativas, 11 coincidieron con las del dia 0 y 11 con las del dia 10, siendo 6 de
ellas las que se expresaron diferencialmente solo en este dia de almacenamiento.

En la Figura 9 se muestra la identificacion por espectrometria de masas en
tandem de la proteina indicada con los nimeros 2 y 36 en la Figura 5. En la Figura
9A se presenta la huella peptidica de la proteina obtenida en el primer analizador de
masas. El ion con una relacién masa / carga (m/z) de 814.43 (cuadro rojo) fue uno de
los que se selecciono para inducir su disociacion y posterior analisis en el segundo
analizador de masas; la Figura 9B muestra el espectro MS/MS de este i6n, donde
ademas se indica la secuencia parcial de aminoacidos predicha para algunos de los
iones resultantes de la disociacion.

La busqueda en las bases de datos determind que este péptido forma parte de
la proteina superdxido dismutasa, cuya secuencia completa se indica en la
Figura9C. La identidad y funcion de las proteinas asociadas al estrés por frio y que
pudieron ser identificadas por espectrometria de masas se muestra en el Cuadro 5.

De las proteinas identificadas en estos mapas (Figura 8, Cuadro 5), ocho
estan relacionadas con procesos de estrés y defensa [Proteina de choque térmico de
bajo peso molecular (sHSP clase Il 17.6 kDa), #3, 5, 9, 20, 21 y 25; Peroxidasa
(POX), #35; Superoxido dismutasa (SOD), #2 y 36; Factor de transcripcion de
choque térmico Al (HsfAl), #12, 30 y 45; Chalcona sintasa (CHS), #16; y Catalasa
(Cat), #15], seis de ellas participan en el desarrollo y maduracion del fruto [Fitoeno
desaturasa (PDS), #19 y 31; Pectato liasa (PL), #46; GTPasa pequefia Rab X

(GTPasa RabX), #7, 24 y 43; Isocorismato hidrolasa(lsoCH), #10, 29 y 37; 8-
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galactosidasa (B-Gal), #13, GTPasa pequefia Rab 11, #18]; una involucrada en
procesos de transcripcion [DNA-directed RNA polimerasa V, #27 y 41]; tres en
fotosintesis y respiracion [Oxygen evolving enhancer protein 1 (OEE1), #19; Oxygen
evolving enhacer protein 2(OEE2), #11; ubiquinol oxidasa (UbOX), #14]; dos en
patogénesis [Albumina 2S (Alb2S), #11, 28 y 44; B-1,3-glucanasa ($-1,3-Glu), #1 y
17], una en B-oxidacién [acetil-CoA aciltransferasa (KAT) , #6, 23 Y 42], y dos para
las cuales aun no esta muy clara su funcién [Hypothetical protein CICLE v (HypProt),
#41; methyl-CpG-binding domain-containing protein 9 (MBD9), #6, 23 y 42]. El

andlisis y discusion de estos resultados se presenta en la siguiente seccion.

1 Proteinas relacionadas con respuesta al estrés y defensa
a Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico (HSPs) son parte de un grupo de proteinas
inducidas por estrés ambiental para proteger o ayudar a reparar el dafio a la planta
(Sabehat y col 1998). Tres de los polipéptidos identificados (#3, 5, 9, 20 21 y 25)
corresponden a proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (sHSPs) de
17.6 kDa (Cuadro 5). Como era de esperarse, se presentd una mayor acumulacion
de estas proteinas en los frutos sometidos al TH con respecto a los no tratados
desde la aplicacion del TH (dia 0) hasta el dia 20 en almacenamiento a 5°C (Figuras
8 y 10). Esto coincide con estudios previos donde se ha reportado que temperaturas
moderadamente altas inducen la sintesis de proteinas de bajo peso molecular en
frutos de tomate (Sabehat y col 1996), las cuales podrian estar contribuyendo en la
adquisicion de la termotolerancia por parte de los frutos y podrian tener un papel

especifico en la adquisicion de la tolerancia al DF.
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Figura 10. Cuantificacion de proteinas acumuladas diferencialmente entre los frutos
de mango tratados hidrotérmicamente y frutos control almacenados por 0 (A), 10(B)
y 20(C) dias a 5°C. La intensidad de la proteina es el promedio de tres réplicas. Las
barras verticales indican el LSD (a=0.05) entre tratamiento por proteina. Las medias
son diferentes significativamente cuando las barras no se traslapan horizontalmente.
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La abundancia de las sHSPs en las plantas y sus caracteristicas funcionales
de unirse y estabilizar proteinas desnaturalizadas sugieren su papel tan importante
en la adquisicion de tolerancia al estrés (Sun y col 2002).

Una de las teorias del desarrollo de DF en los frutos es la alteracién de la membrana
celular. Las HSPs podrian asociarse con proteinas de membrana estabilizando su
estructura y funcién durante y después del estrés por frio, proporcionando un efecto
protector. Lee y col (1995) demostraron que las sHSPs forman complejos que
previenen la inactivacion de la enzima citrato sintasa. Este efecto protector de
proteinas citosélicas y su asociacién con la membrana podria ser una via por la cual

las HSPs le confieren tolerancia al DF a los frutos.

b Peroxidasa

Otra de las proteinas identificadas fue Peroxidasa (#35) (Figura 8, Cuadro 5).
La acumulacibn de esta enzima se observd solamente en frutos tratados
hidrotérmicamente a los 20 dias de almacenamiento a 5°C (Figura 8).

Las enzimas peroxidasas son proteinas que contienen un grupo hemo y
utilizan H,O, en la oxidacion de varias sustancias organicas e inorganicas (Prasad y
col 1995). Esta enzima juega diversos papeles bioquimicos vy fisiolégicos en plantas
como en es el crecimiento, procesos de diferenciacion y desarrollo, sintesis de
etileno, sistemas redox de las membranas plasmaticas, acidificacion y lignificacion de
la pared celular, asi como en respuesta a infecciones por patdgenos.

Matto y Modi (1975) mostraron que peroxidasa es una de las enzimas clave
regulatorias en el proceso de maduracion de mango, al observar un aumento

significativo en la actividad de esta enzima durante el pico climatérico asociado con
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el inicio de la maduracion (Biale y Young 1982). Esto podria explicar la aparicion de
esta enzima hasta el dia 20 de almacenamiento en frio, ya que al estar a 5 °C hay
una disminuciéon del metabolismo retrasando el proceso de maduracion. Sin
embargo, solo se observo en frutos con TH quiza porque son los que alcanzaron una
maduracién méas uniforme. La actividad de esta enzima se ve influenciada por la
temperatura. Toraskar y Modi (1984) observaron que en frutos de platano dafiados
por frio habia una disminucion en la actividad de peroxidasa; ya que la enzima tenia
una menor afinidad hacia el H,O,. De igual manera Anderson y col (1995) reportaron
una disminucioén de la actividad de peroxidasa en plantulas de maiz dafiadas por frio.
Esto podria explicar porque no se observé acumulacion de esta proteina en los frutos
control después de 20 dias a 5 °C.

El rol de peroxidasa no esta del todo establecido, pero se ha sugerido que
podria contribuir a mantener los niveles de H,O, bajos en la mitocondria (Prasad y col
1995) ya que se ha mostrado que la mitocondria es uno de los lugares donde se
genera un mayor estrés oxidativo inducido por el dafio por frio (Prasad y col 1994).
Asi mismo, la enzima peroxidasa esté involucrada en el proceso de lignificacién en
la pared celular (Siegel 1993), el cual se ha relacionado con la tolerancia inducida al
frio (Anderson y col 1995). También peroxidasas localizadas en vacuola podrian
contribuir al secuestro de H,0, citosélico (Takahama 1992). Estas funciones podrian
estar relacionadas con la tolerancia adquirida al dafio en los frutos de mango

tratados hidrotérmicamente.
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¢ Superoxido dismutasa

Uno de los mecanismos relacionados con la incidencia de DF es la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno, ya que si estas no son
inactivadas rdpidamente pueden interaccionar con otras moléculas como lipidos,
ADN vy proteinas, resultando en su oxidacién (Rive-Evans y col 1997). La enzima
superdxido dismutasa (SOD) forma parte del sistema enzimatico antioxidante y
cataliza la conversion de los radicales superéxido produciendo peréxido de hidrogeno
y oxigeno molecular, por lo que esta enzima es clave para la detoxificacion de las
especies reactivas de oxigeno (EROs) (Gomez y col 2009).

La acumulacion de SOD fue mayor en frutos tratados hidrotérmicamente durante
el almacenamiento en frio (#2 y 36) pero sélo se observo diferencia significativa al
dia 20 de almacenamiento a 5°C (Figura 8). El efecto del TH en la acumulacién de
esta enzima puede ser de gran importancia en la eliminacion de EROs producidos
por el estrés por frio. Al disminuir la cantidad de estos compuestos toxicos se reduce
la probabilidad de interaccion con estructuras de gran importancia como los lipidos
de membrana celular disminuyendo la peroxidacién de estos, lo cual coincide con lo
observado en nuestro estudio en el contenido de MDA en frutos tratados
hidrotérmicamente (Figura 7). Por otra parte, los frutos control almacenados a 5°C
presentaron una mayor incidencia de sintomas de DF, lo cual podria relacionarse con
una menor capacidad de contrarrestar EROs debido a la menor acumulacion de
SOD. Esta enzima podria ser clave en la adquisicion de la tolerancia al dafio por frio
en frutos de mango con un tratamiento hidrotérmico.

Resultados similares han sido reportados en estudios previos. Safizadeh y col

(2007) trataron hidrotérmicamente frutos de limén cv Lisbon y obtuvieron una mayor
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actividad de SOD durante el almacenamiento por frio comparado con los frutos
control, asi como una menor incidencia de los sintomas de dafio por frio y un menor
contenido de MDA, sugiriendo un papel protector de esta enzima mediante la
detoxificacion de los radicales libres. Por otro lado, Yimyong y col (2011) encontraron
mayores niveles de transcritos de SOD en frutos de mango cv Okrong tratados

hidrotérmicamente que en el control durante el almacenamiento a bajas temperatura.

d Factor de transcripcién de choque térmico Al

Los factores de transcripcion de choque térmico (Hsfs) son los componentes
terminales de una cadena de transduccion de sefales, intermediarios en la activacion
de genes de respuesta al calor y un gran niumero de estresantes quimicos (Nover
1991; Morimoto 1992). Estos factores de transcripciébn son los reguladores
principales de la respuesta al estrés térmico. Cuando las células detectan este tipo
de estrés rapidamente se activan los Hsfs y se mejora la expresién de varios genes
gue codifican para proteinas de choque térmico (Ohama y col 2016). La acumulacion
del factor de transcripcion de choque térmico Al (HsfAl) solo fue observada en
frutos con tratamiento hidrotérmico en los tres diferentes dias evaluados (Figura 8 y
10).

En particular, el HsfAl es uno de los mas importantes al ser de los
reguladores principales indispensable en la activacion de redes transcripcionales. Se
ha predicho que HSFA1 regula directamente los niveles de expresion de genes que
codifican para diferentes factores de transcripcion de respuesta al estrés térmico
(Ohama y col 2017). ElI HsfAl parece tener una funciébn Unica como regulador

principal en la termotolerancia adquirida, y no puede ser reemplazado por otro HSF.
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En tomate, se ha identificado a este como el responsable de generar la respuesta al
estrés térmico y posteriormente, por interactuar con otros Hsf (Al y B1) teniendo
efectos en diferentes aspectos de la respuesta térmica y el mantenimiento y/o
restauracion de la expresion de los genes constitutivos (von Koskull-Déring y col
2007).

Diferentes estudios han mostrado que una planta puede generar un efecto de
tolerancia cruzada, es decir, el exponer a una planta a ciertas condiciones de estrés
moderado induce tolerancia a otro tipo de estrés. El estrés con altas temperaturas se
ha encontrado que protege contra DF en diferentes frutos y verduras como aguacate
(Woolf y col 1995), chile (Mencarelli y col 1993) y tomate (Lurie y Klein 1991). Uno de
los mecanismos podria ser la activacion de estos factores de transcripcion que llevan
a la expresion de otros genes que codifican para proteinas involucradas en
termotolerancia, uno de ellas y de las mas importantes, las proteinas de choque
térmico las cuales también fueron identificadas en este trabajo, incluso sélo en frutos

tratados hidrotérmicamente.

2 Proteinas relacionadas con procesos de desarrollo y maduracion del fruto
a Fitoeno Desaturasa

El cambio de color durante la maduracion incluye la conversion de cloroplastos
a cromoplastos. Como resultado de la pérdida de capacidad fotosintética de los
cloroplastos, los tilacoides se convierten en sitios para la acumulacion de
carotenoides en las células de los frutos (Klee y Giovannoni 2011). La acumulacion

de pigmentos depende del cultivar de mango, pero en general, este fruto tiene un alto
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contenido de carotenoides en el mesocarpio responsable del color amarillo intenso
(Singh y col 2013).

Una de las proteinas identificadas fue la enzima fitoeno desaturasa (Figura 8,
Cuadro 5), cuya acumulacion fue significativamente mayor (p < 0.05) en frutos con
TH con respecto a los control en todos los dias evaluados (Figura 10). Esta enzima
esta involucrada en la sintesis de carotenoides, donde introduce dobles enlaces para
la formacion de licopeno a partir de fitoeno (Ye y col 2000).

El DF estd asociado con una reduccién en la sintesis de carotenoides
(Gutierrez y col 1997), lo cual ha sido reportado por varios autores en mango. Talcott
y col (2005) report6 una menor formacion de carotenoides en mango cv Tommy
Atkins almacenados por 8 d a 5°C previo a un periodo de maduraciéon, comparado
con frutos almacenados a 20°C. Medlicott y col (1990) observaron el mismo efecto en
el mismo cultivar almacenado a 12°C por 16 dias, observando una reduccion del
70% en carotenoides comparado con frutos no dafiados por frio después de la etapa
de maduracién. Por otro lado, dentro de las respuestas generadas por el tratamiento
hidrotérmico en mango, ademas del incremento en la maduracion, es la acumulacion
de carotenoides responsables del tipico color anaranjado del fruto (Talcott y col
2005).

El tratamiento hidrotérmico podria estar involucrado en el mantenimiento de la
estructura y funcion de fitoeno desaturasa. Como se mencion6é anteriormente el
estrés generado por el calor genera la produccion de proteinas con actividad
chaperona (HSPs) las cuales pueden unirse a diversas proteinas estabilizandolas y
asi mantener su funcién. De esta manera, el TH puede estar ayudando a que la

actividad de esta enzima se lleve a cabo de forma normal, lo cual se vio reflejado en
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un mejor desarrollo de color y una maduracion mas uniforme en los frutos tratados

(Figura 4, Cuadro 4).

b Pectato Liasa

La enzima pectato liasa (#46) fue otra enzima identificada en el analisis entre
frutos de mango tratados hidrotérmicamente y los frutos control. Esta enzima es
responsable de los enlaces a-1,4-glicosidicos en homogalacturonanos
demetilesterificados por B- eliminacién y produce 4,5-oligogalacturonidos insaturados
en sus extremos reductores (Palusa y col 2007). La presencia de esta proteina se
detectd hasta el dia 20 de almacenamiento a 5 °C y solamente en frutos de mango
tratados hidrotérmicamente (Figuras 5y 7).

Durante el proceso de maduracion hay una serie de cambios estructurales y
de composicion en la pared celular lo que conlleva a la pérdida de firmeza y el
ablandamiento del fruto. ElI ablandamiento en frutos climatéricos como el mango
incluye modificaciones estructurales de la pared celular, depolimerizacién de
hemicelulosas y poliurénidos (Fisher y Bennet 1991: Brummell y Hapster 2001).
Todos estos cambios son debidos a la accion de diversas enzimas, entre ellas
pectato liasa. Debido a que las pectinas son componentes principales de la pared
celular, su degradacion es un proceso importante en el ablandamiento del fruto
durante la maduracién (Chourasia 2006).

Chourasia y col (2006) mostraron que pectato liasa es la principal enzima
responsable del proceso de ablandamiento en mango, ya que este proceso se

correlacion6 con un incremento en los niveles de transcrito de un gen que codifica
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para esta enzima durante la maduracion del fruto. No se detecté la presencia de este
transcrito en otros tejidos o en frutos inmaduros.

También se ha estudiado el efecto del tratamiento hidrotérmico sobre la
expresion de este gen. Yimyong y col (2011) reportaron una mayor acumulaciéon de
trascritos de pectato liasa en frutos tratados hidrotérmicamente comparado con frutos
control durante el almacenamiento a bajas temperaturas, lo cual concuerda con lo
encontrado en el presente estudio. El tratamiento hidrotérmico en mango puede estar

ayudando a mantener el proceso de maduracién de forma regular.

¢ GTPasa Pequefatipo Rab Xy Rab11l

Dentro de las proteinas identificadas se incluyen GTPasa pequefias tipo Rab
(Spots #7, 24, 43 y 18; Figura 8, Cuadro 5). En el caso de la GTPasa pequefia
RabX spot (#7,24,43) presentd una mayor acumulaciéon en frutos con TH en los tres
dias de evaluacion del almacenamiento en frio. En el caso de la proteina GTPasa
pequefia Rabll (#18) solo mostré diferencias significativas a los 10 dias a 5 °C y
también present6 mayor acumulacion en frutos con TH.

Las proteinas GTPasas pequefias son una superfamilia (tamafio de 21-30
KDa). Su interaccidon con varios reguladores y efectores generan una diversidad
funcional y crean funciones novedosas en diferentes organismos. En plantas, estas
proteinas proporcionan la capacidad de utlizar GTPasas pequefias como
interruptores moleculares clave en la modulacion de varias rutas de sefalizacion
especificas y funciones (Yang 2002). El equilibrio entre las formas activas e inactivas
de estas proteinas es controlado por proteinas regulatorias positivas y negativas en

respuesta a diferentes condiciones celulares y estimulos extracelulares (Abbal y col

82



2008). La familia de GTPasas pequefias se divide en al menos 5 familias, incluyendo
Ras, Rho, Rab, ARfy Ran (Bischoff y col 1999; Takai y col 2001).

Las GTPasas pequefias tipo Rab se ha encontrado que estan presentes en
vesiculas; las cuales estan involucradas en el traslado de proteinas y moléculas
grandes a través de la célula (Olkkonen y Stenmark 1997). Cada tipo de Rab esta
asociado con un tipo especifico de vesicula y probablemente juegan un rol en
asegurar una fusién correcta (Takai y col 2001). Ademas se ha mostrado que son
reguladores importantes en el trafico endomembranoso (Molendjik y col 2004),
mediando la comunicacibn entre vacuola, membrana plasmatica, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y pared celular.

Estudios previos han mostrado la importancia de algunas GTPasas tipo Rab
en el desarrollo y maduracion de algunos frutos como tomate y mango (Lu y col
2001; Zainal y col 1996). El desarrollo de los frutos viene acompafiado de un niamero
de cambios incluyendo division y elongacion celular, metabolismo primario y
secundario con cambios en color, sabor y textura (Brady 1987; Seymour y col 1993).
Estos cambios son resultado de la accion de diversas enzimas, las cuales son
movilizadas a través del sistema endomembranoso de la célula, transportadas a la
vacuola y secretadas en el apoplasto para el ablandamiento de la pared celular (Lu y
col 2001).

Zainal y col (1996) encontraron una clona de ADNc de longitud completa
(RabX) en mango que tenia homologia con una clase de GTPasa pequefia tipo
rabl1/YPT3. Al analizar cuatro diferentes estados de madurez se encontré que el
gen RabX de mango es expresado en una manera ampliamente regulada. A pesar

de que aun no es clara la funcién de esta proteina en el proceso de maduracion, el
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hecho de que la expresién de este gen sea inducida durante este proceso sugiere su
relacién con esta ruta de secrecién regulada.

Como ya se mencion6, durante la maduracion los frutos sintetizan de manera
especifica un numero de enzimas que actian en la pared celular y por tanto
necesitan ser secretadas especificamente y dirigidas activamente al apoplasto.
Nuevos componentes y polisacaridos de la pared celular pueden ser secretados
durante la maduracion. La proteina RabX podria estar involucrada en el movimiento
de estas enzimas o componentes de la pared celular alterados durante la
maduracién, quizds actuando como proteinas de unién especifica dentro del aparato
de Golgi o facilitando la fusidn entre elementos del aparato de Golgi y la membrana
plasmatica (Zainal y col 1996). La mayor acumulacion de estas proteinas en frutos
tratados hidrotérmicamente apoya la hipétesis de que el tratamiento hidrotérmico
ayuda a mantener una maduracion regular y el metabolismo de pared celular, al ser

proteinas clave durante este proceso.

d Chalcona Sintasa

Otra de las proteinas identificadas fue la enzima chalcona sintasa (#16). Esta
proteina presentd una mayor acumulacion en frutos tratados hidrotérmicamente en el
dia 10 de almacenamiento en frio con respecto al control (Figuras 8y 10).

Chalcona sintasa (CHS) es una enzima clave en la ruta de biosintesis de
flavonoides/isoflavonoides. Los flavonoides son sintetizados por la ruta de los
fenilpropanoides y policétidos, la cual empieza con la intervencion de chalcona
sintasa en la condensacion de una molécula de éster-CoA de acido cinamico, o

derivados como &cido cumarico o ferdlico, y tres moléculas de malonil-CoA,
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resultando en la chalcona naringenina como producto mayoritario. Los flavonoides
tienen un papel critico en la defensa de plantas por lo que chalcona sintasa tiene una
gran importancia en la regulacion de esta ruta considerandose una enzima clave.
Durante las condiciones de estrés bidtico o abidtico en plantas un gran niamero de
genes son expresados como parte de su defensa. Dentro de estos genes, chalcona
sintasa es uno comunmente inducido en diferentes plantas lo que resulta en la
produccion de compuestos con diferentes actividades como antimicrobiana,
insecticida, antioxidante, entre otras (Dao y col 2011).

Leyva y col (1995) observaron una acumulacién de transcritos de PAL
(Fenialalanina amonio liasa) y CHS en hojas de Arabidopsis thaliana tolerante al frio.
También diversos autores han reportado un incremento tanto de antocianinas como
de flavonoides en respuesta al dafio por frio (Christie y col 1994; Lo Piero y col 2005;
Sanchez-Ballesta y col 2007). En frutos de naranja se ha reportado un incremento de
antocianinas y genes involucrados en su sintesis inducido por bajas temperaturas (Lo
Piero 2005). En durazno, SNPs relacionados con antocianinas fueron ligados a la
tolerancia del fruto al dafio por frio (Martinez-Garcia y col 2013). En cuanto a los
flavonoides es bien conocida su actividad antifingica (Hammerschmidt 1999). Para
ambos compuestos, flavonoides y antocianinas se ha demostrado una correlacion
alta con la actividad antioxidante en frutos de mango (Ma y col 2011; Zhang y col
2013).

Como se mencion6 anteriormente, durante el dafio por frio se generan
especies reactivas de oxigeno, y uno de los sistemas involucrados en la disminucion
de estos compuestos es el sistema antioxidante no enzimatico, en donde

compuestos como los flavonoides y las antocianinas pueden actuar contrarrestando

85



estas especies dafiinas (Sivankalyani y col 2016). También se sabe que durante el
dafio por frio el fruto se vuelve mas susceptible al ataque por hongos lo que conlleva
a pudriciones; los flavonoides al tener esta actividad antifingica (Goodman y col
2004) podrian estar interviniendo para la disminucion de este sintoma de dafio por

frio en frutos tratados hidrotérmicamente.

3 Proteinas relacionadas con respiracion
a Ubiquinol Oxidasa

En plantas, ubiquinol oxidasa, u oxidasa alternativa (UbOX), es una proteina
de membrana interfacial orientada hacia el lado de la matriz de la membrana
mitocondrial interna uniendo la oxidacion de ubiquinol a la reduccién de cuatro
electrones de O, a agua. UbOX reduce dramaticamente el rendimiento de energia
(ATP) de respiracién ya que no estd bombeando protones, ya que los electrones que
fluyen a UbOX evitan lo complejos Il y IV que son bombeadores de protones
(Vanlerberghe 2013).

Ubiquinol oxidasa (#14) fue identificada en el dia 10 de almacenamiento. En
frutos control hubo una acumulacién dos veces mayor que en frutos tratados
hidrotérmicamente (Figuras 8 y 10).

La mitocondria es el centro del metabolismo de respiracion. El
malfuncionamiento de este organelo usualmente esta relacionado con el estrés
oxidativo, el cual lleva a la induccion de UbOX tanto al nivel de transcrito como de
proteina. Por lo que esta proteina es utilizada como marcador general de disfuncion
en la mitocondria o de estrés oxidativo celular, el cual es uno de los mecanismos

relacionados con el dafo por frio (Vanlerberghe 2013). Estudios en varias especies
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han mostrado un incremento en transcritos de UbOX y de proteina después de ser
transferidos o crecidos a bajas temperaturas (Taylor y col 2006; Umbach y col 2009;
Wang y col 2011). Tras un almacenamiento en frio de maiz sensible a baja
temperatura se observé un incremento en la actividad de UbOX, de tal manera que el
60% de toda la respiracion estaba ocurriendo a través de UbOX (Ribas-Cabo y col
2000) relacionado con el dafio por frio generado.

También se ha demostrado que una sobreexpresion de UbOX disminuye o
hace mas lenta la regulacion positiva del sistema de atrapamiento de EROs
(Pasqualini y col 2007), lo que sugiere que esta proteina tiene una influencia negativa
en la ruta de sefalizacion capaz de incrementar el sistema para la eliminacion de
EROs de la célula. A su vez en un estudio realizado por Wang y col (2011) en
plantas se suprimid la expresidbn de esta proteina demostrando una mayor
acumulacion de transcritos que codifican para enzimas secuestradoras de EROs.

El haber observado la acumulacién de esta proteina en frutos sin tratamiento
es un indicador del estrés generado debido a las bajas temperaturas de
almacenamiento, ya que el fruto busca una ruta alternativa de respiracion. Una
mayor expresion de esta proteina tiene un efecto negativo sobre el sistema
antioxidante enzimatico, el cual es necesario para la eliminaciéon de EROs generados
durante el estrés por frio, por tanto, la acumulaciéon de UbOX favorece el dafio por

frio en los frutos control.
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4 Proteinas relacionadas con patogénesis
a B-1,3- glucanasa

Otra proteina identificada por MS/MS fue la enzima B-1,3-glucanasa (#1 y 17).
Esta enzima presenté una mayor acumulacion en frutos tratados hidrotérmicamente
a los 10 dias de almacenamiento a 5°C; mientras que para el dia 20 no se
observaron diferencias significativas entre los frutos con TH y control (Figura 8 y 10).
Esto coincide con lo reportado por Yimyong y col (2011) quienes observaron un
incremento  significativo en los transcritos de esta enzima al dia 10 de
almacenamiento a bajas temperaturas en frutos de mango tratados
hidrotérmicamente y posteriormente los niveles de transcrito disminuyen igualandose
a los del fruto control.

El objetivo primordial de la aplicacion del tratamiento hidrotérmico es librar al
fruto de esporas de hongos y de infecciones que se puedan dar en la superficie
(Pavoncello y col 2001). Sin embargo, en algunas plantas se ha reportado que el
tratamiento hidrotérmico también induce resistencia contra la inoculacion de varios
patégenos (Stermer y Hammerchmidt 1984; Schweizer y col 1995). Durante el
tratamiento hidrotérmico dos grupos de proteinas pueden activarse para inducir
resistencia al fruto dentro de ellas aquellas que le confieren resistencia a patdgenos
como las proteinas B-1,3-glucanasas, las cuales son un grupo importante ya que
junto con las quitinasas hidrolizan los polimeros de las paredes celulares de hongos;
por tanto, se cree estan involucradas en el mecanismo de defensa contra infecciones
fungicas (Schlumbaum y col 1986; Collinge y col 1993).

Los resultados obtenidos por Sanchez-Ballesta y col (2006) muestran que el

incremento de un gen que codifica para B-1,3-glucanasa durante la exposicion a
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bajas temperaturas en mandarinas sensibles al dafio por frio puede ser importante
para reducir este dafio, por tanto esta proteina podria estar involucrada en
mecanismos de defensa en frutos citricos para reducir el dafio en la cascara inducido
por bajas temperaturas.

Se ha documentado ampliamente el papel que juegan las proteinas como
glucanasas en la defensa contra ataques por patégenos. Como se ha mencionado el
DF favorece la incidencia de pudriciones debido al ataque por hongos (Saltveit y
Morris 1990) por lo que el tratamiento hidrotérmico podria estar favoreciendo la
acumulacion de esta enzima evitando la presencia de pudriciones, lo cual se vio
reflejado en la ausencia de este sintoma antes del dia 20 de almacenamiento en
frutos con TH, mientras que para el dia 20 a 5°C y tras el periodo de maduracién por

7 dias a 21 °C fue significativamente menor en estos frutos (Cuadro 4).

5 Proteina relacionada con B-oxidacion
a Acetil coA acil transferasa o 3-cetoacil-coA tiolasa

Acetil-coA acil transferasa o 3-cetoacil-coA tiolasa b (Spot #6, 23 y 42)
presentd una mayor acumulacion en frutos tratados hidrotérmicamente (Figuras 8 y
10). A partir del dia 10 se observo diferencia significativa en la acumulacion entre
tratamientos, siendo hasta 4 veces mayor en frutos con TH.

Los acidos grasos y sus derivados participan en diferentes eventos bioldgicos,
incluyendo rutas metabolicas, endocrino y procesos de sefializacion (Reddy y
Hashimoto 2001). A su vez son una fuente de energia debido a su degradacion
mediante la B-oxidacion que consta de varias etapas catalizadas por diferentes

enzimas (Hiltunen y Qin 2000; Kim y Battaile 2002). Una de las mas importantes es
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3-cetoacil-coA tiolasa (KAT), la cual cataliza el dltimo paso en el proceso de [3-
oxidacion, llevando a cabo el rompimiento del B-ceto éster en una condensaciéon
inversa de Claisen resultando un nuevo acil-CoA derivado de la pérdida de dos
atomos de carbono, los cuales son utilizados posteriormente para producir acetil-CoA
(Sundaramoorthy y col 2006).

En el estudio realizado por Bojorquez y Gémez-Lim (1995) detectaron el
MRNA de una tiolasa en mango cv Manila la cual fue fuertemente inducida durante la
maduracién del fruto. Esto también fue observado en otros frutos como tomate y
aguacate donde el transcrito para esta proteina incrementé gradualmente a medida
gue fue avanzando el proceso de maduracion. Como se mencion0 esta enzima esta
involucrada en el metabolismo de lipidos y se sabe que los acidos grasos son
metabolizados de manera activa durante la maduracion del mango (Bandyophadyay
y Gholap 1973a; Lakshminarayana 1980). Aunque el fruto de mango no almacena
lipidos (Lakshminarayana 1980), existen reportes del metabolismo de lipidos en
estos frutos. Los cambios en los acidos grasos y triglicéridos han sido asociados con
cambios en aroma y sabor y produccion de volatiles durante la maduracion del fruto
(Bandyophadyay y Gholap 1973b). Por tanto, el papel de esta enzima podria ser
importante para la produccion de estos compuestos responsables de caracteristicas
sensoriales especificas del fruto. El tratamiento hidrotérmico de manera indirecta
podria estar manteniendo la actividad de esta enzima ya que no se logra observar en
los frutos control donde la maduracion no se llevo a cabo de manera normal, a
diferencia de los frutos tratados que si presentaron caracteristicas tipicas de olor y

sabor.
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VIII CONCLUSIONES
La efectividad del TH para inducir tolerancia al DF en los frutos de mango se vid
reflejada en una menor incidencia de los sintomas de DF, asi como en una menor
fuga de electrolitos y menor peroxidacién de lipidos en la cdscara.
El TH indujo una mayor acumulacién de las proteinas choque térmico (SHSPs
17.6) y de HsfAl, las cuales podrian estar contribuyendo a la adquisicion de la
tolerancia al DF manteniendo el funcionamiento correcto de las proteinas y
evitando su plegamiento o desnaturalizacion.
La acumulacién de las enzimas superéxido dismutasa y peroxidasa fue mayor en
frutos con TH y menor incidencia de sintomas, lo que sugiere un papel importante
de estas enzimas en la tolerancia del tejido al frio, probablemente a través de la
eliminacion de radicales libres.
Enzimas relacionadas con el desarrollo y maduracion del fruto, entre ellas fitoeno
desaturasa, mostraron mayor acumulacion en frutos con TH, lo cual puede estar
relacionado con una coloracion mas uniforme en estos frutos.
Los resultados sugieren que la tolerancia al DF inducida por el TH esta asociada
con una mayor proteccion de las proteinas ante el estrés por frio, una mayor
actividad del sistema antioxidante y de proteccién contra patégenos, favoreciendo
un mejor desarrollo y maduracion del fruto con menor incidencia de sintomas de

dafio con respecto a frutos no tratados.
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% Por ciento, porcentaje

2D-PAGE Electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (two

dimensional polyacrilamide gel electrophoresis)
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ADN Acido desoxirribonucleico

ALB2S Albumina 2S

AOX Oxidasa Alternativa

APX Ascorbato peroxidasa

ARN Acido ribonucleico

ASR Abscisic stress ripening-like protein

ATP Adenosin trifosfato (adenosine triphosphate)

B-1,3-GLU B -1,3-Glucanasa

B-GAL B — Galactosidasa

BL Brasinolido

CAT Catalasa

CHAPS Acido 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-2-hidroxi-1-
propanosulfénico

CHS Chalcona sintasa

cm Centimetro (s)

CO, Di6xido de carbono

cv Cultivar

DF Dafio por frio

DTT Ditiotreitol
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EROs Especies reactivas del oxigeno
EST Segmentos de secuencias expresadas (expressed sequence tag)

FAO Organizacion de las naciones unidas para la agricultura y la

alimentacion (food and agriculture organization of the united

nations)
g Gramo (Q)
g Fuerza gravitacional
GR Glutation reductasa
h Hora
H,O, Peréxido de hidrogeno
HCI Acido clorhidrico
HsfAl Factor de transcripcién de choque térmico Al
HSP Proteina de choque térmico (inglés Heat Shock Protein)
HypProt Hypothetical protein CICLE v
IDF indice de dafio por friio
IEF Isoelectroenfoque
IsoCH Isocorismato hidrolasa
KAT Acetil-CoA aciltransferasa
KDa Kilodaltones
Kg Kilogramo
LE Lixiviacion de electrolitos
LSD Diferencia minima significativa (least significant difference)
M Molar, molaridad
m/z Masa/carga
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Ma
MBD9
MDA
mg
min
mL
mm
mM
MRNA
MS
MS/MS
NCBI
ND
NDP

NDPK

ng
NO

No.

O,

°C

Miliampere (s)

Methyl-CpG-binding domain-containing protein 9
Malondialdehido

Miligramo (s)

Minuto (s)

Mililitro (s)

Milimetro (s)

Milimolar

Acido ribonucleico mensajero

Espectrometria de masas (mass spectrometry)
Espectrometria de masas en tandem

Centro Nacional para la Informacion Biotecnol6gico
Nivel de dafio

Nucleosido difosfato

Nucledsido difosfato kinasa

Nitr6geno

Newton (S)

Nanogramo (S)

Oxido nitrico

NUmero

Grado (s)

Oxigeno

Grado (s) centigrado (s)

114



OEE
OMS
PDS
pH
Pi
PL
PM
PME
POX
ppm
PR

PRx

Redox
SDS

SHSP

SOD
TBA
TDS
TIL
TH

Tl

Oxigen evolving enhacer
Organizacion Mundial de la Salud
Fitoeno desaturasa

Potencial de hidrégeno

Punto isoeléctrico

Pectato liasa

Peso molecular

Pectinmetil esterasa

Peroxidasa

Partes por millon

Proteinas relacionadas a patogénesis
Peroxiredoxina

Cuadrupolo (quadrupole)
Oxido-reduccion

Dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulphate)

Proteina de choque térmico de bajo peso molecular (small heat
shock protein)

Superoxido dismutasa

Acido Tiobarbiturico

Dehidrina tipo Il Sk2

Lipocalina inducida por temperatura
Tratamiento hidrotérmico

Trampa de iones
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TPI
TPX
TR
UbOX
Ul
USA

USDA

uv

Hg
ML

Tonelada (s)

Triosa fosfato isomerasa (triose phosphate isomerase)
Tioredoxin peroxidasa

Temperatura de refrigeracion

Ubiquinol oxidasa

Unidades internacionales

Estados Unidos de America (United States of America)

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (United
States Department of Agriculture)

Ultravioleta
Volt (s)
Microgramo (s)

Microlitro (s)
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