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| RESUMEN
El mango (Mangifera indica L.) es un fruto climatérico ampliamente consumido a nivel
mundial debido a su agradable sabor y aroma. Sin embargo, su comercializacion a
mercados lejanos se ve restringida por su susceptibilidad a desarrollar un desorden
fisioldgico denominado dafio por frio (DF) al ser expuesto a temperaturas menores a
12 °C. Los principales sintomas de DF reportados en mango son decoloracion de
lenticelas, picado superficial, coloracion no uniforme y &reas necrdticas. 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. No obstante, se desconoce cuéles son los genes que se expresan en
respuesta al TH y que pudieran asociarse con la tolerancia al DF inducida por este
tratamiento térmico. El objetivo del presente estudio fue analizar la expresion
transcripcional de genes relacionados con la tolerancia al DF en frutos de mango cv.
Keitt tratados hidrotérmicamente. Se utilizaron frutos de mango en estado verde
maduro y se separaron en dos lotes, uno de los cuales recibié un TH (46.1°C/90-110
min) y el otro se utilizé 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
evalud el indice de dafio por frio (IDF) por cada sintoma, parametros de calidad
(color y firmeza), parametros fisiolégicos [lixiviacion de electrolitos (LE), contenido de
malondialdehido (MDA)] y la expresion transcripcional mediante PCR en tiempo real
(RT-gPCR) de genes que codifican para proteinas previamente relacionadas con
tolerancia al DF. Los resultados de IDF mostraron que los frutos control presentaron
una mayor severidad de los sintomas, siendo la coloracién no uniforme el principal

sintoma y se presentdé a partir de los 10 dias de almacenamiento a 5°C. Los
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parametros fisiolégicos LE y contenido de MDA presentaron valores menores en los
frutos con TH, sugiriendo un menor dafio de las membranas con respecto a los frutos
control. Los frutos con TH mostraron mayor tolerancia al DF evidenciado por una
menor fuga de electrolitos y peroxidacién de lipidos, asi como una menor incidencia y
severidad de sintomas (coloracién no uniforme, marchitez, picado superficial y areas
necroéticas). Los frutos con TH presentaron una mayor expresion de genes gque
codifican para una proteina de choque térmico (HSP 17.6) y para un factor de unién
a un elemento sensible a la deshidratacién (CBF-1), los cuales podrian estar
contribuyendo a la adquisicion de la tolerancia al DF manteniendo el funcionamiento
correcto de las proteinas y evitando su desnaturalizacion. Los frutos tratados
hidrotérmicamente también presentaron una mayor expresion de genes que codifican
enzimas del sistema antioxidante, las cuales podrian estar eliminando de manera
mas eficiente las especies reactivas de oxigeno y contribuyendo a una mejor
estabilidad de la membrana celular. Otros genes relacionados con el proceso de
maduracién y con la defensa de patégenos también presentaron mayor expresion en
frutos con TH. En los frutos control se observé una mayor expresion de genes que
codifican las enzimas ubiquinol oxidasa (UbOx) y fenilalanina amonio liasa (PAL),
ambas relacionados con diversas condiciones de estrés en los 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 proteccion contra patdégenos, favoreciendo un mejor desarrollo y

maduracion del fruto y una menor incidencia de sintomas.



ABSTRACT
Mango (Mangifera indica L.) is a climacteric fruit widely consumed worldwide.
However, the commercialization of this fruit to distant markets is restricted by its
susceptibility to develop a physiological disorder known as chilling injury (Cl) when it
Is exposed to temperatures below 12 °C. The main Cl symptoms reported in mango
fruit are discoloration of lenticels, superficial pitting, non-uniform color and necrotic
areas. An alternative to reduce the effects of Cl in mango is the application of a hot
water treatment (HWT), which has been demonstrated to provide tolerance to this
disorder. Nevertheless, there is a lack of information about the changes in gene
expression in response to HWT and their association with the tolerance to CI. The
aim of this study was to analyze the transcriptional expression of genes related to ClI
tolerance induced by HWT in mango fruit cv. Keitt. Mature green mango fruit 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 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 (CIlI) was
evaluated for each symptom, quality parameters (color and firmness), physiological
parameters [electrolyte leakage (EL), malondialdehyde (MDA) content] and
transcriptional expression by real-time PCR of genes encoding for proteins previously
related to CI. Chilling injury index (CII) showed that control fruit had the highest
severity of symptoms; non-uniform color was the main symptom and appeared after
10 days of storage at 5°C. The physiological parameters EL and MDA content
showed lower values in fruit with HWT, suggesting they had less damage of the
membranes with respect to the control fruits. Fruit with HWT showed greater CI

tolerance as evidenced by a lower leakage of electrolytes and lipid peroxidation, as
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well as a lower incidence and severity of symptoms (non-uniform coloration,
withering, superficial pitting and necrotic areas). Fruit with HWT showed higher
expression of genes encoding a small heat shock protein (HSP17.6) and a C-repeat
binding factor sensitive to dehydration (CBF-1), which may be contributing to CI
tolerance by keeping the correct function of the proteins and preventing their
denaturation. HWT fruit also showed higher expression of genes encoding antioxidant
enzymes, which may be removing more efficiently the reactive oxygen species and
contributing to a better stability of the cell membranes. Other genes related to the
ripening process and defense against pathogens also showed higher expression in
HWT fruit. Control fruit shower higher expression of genes encoding ubiquinol
oxidase (UbOx) and phenylalanine ammonia liase (PAL), both associated with stress
conditions. The results suggest that CI tolerance induced by HTW is associated with
a better protein protection against the cold stress, as well as higher activity of the
antioxidant and pathogen protection systems, resulting in better fruit development and

ripening and less incidence of ClI symptoms.



Il INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutos tropicales de mayor consumo a
nivel mundial debido a su agradable sabor y aroma, ademas de poseer un alto valor
nutrimental al ser una fuente importante de vitamina C y minerales como potasio y
fosforo (Yahia y col 2006). México ocupa el quinto lugar a nivel mundial en
produccion de mango con aproximadamente 1.9 millones de ton (FAOSTAT 2018).

El fruto de mango es climatérico y para prolongar su vida poscosecha
normalmente se almacena y comercializa bajo refrigeracion. Sin embargo, al igual
gue otros frutos tropicales y subtropicales es susceptible a desarrollar un desorden
fisiolégico conocido como dafio por frio (DF) cuando es expuesto a temperaturas
inferiores a 12 °C, cuyos sintomas se manifiestan normalmente cuando los frutos son
expuestos a temperaturas superiores y afectan la calidad del producto. Se han
propuesto dos mecanismos principales involucrados en el desarrollo del dafio por
frio, los cuales no son mutuamente excluyentes; el primero fue descrito hace varias
décadas y consiste en alteraciones en la estructura e integridad de las membranas
celulares (Lyons 1973), mientras que el segundo esta relacionado con un estrés
oxidativo como consecuencia del mal funcionamiento de las membranas de
organelos como mitocondrias y cloroplastos, generando una gran cantidad de
radicales libres (Hodges y col 2004). A nivel transcripcional, Sivankalyani y col (2016)
propusieron un mecanismo de respuesta al frio en mango, en el cual el fruto
responde activando genes que actuan bajo diferentes condiciones de estrés,
alterando diferentes rutas metabodlicas como la de los fenilpropanoides encargada de

la sintesis de compuestos fendlicos, los cuales son oxidados provocando la



decoloraciéon de lenticelas. Otra ruta que se activa durante el estrés por frio es la de
los fosfolipidos, donde los lipidos liberados son oxidados por las especies reactivas
producidas en exceso llevando a la pérdida de la integridad de la membrana.

Se han utilizado diversos tratamientos para disminuir el DF en los frutos, pero
uno de los mas utilizados y que ha resultado efectivo es el hidrotérmico. Lopez-Lépez
y col (2018) aplicaron un tratamiento hidrotérmico en frutos de mango cv. Keitt previo
al almacenamiento a 5°C por 20 dias y posterior maduracién por 7 dias a 21°C,
encontrando una menor incidencia de sintomas de DF en los frutos tratados
hidrotérmicamente con respecto a los frutos sin tratamiento. La tolerancia inducida
por el TH se evidencié por una menor peroxidacion de lipidos y fuga de electrolitos,
asi como una mayor actividad de enzimas del sistema antioxidante (CAT, SOD).

Sin embargo, se conoce poco acerca de las bases bioquimicas y moleculares
de la tolerancia inducida al dafio por frio en frutos de mango con tratamiento
hidrotérmico. Recientemente, Chairez-Vega (2018) realizé un andlisis protedmico en
frutos de mango cv. Keitt con y sin TH encontrando una mayor acumulacion de
proteinas de choque térmico, del sistema antioxidante y metabolismo energético en
frutos con TH y menor incidencia de dafio por frio. No obstante, no existe informacion
acerca de la expresion de los genes que codifican para dichas proteinas en este
cultivar que es de importancia econoémica para el estado de Sinaloa y México. Por
ello, el objetivo del presente estudio fue determinar la expresion a nivel
transcripcional de genes que codifican para proteinas de choque térmico, estrés
oxidativo, maduracion y patogénesis y su relacion con la tolerancia inducida al dafio
por frio por tratamiento hidrotérmico en frutos de mango cv Keitt (Mangifera indica

L).



Il REVISION DE LITERATURA
A GENERALIDADES DEL MANGO

1 Origen

El origen del mango se ha propuesto en la zona comprendida entre Asma
(India) y la antigua Birmania, donde actualmente existen plantas silvestres y se
estima que la planta fue domesticada hace 6000 afios (Kostermans 1993).

Este fruto fue introducido en Africa del Este por los Persas en el siglo X. Los
portugueses lo llevaron de la India hasta Brasil durante el siglo XIX y los espafioles lo
llevaron a Filipinas, México y las Indias Occidentales a principios de ese mismo siglo
(Schaffer y col 1994). De Cuba se llevo a Florida, Estados Unidos, a finales del siglo
XIX, donde se establecieron plantaciones experimentales a inicios del siglo XX
(Whiley y col 1933), dando lugar a un centro de origen secundario debido a la
produccion de una gran diversidad de mangos mono y poliembridénicos que se han
distribuido por todo el mundo (Knight y Schnell 1994).

2 Importancia econémica

El mango es uno de los frutos con mayor distribucién en México debido a su
capacidad de adaptacion a diferentes condiciones adversas, por lo que la mayor
parte de la produccion nacional proviene de huertos de traspatio. Se consume como
fruta fresca o procesada en diferentes presentaciones, como jalea, conservas,

salsas, ensaladas, helados y jugos (SIAP 2018).



De acuerdo con la Organizacién de la Naciones Unidas para la Alimentaciéon y
Agricultura (FAO), la produccién mundial de frutos tropicales (Mangos, mangostanes
y guayabas) en el 2016 fue de aproximadamente 51 millones de toneladas (Ton),
situdndose India en el primer lugar con 19,506,000 Ton, seguido de China y Tailandia
con 4,791,271 y 3,824,279 Ton, respectivamente (Cuadro 1) (FAOSTAT 2018).
México ocupo el quinto lugar con una producciéon de 1,958,491 Ton, siendo Guerrero
el principal estado productor con 358,235 Ton, seguido por Sinaloa con 334,239 Ton
y Nayarit con 312,000 Ton (Cuadro 2) (SIAP 2018). En ese mismo afio, México fue
el principal pais exportador de mango logrando comercializar este fruto a 27
diferentes paises, entre los que se encuentran principalmente, Estados Unidos,
Canadéa, Rusia, Australia, Noruega, Espafia, Francia, Italia y Reino Unido (SIAP

2018).

3 Clasificacion taxondmica

El mango (Mangifera Indica L.) deriva su hombre de la palabra antigua Tamil
(mankay), corrompida por el portugués (manga). Pertenece a la familia
Anacardiaceae, donde la gran mayoria de las plantas pertenecientes a éste género
son especies tropicales (Matheyambath y col 2016). En el Cuadro 3 se muestra la
descripcion taxondmica del mango segun Popenoe (1974).

El arbol de mango normalmente es frondoso de hasta 20 metros de altura, de
copa redonda, hoja perenne, verde y longevo. Las condiciones Optimas para su

desarrollo son en climas tropicales o subtropicales, se debe de tener una época seca



Cuadro 1. Principales paises productores de frutos de mango, mangostanes y

guayaba el afio 2017.

Pais Produccion (Ton)
India 19,506,000
China 4,791,271
Tailandia 3,824,279
Indonesia 2,566,046
México 1,958,491
Pakistan 1,685,304
Brasil 1,547,606
Bangladesh 1,517,691
Egipto 1,351,316
Malawi 1,323,680
Nigeria 935,954
Sudan 879,321
Otros 8,762,188
Total Mundial 50,649,147

Fuente: FAOSTAT (2018)



Cuadro 2. Principales estados productores de mango en México en 2016.

Estado Produccion (Ton)
Guerrero 358,235
Sinaloa 334,239
Nayarit 312,039
Chiapas 237,530
Oaxaca 158,847
Michoacan 146,767
Otros 300,000

Total Nacional 1,847,657

Fuente: SIAP (2018)
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Cuadro 3. Taxonomia del mango

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

Fuente: Popenoe (1974)
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de por los menos tres meses antes de la floracién, una temperatura entre 24y 27°C y
una altitud maxima de 600 metros sobre el nivel del mar.

Los cultivares de mango existentes se clasifican en dos grupos cuyos origenes
son: India (monoembriénicos) y Filipinas (poliembridnicos); los caracteres esenciales
de estos grupos se resumen en el Cuadro 4.

El fruto es una drupa que varia en forma, tamafio y color; dependiendo de la
variedad, los frutos varian en peso de 0.2 a 2 kg. Contiene una pulpa carnosa de
color anaranjado-amarillo con gran cantidad de fibrillas suaves, rodeando a la semilla
gue tiene una forma ovalada y es dura. Su aroma es placentero y su sabor es dulce
con una acidez leve (Schnee 1960).

El fruto puede dividirse en tres secciones, el exocarpio, mesocarpio y
endocarpio. El exocarpio es la parte que protege a la fruta, inicialmente es de color
verde y cuando avanza el proceso de maduracion su coloracién cambia a amarillo,
rojizo o naranja dependiendo de la variedad, debido a la degradacion de las clorofilas
presentes y al incremento en los carotenoides (Tharantathan y col 2006). El
mesocarpio (pulpa) puede ser fibroso o sin fibra con sabor desde acido hasta dulce.
Esta estructura provee una pulpa comestible, la cual contiene un jugo dulce y de
buen sabor y aroma, ademas de ser rico en carotenoides. El endocarpio es lefioso y
fibroso y forma una cubierta para la semilla gruesa, dura y glandular, denominada
como cascara. La semilla puede ser monoembriénica o poliembriénica (Yahia y col
2006), es grande y plana, ovoide alargada. La piel exterior es suave y verde en

mangos inmaduros pero se vuelve amarilla dorada, rojo carmesi, amarilla, o rojo-

12



Cuadro 4. Principales caracteristicas de los grupos de frutos de mango primitivos

Caracter Hindd (Monoembridénicos) Filipino (Poliembridnicos)
Numero de embriones Uno Varios
Contenido de fibra Bajo Alto
Trementina Poco Mucho
Agrupacion en arbol Solitarios En racimos
Color Rojizos y/o Amarillo Amarillo verdoso

Forma Redondos

Largos

Fuente: Cartagena y Vega (1992)
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anaranjada cuando madura dependiendo del tipo de cultivo (Matheyambath y col
2016).

Hoy en dia existen mas de 1000 variedades de mango en todo el mundo y
casi todas se derivan de una variedad obtenida por evolucidon natural y adaptacion
climatica a través del tiempo. Cabe mencionar que no todas las variedades de
mango son comestibles, y de ellas no todas son comercializadas. Las variedades de

mayor consumo a nivel mundial se muestran en la Figura 1.

4 Composicién nutrimental

El mango es una de las frutas mas importantes debido a sus caracteristicas
organolépticas y nutricionales, ya que es una buena fuente de potasio y fésforo, asi
como también de vitamina C (Cuadro 5). Aunado a esto también tiene un efecto
laxante, diurético, astringente y refrescante, entre otros beneficios.

El mango contiene diferentes clases de fitoquimicos como polifenoles, acido
ascorbico y carotenoides, los cuales promueven efectos positivos en el organismo y
tienen actividad antioxidante (Talcott y col 2005). Polifenoles, éacido galico,
galotaninos, mangiferina, quercetina, kaemferol, &acido p-hidroxibenzoico, &cido
cumarico, acido p-cumarico y acido ferulico han sido reportados en mango fresco
(Schieber y col 2003). En el caso de los carotenoides, se ha reportado que las
variedades Haden y Ataulfo presentan mayor contenido de [-caroteno que las

variedades Tommy Atkins y Kent (Ornelas y col 2008).
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Figura 1. Variedades de mango de mayor importancia comercial a nivel mundial

SIAP (2018)
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Cuadro 5. Composicion quimica del fruto de mango.

Componente Contenido por 100 g de tejido
fresco

Componentes mayoritarios (g)
Agua 83.46
Proteina (N x 6.25) 0.82
Lipidos 0.38
Hidratos de carbono (por diferencia) 14.98
Fibra dietaria total 1.60
Azucares totales 13.66
Aminoécidos (g)

Acido glutamico 0.431

Acido aspartico 0.135
Acidos orgéanicos (g)
Citrico 0.43
Malico 0.08
Vitaminas (mg)
Vitamina C (acido ascorbico total) 36.4
Acido nicotinico 0.594
Vitamina E (a-tocoferol) 0.90
Vitamina B6 0.119
Tiamina 0.037
Riboflavina 0.019
Vitamina A (Ul) 1082
Niacina 0.669
Minerales (mg)
Potasio 168
Fosforo 14
Magnesio 10
Calcio 11
Sodio 1

Fuente: USDA (2018)
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La pulpa del fruto de mango maduro contiene aproximadamente 15% de
azucares, siendo los principales sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa; la sacarosa
es el azlicar mas abundante en mango maduro. Con respecto al contenido de lipidos
se reporta un porcentaje de 0.26 a 0.67 %. El contenido de proteina en base humeda
varia entre 0.5 a 1 %. Se ha encontrado la presencia de algunos aminoacidos tales
como lisina, leucina, cisteina, valina, arginina, fenilalanina, y metionina en algunos
cultivos. La acidez del fruto se debe principalmente a la presencia de los acidos
malico y citrico.

El consumo diario de mango por grupos de poblacién de todas las edades
puede satisfacer las recomendaciones de vitaminas A y C. El contenido de acido
ascoérbico es muy variable dependiendo la variedad, practicas culturales y factores
ambientales, con valores desde 9.79 hasta 189 mg por 100 g de pulpa
(Matheyambath y col 2016). El equivalente de vitamina A en mango oscila entre 1000
y 6000 Ul. Ademas, posee un importante contenido de acido félico (3.6 mg/100 g),
vitamina B1 (35-61 mg/100g) y vitamina B2 (37-73 mg/100g), asi como tiamina y
riboflavina de 0.08 mg/100 g y niacina de 0.09 mg/100 g en mango maduro.

Los carotenoides son compuestos liposolubles asociados con efectos
protectores para la salud, en especial contra el cancer. Ademas, algunos de ellos
como los trans-carotenos son precursores de la vitamina A. Varios carotenoides han
sido identificados en diferentes frutos, pero solo unos pocos aparecen en
concentraciones significativas. Reportes previos encontraron que los mas
predominantes son los trans-carotenos, trans-violaxantinas y 9-cisviolaxantinas,
llegando a representar el 27, 28 y 18% del contenido total de carotenoides,

respectivamente (Sarawong y col 2004; Kang y col 2008). El B-caroteno representa el
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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

Tradicionalmente el mango es cosechado con base en la observaciéon de la
apariencia fisica y se toman en cuenta atributos como el tamafo, color, forma, la
formacion de los hombros y el llenado de los cachetes. Es importante tomar en
cuenta el estado de maduracion en el cual sera cosechado el mango ya que de eso
dependera su calidad poscosecha; el estado de maduracion ideal es el de madurez
fisioldgica, ya que si es cosechado antes existe una mayor probabilidad de que sufra
dafio por frio. Por otro lado, los frutos que son cosechados en madurez comercial
tienen mayor riesgo de sufrir lesiones fisicas por dafio mecanico y provocar la
pérdida de agua o mayor susceptibilidad al ataque de patégenos (Yahia 1998).

El crecimiento y la maduracion fisiolégica del fruto solo se completan cuando
permanece unido a la planta de la cual procede, pero debido a que es un fruto
climatérico puede continuar con el proceso de madurez comercial y la senescencia
una vez separado de la planta. Cuando el fruto es cosechado se interrumpe la
sintesis de ATP y el flujo de nutrientes, por lo que inicia la hidrolisis de los polimeros
para obtener compuestos de bajo peso molecular 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-climatérica que tiene una duracion

de hasta tres dias (26°C y 45-65% H.R.) después de haber sido cosechados y se
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caracteriza por una baja produccion de CO, (70 mg CO4/Kg-h), fruta firme y piel de
color verde; 2) Aumento del periodo climatérico entre el cuarto y sexto dia de
poscosecha, donde se produce un aumento repentino de CO,, pero 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.), produciendo un quiebre del color, aumento del jugo y del olor del
fruto, 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).

Una vez cosechado el fruto aumenta la produccién de etileno y a su vez se
producen una serie de cambios como pérdida de textura, cambio de color, aumento
de solidos solubles, pérdida de acidez, entre otros (Schmilovitch y col 2000).

El color es una de las caracteristicas fisicoquimicas mas importantes en el
proceso de maduracion y es uno de los principales criterios de aceptacion por parte
de los consumidores (Slaughter 2009). Las clorofilas son las responsables del color
verde, las cuales se van degradando conforme avanza el proceso de maduracion de
tal manera que permiten que los compuestos carotenoides 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 Manejo poscosechay almacenamiento
La vida poscosecha se define como el periodo en el cual un producto
mantiene un nivel predeterminado de calidad, bajo condiciones especificas de

almacenamiento (Shewfelt 1986). Hoy en dia es comdn encontrarse con una serie
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de tratamientos poscosecha, como los cuarentenarios y fitosanitarios, entre los que
se tienen métodos quimicos, de irradiacion y métodos fisicos, incluyendo en éstos
altimos a los tratamientos hidrotérmicos, los cuales se aplican con la finalidad de
prolongar la vida util del producto (Tang y col 2007).

Los frutos de mango destinados a la exportacion deben recibir un tratamiento
hidrotérmico después de la cosecha, el cual consiste en inmersion en agua caliente
para eliminar posibles infestaciones de moscas de la fruta. Los mangos se sumergen
durante 60-90 minutos a 46.1 °C de acuerdo a su tamafo segun lo estipulado por la
normatividad de la USDA (2018). Posterior al tratamiento se dejan enfriar a
temperatura ambiente para evitar inconvenientes en la fruta por un cambio brusco de
temperatura y esto provoque que se aumente la susceptibilidad al ataque de
patdégenos. Después de alcanzar la temperatura ambiente deben ser introducidos en
camaras de almacenamiento refrigerado (Nindo y Tang 2007).

El almacenamiento es una de las operaciones mas importantes cuyo objetivo
principal es mantener la vida util del fruto, asi como conservar la calidad mediante la
aplicacién de condiciones ambientales adecuadas que disminuyan el metabolismo
del fruto y por ende su maduracion y deterioro (Mc Donald 1994). La disminucién de
la temperatura es uno de los métodos de conservacién mas utilizado a nivel mundial.
El mango normalmente es transportado, almacenado y distribuido a temperaturas
entre 10 y 12 °C para controlar la maduraciéon y mantener las caracteristicas de
calidad, ya que es susceptible a un desorden conocido como dafio por frio (DF) que
se presenta cuando los frutos son expuestos a temperaturas inferiores. Sin embargo,
la vida de anaquel del fruto a estas temperaturas es corto por lo que limita la

posibilidad de comercializacion a mercados distantes (Soleimani y col 2013).
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El dafio por frio es un desorden fisiologico que se presenta en una amplia
variedad de frutos y conlleva pérdidas de la calidad como maduracion irregular,
picado de la cascara u oscurecimiento y marchitez entre otros sintomas que se
describiran con detalle en la siguiente seccion. Por ello, existe una fuerte necesidad
de aplicar y buscar medidas que ayuden a reducir el DF y a su vez prolongar la vida
de anaquel de estos productos hortofruticolas susceptibles (Vasquez-Salinas y

Lakshminarayana 1985).

B DANO POR FRIO

El término dafio por frio (DF) se utiliza para describir un dafo fisiologico
desarrollado en muchas plantas, asi como en frutas y hortalizas, como resultado de
Su exposicion a temperaturas bajas sin llegar al punto de congelacion (Malacrida y
col 2006). El dafio por frio se produce cuando un producto esta expuesto a una
temperatura perjudicial, durante un tiempo suficiente para iniciar una lesion
irreversible. El umbral de temperatura es la temperatura mas baja a la cual una fruta
0 vegetal susceptible se puede mantener sin desarrollar sintomas de DF. En mango,
se ha reportado que a temperaturas por debajo de los 13°C pueden inducir dafio por

frio (Hatton 1990).

1 Sintomas de dafio por frio en mango

Los sintomas de DF incluyen un color grisaceo, escaldado en la piel, seguido
por picaduras, maduracion no uniforme y un deficiente sabor y desarrollo de color
(Medlicott y col 1990). Estos ultimos dos son especialmente importantes ya que la

pérdida de sabor debido al frio puede ocurrir sin el desarrollo de otros sintomas
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visibles. Los sintomas debido al frio no son siempre aparentes mientras el fruto esta
a baja temperatura, pero se desarrollan cuando la fruta se expone a temperaturas
mas calidas para la maduracion. Los sintomas que se observan en frutos de mango
almacenados a bajas temperaturas y madurados de 1 a 2 dias son zonas con
pérdidas de color y picaduras en la superficie (Srivastava 1967), seguido por la
maduracion irregular, perdida de color y sabor, asi como una mayor susceptibilidad al
deterioro microbiano (Subramanyam y col 1975). Ketsa y col (2000) reportaron que
mangos cv. “Nam Dokmai” almacenados a 4°C durante 3 semanas desarrollaron
oscurecimiento de lenticelas y manchas grisaceas en la piel después de que los
frutos fueron transferidos a temperatura ambiente.

El oscurecimiento inducido por las temperaturas bajas ha sido asociado con la
conversion enzimatica de fendlicos libres a o-quinonas, las cuales después se
polimerizan de manera no enzimatica a pigmentos oscuros. La fenilalanina amonio
liasa (PAL, del inglés phenylalanine ammonia lyase) es una enzima que 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).

2 Mecanismos de dafio por frio

Dentro de las posibles respuestas primarias del dafio por frio se tienen: 1)
incremento en la concentracion de calcio en el citosol, 2) variacion conformacional de
las enzimas, 3) cambios estructurales a nivel celular y 4) transicién en los lipidos de
las membranas. Si el fruto se mantiene por tiempo prolongado a temperatura de

dafio por frio, se pueden presentar respuestas secundarias tales como: 1) aumento
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de la produccién de etileno, 2) cambios en la actividad respiratoria, 3) pérdida de
agua, 4) aumento de la permeabilidad de la membrana, 5) emision de aceites
esenciales, 6) aumento en volatiles, y 7) produccién de enzimas implicadas en el

metabolismo de los fenoles.

a Dafio a membrana

Jackman y col (1988) explicaron las respuestas primarias de las plantas a la
temperatura de DF, las cuales son de naturaleza fisica e incluyen alteraciones de la
membrana celular y disfuncion de proteinas. La membrana celular esta compuesta
principalmente por lipidos los cuales dan forma a la estructura celular. Existen
numerosos sintomas de dafio por frio asociados a cambios en la permeabilidad de
las membranas, entre ellos, el picado, los desecamientos y marchitamientos que se
pueden considerar como el resultado de la mayor permeabilidad al vapor de agua,
desde las células al ambiente. En el caso del picado, esto puede limitarse a ciertas
células de parénquima.

Ademas, se ha reportado que las temperaturas bajas alteran las propiedades
fisicas de los lipidos de la membrana, afectando su elasticidad, uniformidad, fluidez
(Sharom y col 1994), composicién y permeabilidad, provocando un aumento en la
lixiviacion de electrolitos (Kasamo y col 1992; Lurie y col 1997). Se ha propuesto que
el mal funcionamiento de las membranas celulares a bajas temperaturas es el evento
primario que conduce al DF (Lyons 1973); aunque en los ultimos afios se ha sugerido
gue los sintomas de DF son consecuencia de un estrés oxidativo en los tejidos, lo

cual se describe en el siguiente punto.
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b Estrés oxidativo

El estrés por frio aumenta los niveles de las EROs que estimulan la
peroxidacion de lipidos en las membranas celulares (Zhang y col 2009). El estrés
oxidativo se da por el desequilibrio entre la producciéon de las especies reactivas de
oxigeno y la reduccion del sistema antioxidante.

Moller (2001) sugirié que la planta se protege ante el estrés oxidativo por dos
vias. La primera de ellas esta relacionada con la activacién de genes que codifican
para proteinas involucradas en la evasion de EROs como la ubiquinol oxidasa
(UbOx), la cual es una via alterna de la cadena de transporte de electrones, evitando
asi la acumulacion de las EROs. La segunda defensa consiste en la induccion de
genes que codifican para proteinas secuestradoras de EROs tales como superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation peroxidasa

(GPX), glutation S- transferasa (GST) y glutation reductasa (GR).

3 Tratamiento hidrotérmico y tolerancia al dafio por frio

El mango para ser comercializado es sometido a un tratamiento térmico
cuarentenario con el fin de eliminar huevecillos de insectos como la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster). Existen tres métodos diferentes de tratamientos térmicos:
Agua caliente, vapor caliente y aire caliente, siendo el tratamiento con agua caliente
o hidrotérmico el que es aplicado al mango en huertos comerciales. El tratamiento
hidrotérmico (TH) ademas de ser eficaz en contra de los huevecillos de la mosca de
la fruta, también controla hongos patdgenos, ya que las esporas o infecciones se
localizan en la superficie o en las primeras capas celulares de la cascara (Lurie,

1998). Para el control de patdgenos se requiere una exposicion al agua caliente de
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pocos minutos y temperaturas mayores a 50 °C, mientras que para el control de
insectos, los tiempos de inmersién se elevan a 1 h o mas, pero las temperaturas
deben estar por debajo de 50 °C. Lo anterior debido a que los insectos se pueden
localizar mas hacia el interior del fruto (Lurie, 1998). El tratamiento establecido por la
USDA (2018) consiste en la inmersién del fruto en agua a una temperatura de 46.1°C
durante 90 minutos. Los tratamientos térmicos poscosecha pueden modificar las
respuestas de los frutos al estrés por frio, inducir el fendGmeno de tolerancia cruzada
y mantener su calidad durante el almacenamiento (Lurie y Pedreschi, 2014).
Numerosos estudios en diferentes frutos han reportado que los tratamientos con
agua caliente inducen tolerancia al dafio por frio, algunos de los cuales se muestran
en el Cuadro 6.

Yimyong y col (2011) investigaron el efecto de un tratamiento hidrotérmico
(TH) en el metabolismo del fruto de mango cv. Okrong durante el almacenamiento a
bajas temperaturas y maduracién. Frutos en estado verde maduro se trataron por
inmersion en agua caliente (50 + 1°C) o ambiente (30 + 2 °C) por 10 min, y luego
fueron almacenados a 8 6 12 °C por 15 dias, seguido de un almacenamiento a

temperatura ambiente (30 £ 2°C) por 5 dias.
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Cuadro 6. Tratamientos hidrotérmicos que brindan tolerancia al dafio por frio en

diferentes cultivos

Cultivo Temperatura 6ptima °C Referencia
(tiempo)
Aguacate (cv. Hass) 38 (60 min) Woolf (1997)
Ciruela (cv. Friar) 45-50(30-35 min) Abu-Kpawoh y col (2002)
Manzana (cv  Golden 55 (15 s) Fallik y col (2001a,b)
Delicious)
Mango 46.1 (110 min) Shellie y Mangan (2002)
Naranja (cv. Tarocco) 53 (3 min) Schirra y col (1997)
Pimiento morrén 45 (15 min), 53 (4 min) Gonzalez-Aguilar y col
(2000)

Tomate (cv. Sunbean) 39,45 (60 min) McDonald y col (1999)
Tomate (cv. Imperial) 42 (5 min) Salazar-Salas y col (2017)
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Los autores observaron que la velocidad de produccion de etileno se redujo
significativamente por el TH durante el almacenamiento en frio y la maduracion. El
TH incrementd la actividad de la enzima catalasa, ademas de suprimir la actividad de
la enzima ascorbato peroxidasa, y no tuvo efecto significativo en la actividad de la
enzima glutatiéon reductasa durante la fase de maduracién, pero mostré un ligero
efecto durante el almacenamiento en frio. El TH incrementd los niveles de transcritos
para las enzimas superoxido dismutasa dependiente de manganeso, pectato liasa, 3-
galactosidasa, y B-1,3-glucanasa durante el almacenamiento en frio. Los patrones de
proteinas totales fueron alterados por todos los tratamientos durante el estrés por frio
y maduracion, pero el TH disminuy6 la pérdida de varias proteinas durante el periodo
de maduracion. Se concluy6 que el TH incrementa el periodo de almacenamiento del
mango extendiendo la vida de anaquel a través de la regulacién de un gran nimero
de pardmetros metabdlicos, incluyendo tendencias de genes de antioxidantes e
hidrolasas de pared celular y la expresioén de proteinas durante su almacenamiento a
temperaturas bajas y a temperatura ambiente.

Zhang y col (2012) investigaron el efecto de la aplicacion de un TH (55 °C, 10
min) en mango cv. Tainong 1 almacenado a 5 °C y un posterior almacenamiento a
temperatura de 20°C durante 5 dias sobre el metabolismo de pared celular y
maduracion. La severidad de los sintomas del DF fue menor en los frutos que fueron
tratados hidrotérmicamente, mientras que en los valores de firmeza no hubo
diferencia significativa entre los tratamientos durante el almacenamiento.

Lépez-Lopez y col (2018) aplicaron un TH (46.1°C, 75-90 min) en frutos de
mango cv. Keitt y un posterior almacenamiento a 5°C por un periodo de 20 dias mas

7 dias de maduracién a 21°C. Los autores visualizaron una menor incidencia de
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sintomas de DF en los frutos tratados hidrotérmicamente con respecto a los frutos sin
tratamiento, ademas de encontrar en éstos Ultimos una mayor peroxidacion de los
lipidos de membrana y fuga de electrolitos, asi como una menor actividad
antioxidante. También encontraron una mayor actividad de las enzimas CAT, SOD y
APX en los frutos con TH, evidenciando la efectividad del tratamiento térmico para
mantener la integridad de la membrana y con ello la calidad poscosecha de los
mangos prolongando su vida util.

Chairez-Vega (2018) realiz6 un analisis protedmico para identificar proteinas
relacionadas con la tolerancia al DF inducida por un TH en frutos de mango cv. Keitt,
encontrando que dicha tolerancia parece estar asociada con una mayor proteccion
de las proteinas ante el estrés por frio y una mayor actividad del sistema
antioxidante, manteniendo la integridad de la membrana y el funcionamiento normal

de la célula.

C CAMBIOS DE EXPRESION GENICA RELACIONADOS CON LA EXPOSICION
A BAJAS TEMPERATURAS

El conocimiento cualitativo y cuantitativo sobre los genes existentes en el
genoma de las plantas se debe en gran parte al desarrollo tecnolégico de las
ciencias omicas, sobre todo a la transcriptomica, la cual representa una herramienta
de gran utilidad para el analisis de expresion global e identificar genes que se
expresan bajo condiciones especificas; también permite realizar un mapeo de genes
nuevos en los cromosomas, la identificacion de diferentes isoformas, la
determinacién de las diferentes funciones que poseen los RNA, entre otras

aplicaciones. Entre las tecnologias desarrolladas para el estudio del transcriptoma se
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encuentran principalmente las basadas en la hibridacibn o las basadas en la
secuencia del RNA. Las primeras implican la incubaciéon del cDNA marcado con un
agente fluoréforo y el microarreglo que contienen los oligos complementarios al
cDNA, lo que produce una emision de fluorescencia proporcional a la expresion
génica o cantidad de cDNA presente. Sin embargo, los microarreglos presentan
algunas desventajas como un rango limitado de deteccion y saturacion de sefales,
asi como la necesidad de conocer el genoma del organismo en cuestién, limitando
sus aplicaciones (Wang y col 2008; Haider y Pal 2013). En cuanto a las tecnologias
basadas en la secuencia del RNA se encuentran el andlisis serial de la expresion de
genes (SAGE), la secuenciacién masiva en paralelo (MPS) y PCR tiempo real. Esta
ultima es una de las técnicas mas utilizadas debido a su alta precision y rendimiento
en la medicion de la expresion génica, pero el analisis se realiza en un solo transcrito
y es dificil distinguir las diferentes isoformas presentes (Wang y col 2008).

En afios recientes, la tecnologia de secuenciacion de RNA (RNA-Seq) ha
proporcionado una nueva manera de identificar el nivel de expresién génica (Hong-
xia y col 2014). El RNA-Seq no requiere conocer la secuencia el genoma, puede ser
menos costoso y mas eficiente, permite el descubrimiento de genes mas rapido y de
perfiles de transcriptoma mas sensibles y precisos que otras técnicas.

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos de defensa como
respuesta a los diversos tipos de estrés biotico y abidtico en los que se enfrentan, lo
gue les proporciona la capacidad de sobrevivir a dichas condiciones. Cambios en la
expresion de genes, asi como en la acumulacion y modificacion postraduccional de
proteinas son en gran medida los principales mecanismos de defensa utilizados por

las plantas (Timperio y col 2008).
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Las temperaturas bajas representan uno de los tipos de estrés abiético mas
comun y de mayor impacto sobre el ciclo de vida de la planta. Los efectos
provocados por estas temperaturas varian desde una simple anomalia en la planta
hasta la muerte de la misma, por lo que el estudio de los mecanismos moleculares
involucrados en la resistencia o sensibilidad a esta condicion es esencial para el
desarrollo de cultivares resistentes al frio.

En los ultimos afios se han identificado una gran cantidad de genes, proteinas
y rutas metabdlicas involucradas en la percepcion y transduccién de sefiales como
respuesta de las plantas a las temperaturas extremas (Sung y col 2003). Diversos
estudios se han enfocado en el andlisis de la transduccion de sefiales hacia el nucleo
en diferentes plantas expuestas a temperatura baja, mostraron una correlacion entre
la disponibilidad del calcio, la expresion génica durante la aclimatacién al frio y el
desarrollo de la tolerancia al DF, lo que evidencia la importancia del calcio como
mensajero en la cascada de transduccion de sefales a temperatura baja (Monroy y
col 1993). Se ha observado que las células presentan una regulacion diferencial de
los miembros de una familia de genes de la proteina quinasa dependiente de calcio
durante las primeras etapas de aclimatacion al frio (Monroy y Dhindsa 1995).

COR (regulacion por frio) representa una superfamilia de genes cuya
expresion ha sido relacionada con una mayor tolerancia a las bajas temperaturas
(Thomashow 1990). Su activacion se debe a la expresion de genes que codifican
para factores de transcripcion como ICE1 y CBF1; el primero codifica para un factor
de transcripcion tipo MYC el cual potencializa la expresion del segundo gen, que

codifica para un factor de transcripcion de union al elemento regulador cis (CTR,;
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Repeticion C o DRE; elemento sensible a deshidratacion) (Baker y col 1994) que

posee esta familia (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 1994; Miura y col 2012).

1 Cambios de expresion de genes relacionados con susceptibilidad vy
tolerancia al dafio por frio en frutos de mango

La respuesta al dafio por frio en mango puede ser monitoreada mediante
analisis transcriptomicos, fisiolégicos y microscépicos. Existen pocos trabajos en los
gue se estudie la tolerancia al dafio por frio inducida por un tratamiento hidrotérmico,
ya que la mayoria de los reportes en mango se enfocan en el proceso de maduracion
0 capacidad antioxidante. Los tratamientos térmicos poscosecha pueden modificar
las respuestas al estrés por frio, destacando posibles alteraciones en la expresion
génica, lo cual demora, interrumpe o promueve la maduracion del fruto, afectando la
textura, el sabor, la tasa de respiracion y la produccién de etileno y compuestos
volatiles (Lurie y Pedreschi 2014).

En un estudio realizado por Yimyong (2011) en mango cv. Okrong evaluaron
el efecto del TH (50 y 30°C, 10 min) previo al almacenamiento a 8 y 12°C,
observando un incremento en la actividad de la enzima catalasa y una inhibicién de
la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa, sin un efecto significativo sobre la
actividad de la enzima glutation reductasa durante la etapa de maduracion. Ademas,
encontraron un incremento en la expresion transcripcional de genes que codifican
para las enzimas manganeso-superoxido dismutasa, pectato liasa, f-galactosidasa y
B-1,3-glucanasa durante el almacenamiento a temperaturas bajas, las cuales estan

relacionados con la respuesta del sistema AOX y el mantenimiento de la pared
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celular, concluyendo que el tratamiento térmico incrementa la vida de anaquel del
mango Yy brinda tolerancia al DF.

Dautt-Castro y col (2018) realizaron un estudio sobre la expresion de genes
en mango (Mangifera Indica cv. “Ataulfo”) sometidos a un tratamiento con agua
caliente en conjunto con un cepillado antes del almacenamiento en frio y concluyeron
gue dos dias después de estar expuestos a temperaturas de dafio por frio comienzan
a expresarse genes que codifican para receptores transmembrana, NADPH oxidasa,
MAP quinasas y WRKYs, que pueden conducir a la muerte celular. También se
observé una acumulacién de fenoles alrededor de lenticelas descoloridas, y un
aumento de la peroxidacién de lipidos. Los genes involucrados en el metabolismo de
azucares también fueron inducidos, posiblemente para mantener el equilibrio
osmotico. Los mangos sometidos a estrés térmico mostraron las mejores
caracteristicas de calidad, probablemente debido a los mecanismos de respuesta al
estrés que actuan coordinadamente para prevenir el ataque de microorganismos
patdégenos, previenen el dafio celular y restablecen la homeostasis celular.

Fenilalanina amonio liasa (PAL) es una enzima ubicada al inicio de la ruta de
la sintesis de compuestos fendlicos y cataliza la conversion de fenilalanina a acido
cinAmico. La actividad de esta enzima incrementa con la exposicion a bajas
temperaturas tanto en pulpa como cascara y ademas ha sido correlacionada con el
oscurecimiento tipico de los sintomas de DF (Chidtragool y col 2011).

En relacion a los mecanismos moleculares implicados en el DF, Sivankalyani y
col (2016) analizaron el transcriptoma de cascara de mango (Mangifera Indica cv
Keitt) después de ser expuesto a diferentes temperaturas (5, 8, 12 y 18 °C). A partir

de los resultados obtenidos los autores propusieron un esquema de la respuesta
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molecular del fruto ante el estrés por frio (Figura 2). Cuando el fruto es expuesto a
bajas temperaturas, éste responde mediante una cascada de sefalizacion que
comienza con un incremento en la produccion de calcio y especies reactivas de
oxigeno que actlan como mensajeros secundarios activando quinasas las cuales a
su vez activan los factores de transcripcion WRKY, una familia de proteinas que
actian cuando el fruto se encuentra bajo algun tipo de estrés ya sea hibtico o
abidtico. Esta respuesta al estrés lleva a la activacion de diferentes rutas
metabdlicas, una de ellas es la de los fenilpropanoides que se encarga de la sintesis
de compuestos fendlicos los cuales al entrar en contacto con enzimas como polifenol
oxidasa son oxidados provocando la decoloracion de lenticelas. Otras rutas que se
activan son las de los carbohidratos y la de los fosfolipidos. De la ruptura de estos
ultimos se libera el acido fosfatidico que activa las quinasas de sefializacién por lo
gue se sigue generando una respuesta al estrés. Los lipidos liberados son oxidados
por las especies reactivas que se estan produciendo en exceso llevando a la pérdida
de la integridad de la membrana y al dafio de otras moléculas como proteinas y ADN,

al final lleva a la muerte celular y pudricién del fruto.
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Figura 2. Esquema de la respuesta molecular al dafio por frio en cascara de mango

cv. Keitt.

Adaptada de Sivankalyani y col (2016).
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Sivankalyani y col (2016) también encontraron que el oscurecimiento de las lenticelas
es debido a la acumulacién de fenoles oxidados que son transportados por los
ductos de resina y son el resultado de la activacion de la via de los fenilpropanoides.
Los autores sugieren que el dafio por frio en mango esta en relacion directa con el
incremento en la peroxidacion de lipidos y la regulacién de transcriptos relacionados
con la via oxidativa del acido a-linolénico y el metabolismo de glicerofosfolipidos.

A pesar de los estudios anteriormente mencionados, a la fecha no se ha
encontrado informacion acerca de la expresion de genes candidatos responsables de
la tolerancia al DF en un genotipo de mango de importancia econdémica y agronémica
para Sinaloa como lo es el cultivar Keitt. En este sentido, resulta interesante
relacionar los cambios en la expresion de estos genes con la tolerancia inducida al

DF en el fruto por medio de la aplicacion de un TH.
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IV JUSTIFICACION

El mango es un fruto climatérico de gran importancia econémica, pero es
susceptible al dafio por frio cuando se almacena a temperaturas inferiores a 13°C, lo
gue no permite mantener su calidad poscosecha por tiempos prolongados para su
comercializacion.

Dentro de los tratamientos poscosecha utilizados para disminuir el dafio por
frio en mango se encuentra la aplicacion de tratamiento hidrotérmico, el cual se
utiliza normalmente como tratamiento cuarentenario pero que ha resultado ser
efectivo en la disminucion de los sintomas del dafio por frio.

Algunos estudios han analizado cambios de expresion a nivel de transcritos y
proteinas relacionados con la susceptibilidad al DF en frutos de mango. Sin embargo,
no existe informacion sobre los cambios de expresion de genes relacionados con
tolerancia al DF en cultivares de mango de importancia econémica para el estado de
Sinaloa. Por ello, en el presente estudio se plante6 analizar la expresion a nivel
transcripcional de estos genes en frutos de mango cv Keitt tratados
hidrotérmicamente antes de ser sometidos a temperaturas de DF (5 °C), lo cual
permitiria mejorar el entendimiento de los mecanismos moleculares implicados en la

tolerancia al DF inducida por el TH.
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V OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion a nivel transcripcional de genes que codifican para
proteinas de choque térmico, estrés oxidativo, maduracion y patogénesis y su
relacion con la tolerancia al dafio por frio inducida por tratamiento hidrotérmico en

frutos de mango cv Keitt.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el indice de dafio por frio, parametros de calidad (color y firmeza) y
fisiologicos (lixiviacion de electrolitos y contenido de malondialdehido) en frutos
de mango con y sin TH almacenados por 20 dias a 5 °C y después de un
periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C.

2. Determinar la expresion de genes que codifican para proteinas de choque
térmico, estrés oxidativo, maduracion y patogénesis en frutos de mango con y
sin TH almacenados por 20 dias a 5 °C y después de 7 dias a 21 °C.

3. Evaluar la relacion entre los niveles de transcritos y los parametros evaluados
en frutos con y sin TH almacenados durante 20 dias a temperatura de DF y

después de un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C.
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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 fisioldgica. Los frutos fueron llevados al laboratorio de Fisiologia y
Tecnologia Poscosecha de la Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la
Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas, donde se lavaron con jabén y se
sumergieron durante 3 min en hipoclorito de sodio a 200 ppm; transcurrido el tiempo
se hizo una segunda seleccion para descartar aquellos que presentaran algun
defecto o dafio. Posteriormente, se dividieron en dos lotes: un lote fue utilizado como
control y el otro recibioé un tratamiento hidrotérmico. Se almacenaron por 20 dias a 5
°C, seguido de un segundo almacenamiento (periodo de maduracion) por 7 dias a 21

°C.

B METODOS

1 Aplicacién de 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 2018). 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 (501-700 g) 6 110 min (701-900 g). Posteriormente, fueron enfriados a 25 °C
durante 30 min. Una vez transcurrido este tiempo, se retirdé el exceso de humedad

utilizando toallas de papel.
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2 indice de dafio por frio

La evaluaciéon se llevd de acuerdo a lo reportado por Salazar-Salas y col
(2017) de manera visual con algunas modificaciones. Se determiné el indice de dafio
con la ayuda de una escala heddnica. Se tomaron en cuenta diferentes dafios como
A=marchitez, B=picado superficial, C=coloracion no uniforme y D=&reas necrdticas.
Se tomé una escala de 5 puntos donde 0=no dafio, 1= 1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%,
4=>76%. Los sintomas fueron evaluados por separado. El IDF fue utilizado para
medir el dafio por frio de cada fruta mediante la siguiente ecuacion:

S[(ND)(# de frutos)]
Total de frutos x réplica

IDF=

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

uno de los sintomas.

3 Determinacion de parametros de calidad

a Color

Se determinaron los valores a* y b*, en base a la escala CIE Lab, en tres puntos
equidistantes de la region ecuatorial del pericarpio de cada uno de los frutos
utilizando un colorimetro Minolta CR 200 (Minolta, Japon).

b Firmeza

Se determiné la firmeza del pericarpio del fruto. Se midieron 3 puntos

equidistantes en el fruto con un penetrometro digital DFE 100 (Chatillon) provisto con
una punta delgada de 2 mm de diametro que penetré una profundidad de 5 mm a
una velocidad constante de 50 mm min™>. Los resultados se reportaron como la

fuerza de penetracion maxima en Newtons (N).
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4 Lixiviacién de electrolitos

La evaluacioén de lixiviacion se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por
Lépez-Lopez y col (2018) con modificaciones. Se tomaron 6 discos de 10 mm de
diametro de céscara, se lavaron con agua desionizada, se cubrieron con 30 mL de
manitol (0.3 M) y se incubaron en agitacion (200 rpm) a 25°C por 1 h. Se midi6 la
conductividad de la solucion inmediatamente después de la incubacién con un
conductimetro (Hanna instruments EC/TDS modelo HI 98311) y después de someter
las muestras a 120°C en autoclave por 25 min para liberar todos los electrolitos. La
lixiviacion se expresd como porcentaje total de electrolitos.

5 Contenido de malondialdehido (MDA)

La determinacion del contenido de MDA se basa en el hecho de que esta
molécula es el producto final secundario de la oxidacion de los acidos grasos y
reacciona con dos moléculas de acido tiobarbitarico a través de una reaccion de
adicion nucleofilica catalizada por un acido produciendo un cromégeno de color rosa
con una absorbancia maxima a 532 nm (Kappus 1985). Se utilizé la técnica descrita
por Hodges y col (1999) para lo cual primeramente se homogenizé 1 g de tejido
congelado en una mezcla de etanol:agua en una relacién 80:20 (v:v) y se centrifugo
a 3,000 g (Eppendorf, 5804 R, USA ) durante 10 min. Después se tomo una alicuota
de 1 mL de la muestra y se afadié en un tubo de ensayo conteniendo 1 mL de
solucion ya sea (i) —TBA, compuesta de 20 % (w/v) acido tricloroacético y 0.01 %
hidroxitolueno butilado, o bien (ii) +TBA, conteniendo todo lo anterior mas 0.65 % de
acido tiobarbitarico. Posteriormente las muestras se agitaron vigorosamente e
incubaron a 95 °C por 25 min. Transcurrido este tiempo se enfriaron en hielo

observando un cambio de coloracion y se centrifugaron a 3,000 g durante 10 min. Se
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registrd la absorbancia del sobrenadante a 440, 532 y 600 nm. El contenido de MDA
fue calculado de la siguiente manera y expresado en nmol/g de peso fresco (pf).

1) A = [(Abs 532,7ga) — (Abs 600,1ga) — (Abs 532154 — Abs 600.1ga)

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

3) Equivalentes de MDA (nmol * mL™?) = (A - B/ 157,000) 10°

6 Extraccion de RNA total

Se utilizé la metodologia empleada por Chang y col (1993) con algunas
modificaciones. Primeramente se molieron los tejidos de pericarpio en presencia de
nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. Para la extraccion del RNA total, se
mezclaron 2 g de tejido molido con 10 mL de amortiguador de extraccion CTAB
estéril (2% de CTAB, 2% PVP K40, 100 mM de Tris-HCI pH 8.0, 25 mM EDTA, NaCl
2 My B- mercaptoetanol 2%), se agitd la mezcla en vortex por 2 min, seguido de una
incubacion por 15 min a 65°C. Se agregaron 10 mL de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), se centrifug6 a 10,000 g por 20 min, se tomo la fase superior y se repitid el
procedimiento de la adicion de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se precipito
adicionando cloruro de litio 2.5 M (1/4 del volumen recolectado) y se dejé durante
toda la noche a -20°C. Después de centrifugar (5,000 g, 45 min, 4°C) a la pastilla
obtenida se le afiadieron 700 uL de amortiguador SSTE precalentado (10 mM Tris-
HCI, 1 M NaCl, SDS 5% y EDTA 1 mM pH 8.0) y se homogenizo. La suspension fue
transferida a un tubo nuevo de 1.5 mL, se le agregaron 700 pL de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) y se centrifug6 a 10,000 g a temperatura ambiente por 10 min. El
lavado con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) se repitié dos veces. Posteriormente

se recolectd la fase superior, se le agregd 1 mL de etanol al 100% y se dejé
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precipitar durante 2 horas a -70°C. Después de centrifugar (10,000 g, 35 min, 4°C),
se dej6 secar la pastilla y por dltimo se resuspendié en 20-30 uL de agua tratada con

DEPC.

7 Tratamiento de RNA con DNAsa

El DNA gendmico presente en la muestra de RNA se eliminé utilizando el kit
DNase | (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). Se inici6 el tratamiento con 3 ug de RNA
total y se le agregaron 1 uL de amortiguador de reaccion 10X y 1 uL de DNAsa | (1
U/uL), ajustado a un volumen final de 10 pL con agua tratada con DEPC.
Posteriormente la mezcla se incub6 15 min a temperatura ambiente, se afiadié 1 pL
de la solucion de paro y se incubd 15 min a 65 °C. Finalmente la muestra se

almacend a -70°C hasta su uso.

8 Andlisis de expresion de genes relacionados con tolerancia al DF

Para el andlisis de expresién de genes de los frutos control y tratados
hidrotérmicamente a los diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento se
utilizé la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR). El RNA se
cuantificé utilizando un espectrofotometro BioMate 3s (Thermo Scientific) y se
utilizaron 20 ng por reaccion. Se utilizé el kit SCRIPT One-Step RT-PCR (Jena
Bioscience, California, USA) siguiendo las recomendaciones del proveedor y la
amplificacion se realizé en un sistema de tiempo real CFX-96 (Bio-Rad, California,
USA). Los iniciadores utilizados fueron disefiados a partir de la secuencia de genes
involucrados en la respuesta a temperaturas bajas, los cuales han sido reportados

previamente por diversos autores para diferentes genotipos de mango. Se utilizé el
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programa PRIMER BLAST disponible en la pagina

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (Cuadro 7). Los criterios utilizados

para el disefio de los iniciadores fueron una temperatura de alineamiento de 60-66°C
y que amplificaran una regién de 100-200 pb. Las condiciones de amplificacién
fueron: 50°C por 30 min (cDNA), 95 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C (15 s)
y 60-66 °C (1 min) con una velocidad de rampa de 2.2 °C/s. Las curvas de fusién se
obtuvieron por calentamiento de 65 °C a 95 °C con una velocidad de rampa de 0.5
°Cls.

Los niveles de expresion de los genes analizados se calcularon usando como
gen de referencia Actina, el cual ha sido reportado previamente en mango. Para cada
gen analizado, el valor del ciclo umbral promedio (Ct) se calcul6 de tres réplicas para
cada genotipo.

La expresion relativa se calculé usando la ecuacion:

2 [(WX-WC)-(GX-GC)]

En donde:

X= Gen de interés

C= Gen control

W= Promedio de los Ct de frutos Control

G= Promedio de los Ct de frutos con TH
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Cuadro 7. Iniciadores utilizados para el analisis de expresion de genes relacionados

con la tolerancia al DF inducida por la aplicacién de TH.

Gen

HSP 17.6
PSD
POX
B-GAL
CBF-1
CAT
PAL
ACT

PL
UbOx
CHI
SOD

B-GLU

Forward primer 5°-3°
TCAAGGCTGATCTTCCAGGG
AGGGAGTGAATTGATGGGCA

TTCCAATGGACCCTGGAAGC

ACTCAAGGTGGTCCGATAATCC

CACCTGGTTCTGACTTGCCTACTG

GCCCTGGTATTGTGGTTCCT

AGGAGGAATTGAAGGCCGTTT

TCCCAGTATTGTGGGTAGGC

ATGGCGGTTTCTCCTAGA

AGGAAATTCGAGCACAGCGG

CGGAAACTGGCAACCCACTA

GAGCAAACACTCGGTGCAAA

GGCTGCAATGTTGTTGCTCT

Reverse primer 5°-3"

CTCCGGCAACTTAAACCTCCT

ACGAGCAGAAGCACGAAAGG

GACTGAGCGAACTCGGTGAA

GTCCCAAGATCCACAGCCAT

ACGACCCGCTCGCTTCTTTG

TGGTCCTAGACGGTGCCTTT

TGTTGGGAATCGCCGCATTT

GGCAACTCGAAGCTCATTGT

TCACTGTCGATGCTTTAACG

GAACACGCCTTGGACGGTAA

ACCCAATGCGATCCTGAACC

AGCGTGAATATGGAAGCCGT

CGCATCTGCCCAATGTTGTT

Ta

60°C

64°C

66°C

Ta: temperatura de alineamiento. HSP17.6: proteina de choque térmico 17.6 kDa;

PSD: fitoeno desaturasa; POX: peroxidasa; B-GAL: B-galactosidasa; CBF-1: factor de

repeticion C de union-1; CAT: catalasa; PAL: fenilalanina amonio liasa; ACT: actina;

PL: pectato liasa; UbOx: ubiquinol oxidasa; CHI: quitinasa; SOD: superoxido

dismutasa; B-GLU: B 1-3, glucanasa.
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9 Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA bifactorial, teniendo
como factores el tratamiento (control y TH) y las condiciones de almacenamiento (20
dias a 5°C y 20 dias a 5 °C + 7 dias a 21°C). Se realiz6é una comparacion de medias
mediante la prueba de Fisher (LSD) con un a=0.05. Todos los andlisis se realizaron
con el programa STATGRAPHICS Centurién version 15.2.06 (Stat Point

Technologies, Inc. Warrenton, VA, USA).
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VII| RESULTADOS Y DISCUSION

A INDICE DE DANO POR FRIO

El indice de dafio por frio (IDF) se evalu6 para cada uno de los sintomas
después de 10 y 20 dias a 5°C y después de 20 dias a 5°C mas 7 dias a 21°C. Los
principales sintomas de DF observados en los frutos después del almacenamiento en
frio y posterior maduraciéon fueron coloracién no uniforme, marchitez, picaduras y la
aparicion de areas necroticas (Figura 3). Algunos sintomas fueron visibles desde el
dia 10 de almacenamiento, mientras que a partir de los 20 dias a 5°C todos los
sintomas fueron visibles en ambos tratamientos, los cuales presentaron mayor
severidad cuando fueron transferidos de la baja temperatura al periodo de
maduracién a 21°C (Figura 4). A continuacion se describen los cambios observados

en cada uno de los sintomas.

1 Coloraciéon no uniforme

Este sintoma fue el primero que se presentd en los frutos y se observo desde
el dia 10 de almacenamiento a 5°C, aunque sin diferencias significativas entre
mangos con TH y control (Figura 5). Después de 20 dias a 5°C, el IDF de este
sintoma fue significativamente menor en los frutos con TH comparado con los frutos
control, mostrando que el tratamiento térmico permitio un mejor desarrollo del color
en los frutos. La severidad del dafio asociado a este sintoma incremento
significativamente en los frutos control después del periodo de maduracion de 7 dias

a 21°C.
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Coloracién no uniforme

Marchitez

Picaduras

Areas necréticas

Figura 3. Principales sintomas de dafio por frio en mango cv. Keitt almacenado

durante 20 dias a 5°C mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21°C.
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Dia CONTROL TH

0d, 5°C

10d, 5°C

20d, 5°C

20d, 5°C

7d, 21°C

Figura 4. Cambios en aparencia y maduracion de frutos de mango con y sin
tratamiento hidrotérmico durante el almacenamiento a 5°C mas un periodo de
maduracion de 7 dias a 21°C.
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Figura 5. Desarrollo de coloracion no uniforme en frutos de mango cv. Keitt tratados
hidrotérmicamente (TH) y control almacenados por 20 dias a 5°C y después de un

periodo de maduracién a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 0.2370 (a=0.05).
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Medlicott y col (1990) estudiaron el desarrollo de la maduracion después de un
almacenamiento en frio en tres variedades de mango (Amelie, Tommy Atkins y Keitt)
y observaron que los frutos presentaron coloracién no uniforme, pérdida de sabor y
disminucién de compuestos volétiles responsables del aroma cuando fueron
expuestos a temperaturas menores a 10 °C por un tiempo prolongado.

Sivankalyani y col (2016) estudiaron el comportamiento de mango cv. Keitt al
ser almacenado a diferentes temperaturas (5, 8, 12 y 18 °C), donde los frutos
almacenados a 5 y 8 °C tuvieron un retraso en el cambio de color en comparacion
con los frutos almacenados a 12 y 18°C, lo cual sugiere que el estrés por frio retarda
el proceso de maduracion del fruto y resulta en una coloracion no uniforme.

El color de los frutos se debe principalmente a compuestos como
carotenoides, antocianinas, clorofilas y betalainas. Los carotenoides y las
antocianinas son metabolitos secundarios sintetizados por la ruta de los terpenoides
y los acidos fendlicos respectivamente (Kato 2004). Un estudio de expresion de
genes realizado en frutos de mango cv. Shelly sometidos a TH mostré una mayor
expresion de genes relacionados con la sintesis de antocianinas [antocianina 5-
aromatico (antocianin5a) 4) y UDP-glicosiltransferasa 85a2-like (85A2)] y una
disminucién en genes que codifican para pigmentos como clorofilas a/b, lo que
sugiere que el TH activa diferentes rutas que modulan la acumulacion de
antocianinas y reduce los procesos asociados con la acumulacion de clorofila lo que
conlleva al desarrollo de color en el fruto (Luria y col 2014).

Los resultados del presente estudio concuerdan con lo reportado previamente

por diversos autores en donde evidencian el efecto benéfico que tiene el tratamiento
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hidrotérmico para disminuir la severidad de los sintomas del dafio por frio, como lo es

maduracioén regular (Yimyong y col 2011; Zhang y col 2012).

2 Marchitez

La marchitez se observé a partir del dia 20 de almacenamiento en frio, siendo
significativamente mas severa en los frutos control con respecto a los frutos que
recibieron el tratamiento hidrotérmico (Figura 6).

La marchitez del fruto después de ser cosechado se asocia con la pérdida de
agua por el proceso de transpiracion. Cantre y col (2017) reportaron la salida de
agua intracelular en tejido dafiado por frio observando que las células de frutos de
mango dafiado por bajas temperaturas eran mas puntiagudas, menos esféricas,
comparado con frutos no dafiados, lo cual es un indicador de lixiviacion celular. Esta
lixiviacibn de agua intracelular contribuyé a la disminucibn 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 formacién 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 aun mas grandes
en el mesocarpio.

Lo critico de la presencia de este sintoma es que provoca de forma directa la
aparicion 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
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Figura 6. Desarrollo de marchitez en frutos de mango cv. Keitt tratados
hidrotérmicamente (TH) y control almacenados a 5°C y después de un periodo de

maduracion a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 0.1171 (a=0.05).
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contener compuestos fendlicos (Agillon y Lizada 2010), los cuales pueden causar

reacciones de oscurecimiento con polifenoloxidasa en cascara.

3 Picado superficial

Uno de los dafios mas notorios y reportados en frutos de mango de distintas
variedades a causa del DF es la aparicion de picado superficial mostrandose como
hundimientos en el pericarpio del fruto. Este sintoma fue observado después de 20
dias de almacenamiento a 5°C y su severidad aumenté cuando fue transferido a
temperatura de maduracion (Figura 7). En ambas condiciones de almacenamiento, el
dafio fue significativamente mayor en los frutos control con respecto a los tratados
térmicamente.

Zhao y col (2014) realizaron un analisis estructural del dafio por picado
superficial y encontraron que estd asociado con 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 respiracién, asi como mayor
presencia de pudriciones debido al crecimiento de hongos necrotroficos (Fernandez-

Trujillo 2006; Tatsumi y col 1987).

4 Areas necréticas

El dafio por frio se manifiesta principalmente en el pericarpio del fruto y otro de
los sintomas de mayor prevalencia es la aparicion de areas necroticas. Las causas
de este sintoma son, en primera instancia, las alteraciones de las propiedades fisicas
de los lipidos de membrana, afectando la elasticidad, uniformidad y fluidez de la

membrana (Sharom y col 1994), asi como cambios en la composicion lipidica y
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Figura 7. Desarrollo de picado superficial en frutos de mango cv. Keitt tratados
hidrotérmicamente (TH) y control almacenados a 5°C y después de un periodo de

maduracion a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 0.1171 (a=0.05).
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permeabilidad provocando un aumento en la lixiviacion de electrolitos (Lurie y col
1997). Esto aumenta la susceptibilidad al ataque de patégenos y, al mismo tiempo,
propicia las pudriciones en el fruto (Lyons, 1973). Ademas, el colapso de las células
ha sido asociado con la liberacién de algunos terpenoides a través de los canales de
resina, causando un dafio irreversible en la pared celular, y asi la aparicion de
sintomas como picaduras y areas necroticas (Sivankalyani y col 2016).

En el presente estudio, la aparicion de areas necroéticas se pudo observar
después de 20 de almacenamiento a 5°C, encontrandose que la severidad del dafio
en frutos control fue 6 veces mayor que en los frutos con TH (Figura 8). Después del
periodo de maduracion, este indice increment6 en ambos tratamientos, siendo
significativamente menor en los frutos tratados hidrotérmicamente; los frutos control
presentaron un porcentaje de dafio de 25-50% de la superficie total mientras que en
el caso de los frutos con TH la superficie afectada fue menor al 25%.

En un estudio realizado en mango cv. Okrong se observo que al someter los
frutos a un TH (50 °C, 10 min) mejoraron su apariencia externa durante el
almacenamiento en frio y luego de un periodo de maduracién a 30 °C (Yimyong y col
2011). Lopez-Lépez y col (2018) reportaron que la aplicacién de un TH en frutos de
mango cv. Keitt disminuyé considerablemente el desarrollo de sintomas de DF
manteniendo la calidad de los mismos por un periodo mayor que los frutos control.

El IDF refleja directamente el grado de desarrollo de los sintomas del DF y ha
sido ampliamente utilizado en el estudio de este desorden en distintos frutos para

juzgar la tolerancia al frio. En este sentido, los resultados del presente estudio
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Figura 8. Desarrollo de areas necréticas en frutos de mango cv. Keitt tratados

hidrotérmicamente (TH) y control almacenados a 5°C y después de un periodo de

maduracion a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 0.0706 («=0.05).
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sugieren que el TH brinda cierta tolerancia al dafio por frio en los frutos de mango lo

cual se ve reflejado en una menor incidencia de sintomas.

B PARAMETROS DE CALIDAD
1 Color en cascara

El color es uno de los atributos de calidad mas importantes en los frutos ya
que tiene gran influencia en la apariencia y aceptabilidad del producto por el
consumidor. Los parametros de color a* (verde-rojo) y b* (azul-amarillo) son los que
reflejan de mejor manera los cambios de color en mango. El pardmetro a* mostro
diferencias significativas entre los frutos control y TH a los 10 dias de
almacenamiento en frio (Figura 9A), mientras que en el parametro b* se observaron
diferencias significativas hasta después de 20 dias a 5 °C (Figura 9B), siendo los
frutos tratados los que presentaron los valores mas altos. Esta diferencia en color fue
mas evidente después de que los frutos fueron madurados durante 7 dias a 21 °C.

El cambio de color es atribuido a la degradacion de la clorofila, lo cual es
asociado con la ruptura de la membrana de los tilacoides en los cloroplastos durante
las primeras etapas del proceso de maduracion (Medlicott y col 1986), por lo que se
sugiere que el proceso de sintesis de carotenoides se ve restringido durante el

almacenamiento a bajas temperaturas (Vazquez-Salinas y Lakshminarayana 1985).
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Figura 9. Cambios en los parametros de color a*(verde-rojo) (A) y b*(azul-amarillo)
(B) en céscara de mangos con tratamiento hidrotérmico (TH) y control almacenados
a 5 °C y posteriormente madurados 7 dias a 21 °C. Las barras verticales indican

LSD=0.3904 y LSD=1.1155 («=0.05) para a* y b*, respectivamente.
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Los niveles de carotenoides cambian dependiendo del cultivar de mango pero
los compuestos mayormente reportados en estos frutos son f3-caroteno, ¢-caroteno,
y-caroteno, [B-criptoxantina, luteina, Iuteoxantina, zeaxantina, violaxantina,
anteraxantina, auroxantina y neoxantina (John y col 1970; Cano y De Ancos 1994;
Mercadante y Rodriguez-Amaya 1997; Ben-Amotz y Fishler 1998). Se ha reportado
gue el tratamiento hidrotérmico acelera la degradacién de la clorofila y la sintesis de
carotenoides, por lo que ayuda al desarrollo de un color mas uniforme (Ledger 1995).

Los resultados del presente estudio sugieren que el tratamiento hidrotérmico
aplicado a los frutos de mango permiti6 un mejor desarrollo del proceso de
maduracion mostrando una coloracion mas uniforme evidenciado en la menor

incidencia del sintoma de coloracion no uniforme en frutos tratados (Figura 4).

2 Firmeza

La firmeza es otro de los atributos principales en los cuales se basa el
consumidor al adquirir un fruto. Este parametro disminuyé progresivamente en frutos
con TH y control durante el almacenamiento en frio y posterior periodo de
maduracion, sin diferencias significativas entre ambos tratamientos (Figura 10). La
pérdida de firmeza de los frutos durante la maduracion puede atribuirse
principalmente a la despolimerizacion y solubilizacion de componentes de la pared
celular, conduciendo a la pérdida progresiva de la cohesion célula-célula (Brummell

2006).

59



160
©— Control
140

Q@ —A— TH
120 é\é

Firmeza(N)
H
@ o
o o
/
S lal

60
40
20 T
)y
0 L
0d (5°C) 10d (5°C) 20d (5°C) 20d (5°C) + 7 d
(21°C)

Condicién de almacenamiento

Figura 10. Cambios en firmeza de mango cv. Keitt tratados hidrotérmicamente (TH) y
control almacenados a 5°C y madurados por 7 dias a 21°C. Las barras verticales

indican LSD= 2.4416 (0=0.05).
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Zhang y col (2012) trataron hidrotérmicamente (55°C por 10 min) frutos de
mango cv. Tainong 1 previo a su almacenamiento a temperaturas de DF, observando
un efecto significativo sobre el metabolismo de la pared celular que involucré el
rompimiento de pectinas por la accién de las enzimas como poligalacturonasa (PG),
pectin metilesterasa (PME) y B-galactosidasa (3-gal), pero sin detectar diferencias
significativas entre los frutos tratados y no tratados durante el almacenamiento en

frio.

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

La lixiviacion de electrolitos se ha utilizado como un indicador del dafio
ocasionado a la membrana del fruto durante el almacenamiento en frio y el periodo
de maduracion. No se observaron diferencias significativas entre frutos con TH y
control durante los primeros 10 dias de almacenamiento en frio (Figura 11). Sin
embargo, después de 20 dias a 5°C se observd un aumento en la lixiviacion en
ambos tratamientos, siendo significativamente mayor en los frutos control.
Resultados similares fueron reportados previamente por Lépez-Lopez y col (2018) en
mango cv. Keitt sometido a un TH y un posterior almacenamiento a temperaturas de

DF.
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Figura 11. Lixiviacion de electrolitos en frutos de mango cv. Keitt tratados
hidrotérmicamente (TH) y control almacenados a 5°C y después de un periodo de

maduracion a 21°C. Las barras verticales indican LSD= 2.4416 («=0.05).
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Esto puede deberse a que el estrés por frio afecta la integridad de las membranas y
aumenta la permeabilidad de las mismas en los frutos de mango permitiendo una
mayor fuga de electrolitos.

Zhao y col (2009) midieron la lixiviacion de electrolitos en tomate durante su
almacenamiento a 2 °C, encontrando que la pérdida de electrolitos aumenté
conforme se extendia el periodo de almacenamiento a temperatura baja. Malacrida y
col (2006) reportaron la misma tendencia en la lixiviacion de electrolitos en tomate cv.
Micro-Tom almacenado a temperaturas de DF. Zhang y col (2017) reportaron un
aumento en la lixiviacion de electrolitos en frutos de mango cv. Guifei sometidos a
temperaturas de DF con respecto a frutos control a temperatura ambiente.

Mirdehghan y col (2007) evidenciaron la reduccion de los sintomas de dafio
por frio inducida por un tratamiento hidrotérmico en granada (P. granatum L. cv.
Mollar de Elche), encontrando una alta correlacion entre las lesiones del pericarpio y
la lixiviacion de electrolitos, lo que sugiere que el tratamiento hidrotérmico podria
estar manteniendo la integridad de la membrana. Los autores también encontraron
cambios en la composicién lipidica de la membrana durante el almacenamiento
habiendo una pérdida significativa de lipidos saturados e insaturados en los frutos
gue no fueron tratados, mientras que en los frutos con TH los cambios fueron

menores.

2 Contenido de malondialdehido (MDA)
El estrés por frio da lugar a una sobreproduccion y desbalance de especies
reactivas de oxigeno (EROs) responsables de la oxidaciéon de los lipidos de

membrana (Miller y col 2008), dando como resultado un aumento en la formacién de
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MDA, el cual sirve como un indicador del grado de dafio a las membranas celulares.
En la Figura 12 se muestra el contenido de MDA en frutos con TH y control durante
su almacenamiento en frio y posterior maduracion. La diferencia entre la
peroxidacion de lipidos fue evidente después de 10 dias a 5 °C en donde los frutos
control presentaron valores significativamente mayores y cuya tendencia se mantuvo
por el resto del almacenamiento en frio y maduracion.

Estos resultados son consistentes con lo obtenido para el parametro de
lixiviacion de electrolitos, en donde los frutos control presentaron valores mas altos lo
gue evidencia que el tratamiento hidrotérmico reduce la peroxidacion de lipidos de
membrana manteniendo su integridad y generando un efecto benéfico para el fruto
brindando una mayor tolerancia al frio.

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con lo reportado por
Zhang y col (2017) en frutos de mango cv. Guifei, en donde observaron que los frutos
control presentaron valores mas altos en contenido de MDA que los frutos tratados
con un acondicionamiento a temperaturas de 12 °C previo al almacenamiento a
temperatura de dafo, evidenciando un mayor dafio en la membrana de los frutos no
tratados. En un estudio reciente con frutos de mango cv. Keitt tratados
hidrotérmicamente y almacenados a temperaturas de DF se reportd un menor
contenido de MDA, lo cual se relaciono con un incremento en la actividad de enzimas
antioxidantes como SOD, APX y CAT, las cuales podrian estar reduciendo las
especies reactivas de oxigeno e impidiendo su interaccion con los lipidos de

membrana (Lépez-Lopez y col 2018).
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Figura 12. Contenido de malondialdehido en frutos de mango con TH y control
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Los resultados del presente estudio confirman que la aplicacion de un TH
cuarentenario en frutos de mango cv. Keitt causa un efecto protector sobre el
desarrollo del DF evidenciado por menores valores de lixiviacion de electrolitos,

contenido de MDA y menor incidencia de sintomas visuales en el fruto.

D CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON ESTRES
POR BAJA TEMPERATURA Y TOLERANCIA INDUCIDA AL DANO POR FRIO

En un analisis proteémico comparativo realizado entre frutos de mango cv
Keitt tratados hidrotérmicamente (46.1°C/ 90-110 min) y sin tratar (control)
almacenados a temperatura baja se relacion6 la tolerancia al DF con una mayor
acumulacion de proteinas de estrés térmico, defensa, sistema antioxidante, asi como
proteinas involucradas en el desarrollo y maduracion del fruto (Chairez-Vega, 2018).
Con la finalidad de comprender de mejor manera los mecanismos moleculares
relacionados con la tolerancia al DF inducida por la aplicacion de TH en mango, en el
presente estudio se evalud la expresion transcripcional de genes relacionados con
respuesta al estrés (HSP 17.6, CBF-1), desarrollo y maduracion (PSD, PL y PAL),
patogénesis (CHI y B-1,3 GLU), sistema antioxidante (SOD, POX y CAT), y
respiracion (UbOx). La expresion fue evaluada después de 20 dias de
almacenamiento a 5°C y después de 20 dias a 5°C mas 7 dias de maduracién a

21°C.
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1 Genes relacionados con respuesta al estrés
a Proteina de choque térmico 17.6 kDa (Hsp 17.6)

El gen Hspl7.6, codifica para una proteina de choque térmico citosélica de
bajo peso molecular y como era de esperarse su expresion fue significativamente
(P<0.05) mayor en los frutos sometidos al TH con respecto a los no tratados
(Figuras 13 y 14). Estos resultados coinciden con la mayor acumulacién de
proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (sHSP 16.7) reportada
previamente en los frutos tratados hidrotérmicamente (46.1°C, 90 min) utilizados en
el presente estudio (Chairez-Vega 2018).

Diversos estudios han reportado que temperaturas moderadamente altas
inducen la expresion génica y sintesis de proteinas de choque térmico de bajo peso
molecular en diversos frutos climatéricos (Sabehat y col 1998; Lara y col 2009). Zhu
y col (2003) observaron una mayor tolerancia al DF en frutos de mango sometidos a
tratamientos térmicos con agua caliente (55°C/3-5 min) y aire caliente (38°C/12h), lo
cual propusieron podria estar relacionado con una mayor acumulacién de
proteinas de bajo peso molecular dentro de las cuales podrian encontrarse proteinas
de choque térmico.

Ding y col (2001) encontraron una mayor expresion de genes que codifican
para proteinas de choque térmico de bajo peso molecular (SHSP 17.7, sHSP 17.6) y
alto peso molecular (SHSP 70-1, sHSP 70-3) en frutos de tomate tratados con metil
jasmonato, metil cilato y tratados térmicamente (38°C/ 2 dias) durante su

almacenamiento en frio (5°C), observando una correlacion entre la expresion del gen
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Figura 13. Expresion relativa de genes relacionados con susceptibilidad y tolerancia
al DF en frutos de mango cv. Keitt con y sin tratamiento hidrotérmico almacenados
por 20 dias a 5 °C. La expresion de los genes se calculd utilizando al gen ACT como
control y tomando como referencia el fruto sin TH, cuyo nivel de expresion tomo el
valor de 1. Las barras indican los LSD de cada gen y donde no se traslapan indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos. HSP17.6 (LSD= 1.2503);
CBF-1 (LSD= 1.1413); CAT (LSD= 1.5819); SOD (LSD= 0.9626); POX (LSD=
0.6164); B GAL (LSD= 1.1952); PSD (LSD= 0.6150); PL (LSD= 0.9881); PAL (LSD=

0.0481); UbOx (LSD=0.2098); CHI (LSD=0.5408), 3 GLU (LSD= 0.3258).
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Figura 14. Expresion relativa de genes relacionados con susceptibilidad y tolerancia
al DF en frutos de mango cv. Keitt con y sin tratamiento hidrotérmico almacenados
por 20 dias a 5 °C mas 7 dias a 21 °C. La expresion de los genes se calculo
utilizando al gen ACT como control y tomando como referencia el fruto sin TH, cuyo
nivel de expresion tomo el valor de 1. Las barras indican los LSD de cada gen y
donde no se traslapan indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tratamientos. HSP17.6 (LSD= 1.5447); CBF-1 (LSD= 0.5127); CAT (LSD= 0.3673);
SOD (LSD= 0.0728); POX (LSD= 0.2226); 3 GAL (LSD= 0.9166); PSD (LSD=
1.0436); PL (LSD= 0.4862); PAL (LSD= 0.0417); UbOx (LSD= 0.2673); CHI (LSD=

0.8439); B GLU (LSD= 0.3300).
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que codifica para sHSP 17.6 con la tolerancia inducida al DF mediante los
tratamientos aplicados.

La expresion génica observada para Hspl7.6 en el presente estudio, asi como
la mayor acumulacion de proteinas reportada por Chairez-Vega (2018) sugiere que
las proteinas de choque térmico podrian estar contribuyendo a la mitigacién al DF y a

la maduracion normal del fruto.

b CBF-1

El gen CBF-1 mostr6 una expresion significativamente mayor en frutos
tratados hidrotérmicamente respecto a los frutos control después de 20 dias de
almacenamiento a 5°C (Figura 13), lo cual se mantuvo después del periodo de

maduracion (Figura 14).

CBF-1 es un factor transcripcional que esta constituido por los elementos
CRT/DRE, en donde CRT constituye el factor de union del dominio repetido C,
mientras que DRE es un elemento de respuesta a deshidratacion. El factor CBF fue
primeramente identificado en semillas como Arabidopsis, en donde los productos
transcripcionales reconocen el dominio repetido C de genes reguladores del frio
(COR, cold-regulated genes) (Kanaya y col 1999). La sobreexpresion de este gen de
Arabidopsis en tomate resulté en una mayor tolerancia al frio y menor estrés

oxidativo en el fruto (Hsieh y col 2002).

Zhao y col (2009) analizaron la expresién transcripcional del gen LeCBF1 y su
relacion con parametros fisiolégicos asociados con DF (MDA, EL y contenido de

prolina) en dos frutos de tomate contrastantes en la tolerancia al frio, Solanum
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lycopersicum cv. Lichium (Sensible) y Solanum lycopersicum cv. Santiam (tolerante),
encontrando una correlacion inversa entre los niveles de expresion de LeCBF1 vy el
DF (-0.9176, P<0.05).

Como se indico previamente, en el presente estudio la expresién de CBF-1 fue
considerablemente mayor en frutos con TH durante el almacenamiento en frio
(Figura 13), lo que sugiere que este gen puede estar jugando un papel muy

importante en la tolerancia al DF inducida por el tratamiento térmico.

c Catalasa (CAT)

La expresion del gen CAT que codifica para la enzima catalasa fue
significativamente (P<0.05) mayor en los frutos tratados hidrotérmicamente respecto
a los frutos control al término del almacenamiento en frio (20 d a 5°C) (Figura 13), lo
cual podria relacionarse con una mayor capacidad de eliminar el exceso de H,0,
producido durante el estrés por frio. El peréxido de hidrégeno se produce durante
muchos procesos celulares y se sintetiza como un subproducto de la fotorrespiracion,
B-oxidacién de los acidos grasos y también como consecuencia del estrés biético y
abidtico (Moller 2001). Se ha reportado que el DF esta mediado, en parte, por las
especies reactivas de oxigeno (EROs) como agentes que causan una lesion tisular
secundaria (Raison y Lyons 1986). Kerdnaimongol y Woodson (1999) evaluaron la
importancia de la enzima antioxidante catalasa en la eliminacion de EROs
producidas durante el DF en tomate transgénico, mediante la supresion del gen que
codifica para esta enzima (CAT1) utilizando la tecnologia de RNA antisentido. Los

resultados mostraron una mayor sensibilidad al H,O, por parte de las plantas de
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tomate en la que se suprimioé el gen CAT1 en comparacién con las plantas control
(sin reprimir el gen CAT1). La actividad de la enzima fue tan importante que las
plantas genéticamente modificadas no sobrevivieron a la exposicién a temperaturas
bajas.

Los resultados del presente estudio corresponden con lo reportado por Lopez-
Lépez y col (2018) en el mismo cultivar de mango (Keitt) donde se encontré una
mayor actividad de catalasa en los frutos con TH después de 20 dias a 5°C y una
disminucién de la actividad de dicha enzima cuando los frutos fueron transferidos a
temperaturas de maduracién (21°C). Un comportamiento opuesto fue observado por
Yimyong y col (2011) en mango cv. Okrong, donde la actividad de la enzima catalasa
mantuvo valores bajos durante el periodo de almacenamiento a temperaturas de
dafo por frio, tanto en los frutos con TH (55°C/10 min) como en los frutos control,
mientras que al transferir los frutos a temperatura de maduracion se observd un
aumento en la actividad de esta enzima, aunque no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Las discrepancias observadas pudieran deberse
a que el TH aplicado en el presente estudio y por Lopez-Lopez y col (2018) fue de
46.1°C por 90-110 min, pudiendo asi propiciar un aumento en la expresion y

actividad de enzimas antioxidantes ante la mayor duracion del estrés térmico.

d Superdxido dismutasa (SOD)

SOD cataliza la conversién de los radicales superoxido a peroxido de
hidrogeno y oxigeno molecular, por lo que es clave en la detoxificacion de las

especies reactivas de oxigeno (EROs) (Gomez y col 2009). La expresion del gen que
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codifica para esta enzima fue significativamente mayor en frutos con TH con respecto
a los frutos control después de los 20 dias de almacenamiento a baja temperatura
(Figura 13) y posterior periodo de maduracion (Figuras 14). El incremento en la
expresion de SOD pudo ser de gran importancia para la eliminacion de las especies
reactivas de oxigeno producidas por el estrés por frio ya que una mejor respuesta del
sistema antioxidante reduce la cantidad de compuestos téxicos, la peroxidacion de
lipidos de membrana vy lixiviacibn de electrolitos, ayudando a mantener la
homeostasis celular y la integridad de la membrana celular del fruto, lo cual coincide
con los resultados obtenidos para MDA y la menor incidencia al dafio por frio en los
frutos TH con respecto al control durante el almacenamiento a 5°C.

Yimyong y col (2011) también observaron un incremento en la expresion
transcripcional del gen SOD durante el almacenamiento a 8 y 12°C en frutos de
mango cv. Okrong tratados hidrotérmicamente. Lopez-Lopez y col (2018) reportaron
un incremento en la actividad enzimética de SOD en mangos cv Keitt tratados
hidrotérmicamente (46.1 °C/75-90 min) durante el almacenamiento en frio. En ambos
estudios el aumento en la expresion y actividad de SOD se asocié con una mayor
tolerancia y menor incidencia de sintomas de DF en los frutos tratados térmicamente

respecto a los no tratados.

e Peroxidasa (POX)

La enzima peroxidasa cataliza reacciones redox utilizando al peréxido como
oxidante y un segundo sustrato de caracteristicas reductoras que es oxidado por el
peroxido, oxidando a varias sustancias organicas e inorganicas (Prasad y col 1995).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion del gen que
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codifica para esta enzima (POX) entre frutos con TH y frutos control al final del
periodo de almacenamiento a 5 °C (Figura 13). Sin embargo, después de transferir
los frutos a temperatura de maduracién (21°C) por 7 dias la expresion de POX fue
significativamente mayor en frutos con TH con respecto a los frutos control (Figura
14), lo cual corresponde con la importancia de la peroxidasa como una enzima
reguladora clave en el proceso de maduracion (Matto y Modi 1975), coincidiendo a
su vez con la coloracion méas uniforme observada en los frutos tratados
hidrotérmicamente al final del almacenamiento.

Se cree que las peroxidasas en plantas estdn involucradas en muchos
procesos fisiolégicos y bioldgicos, que incluyen la union de moléculas a la pared
celular, oxidacion de auxinas, oxidacion de alcohol cinamilico antes de su
polimerizacion durante la formacién de lignina y suberina, y el estrés bidtico y
abiotico (Kawano 2003). El incremento en la resistencia de plantas aclimatadas a las
temperaturas bajas se ha relacionado previamente con el aumento en la actividad de
POX (Prasad y col 1994; Kang y Saltveit 2002; Li y col 2011). La mayor expresion de
POX en frutos con TH pudo contribuir a mantener un balance adecuado entre las
especies reactivas de oxigeno y los antioxidantes ayudando a mantener la

estabilidad de la membrana celular y asi un menor desarrollo de sintomas de DF.

2 Genes relacionados con procesos de desarrollo y maduracion del fruto
a P-galactosidasa (B GAL)
La enzima P-galactosidasa cataliza la hidrolisis de galactosidos a

monosacaridos; el acido D-galacturonico es el componente principal de las pectinas
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presentes en la lamina media y pared celular primaria de células vegetales, por lo
gue la actividad enzimatica de 3-Gal junto con el de otras proteinas como pectin metil
esterasa (PME) y poligalacturonasa (PG) son cruciales para que se lleven a cabo las
modificaciones de la pared celular relacionadas con cambios en textura en frutos
(Brummell y Harpster 2001).

En la Figura 13 se puede observar que después de 20 dias de
almacenamiento a 5°C no hubo diferencia significativa (P<0.05) en la expresion de -
GAL entre los frutos tratados hidrotérmicamente y los frutos control, mientras que
después de la etapa de maduracion a 21°C (Figura 14) se observo un aumento en la
expresion de este gen en los frutos con TH. Zhang y col (2012), reportaron un
comportamiento similar al evaluar la actividad enzimatica de P-Galactosidasa en
frutos de mango cv. Tainong 1 tratados hidrotérmicamente (55°C, 10 min) previo al
almacenamiento a 5 °C y posterior maduracion a 20 °C, encontrando que los frutos
tratados no mostraron diferencias significativas en la actividad de esta enzima
después del almacenamiento en frio, pero dicha actividad aumento
considerablemente cuando los frutos fueron expuestos a 20°C sin cambios
significativos en la firmeza del fruto entre frutos tratados y control.

Dautt-Castro y col (2018) evaluaron el efecto del TH sobre la expresiéon de
genes relacionados con el desarrollo y maduracion en el mesocarpio de mango
Ataulfo, encontrando que el TH indujo una mayor expresion de B-GAL en los frutos
tratados a los pocos dias posteriores a su aplicacion, con una mayor actividad de la

enzima 3 galactosidasa en frutos tratados hidrotérmicamente al final del periodo de
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maduracién. Estos niveles de expresién se relacionaron con una mayor pérdida de

firmeza debida a la degradacion de los componentes de la pared celular.

b Fitoeno desaturasa (PSD)

El fruto de mango inicialmente es de color verde y conforme avanza la
maduracién cambia a amarillo, naranja o rojo dependiendo de la variedad, lo cual se
debe a la degradacién de clorofila y posterior sintesis de carotenoides. En mango cv.
Keitt los principales pigmentos responsables de la coloracion amarilla son los
carotenoides (Singh y col 2013). En la ruta de carotenogénesis el fitoeno es la
primera molécula que se produce a partir de la condensacion de dos moléculas de
geranil-geranil pirofosfato por accion de la enzima fitoeno sintasa. El paso de fitoeno
a licopeno implica la accion sucesiva de dos desaturasas: fitoeno desaturasa (PDS) y
caroteno desaturasa (ZDS), que introducen dobles enlaces conjugados en el
esqueleto carbonado del fitoeno (Ye y col 2000).

La expresion del gen PDS que codifica para la enzima fitoeno desaturasa fue
significativamente mayor (p<0.05) en frutos tratados hidrotérmicamente con respecto
los frutos control después de 20 dias de almacenamiento a 5°C (Figura 13) y
posterior periodo de maduracion (21°C) por 7 dias (Figura 14). Chairez-Vega (2018)
observd una mayor acumulacion de la enzima fitoeno desaturasa en frutos con TH
con respecto a los control bajo las mismas condiciones evaluadas en el presente

estudio.

Uno de los principales sintomas de DF es la coloraciéon no uniforme, lo cual

puede atribuirse a una menor acumulacion de carotenoides como fue reportado por
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Talcott y col (2005) en frutos de mango cv. Tommy Atkins almacenados por 8 d a 5°C
previo a un periodo de maduracion. Medlicott y col (1990) reportaron 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 otro lado, dentro de las
respuestas generadas por el tratamiento hidrotérmico en mango se encuentra la
acumulacion de carotenoides responsables del tipico color naranja del fruto (Talcott y
col 2005). La expresion génica observada en el presente estudio, asi como la mayor
acumulacion de fitoeno desaturasa reportada por Chairez-Vega (2018) en frutos de
mango cv Keitt sugiere que la aplicacion de un tratamiento hidrotérmico favorece la
sintesis de carotenoides, lo cual induce al desarrollo de una coloracion mas uniforme
después de un periodo de maduracién en comparacion con los frutos control (Figura

9).

c Pectato liasa (PL)

La enzima pectato liasa (PL) se encarga de romper enlaces a-1,4-glicosidicos
por B-eliminacion, produciendo dobles enlaces entre los carbonos 4 y 5 de la
molécula de acido D-galacturénico (Willats 2001). La expresion del gen que codifica
para esta enzima (PL) no mostré diferencias significativas entre los frutos tratados
hidrotérmicamente y los frutos control después de 20 dias de almacenamiento a 5°C
(Figura 13), pero después de que los frutos fueron madurados por 7 dias a 21 °C, la
expresion de este gen fue significativamente mayor (P<0.05) en los frutos tratados
con respecto al control (Figura 14). Esto sugiere que la disminucién del metabolismo

de la pared a la baja temperatura no permitié observar diferencias de expresién entre
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los frutos con TH y control, pero una vez que fueron transferidos a temperaturas
altas, el proceso de maduracién pudo llevarse de mejor manera en frutos tratados,
resultando en una mayor expresion del gen PL.

Un estudio realizado en frutos de mango cv. Dashehari mostré que la enzima
PL es la principal responsable de la pérdida de firmeza, y se relacion6 con un
incremento en los niveles de transcrito de un homdlogo del gen PL durante la
maduracién (Chourasia 2006). Otro de los estudios realizados en mango con
respecto al ablandamiento y la enzima PL es el realizado por Yimyong y col (2011)
quienes observaron que un TH (10 min, 50 °C) incremento los niveles de transcritos
para las enzimas pectato liasa, B-galactosidasa, y p-1,3-glucanasa relacionadas con
el mantenimiento de la pared celular, concluyendo que el tratamiento hidrotérmico
extendia la vida de anaquel de frutos de mango cv. Okrong, ya que dichos frutos
presentaron una mejor apariencia externa y menor grado de deshidratacion después
de su almacenamiento en frio (8 y 12 °C por 15 dias) y maduracién (5 dias a 30°C).

Las enzimas pectato liasas también estan involucradas en la activacion de los
mecanismos de defensa de la planta mediante la liberacién de oligogalacturénidos de
la pared celular que funcionan como elicitores de defensa (De Lorenzo y col 1991).
Un estudio sobre PL en platano demostro que la expresion de este gen es inducida
por el incremento de etileno al inicio de la maduracion en estos frutos (Dominguez-

Puigjaner 1997).

d Fenilalanina amonio liasa (PAL)
La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacion de acido

cinamico por eliminacion de una molécula de amonio de la fenilalanina. Esta enzima
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esta situada en un punto de ramificacion entre el metabolismo primario y secundario
por lo que la reaccion que cataliza es una importante etapa reguladora en la
formacion de muchos compuestos fendélicos.

La expresion del gen PAL fue significativamente (P<0.05) mayor en los frutos
sin tratamiento hidrotérmico (control) respecto a los tratados después de 20 dias de
almacenamiento a 5°C (Figura 13) y después del periodo posterior de maduracion
(21°C) (Figura 14). En estudios previos se ha reportado que la actividad de PAL en
frutos de mango aumenta con la exposicion a bajas temperaturas tanto en pulpa
como cascara y ha sido correlacionada con el DF y en particular con el
oscurecimiento de lenticelas (Chidtragool y col 2011). De manera similar,
Sivankalyani y col (2016) reportaron un incremento en la acumulacion de
compuestos fendlicos y lignina en la pared y vacuola de células cercanas a lenticelas
en mangos que presentaban picaduras como resultado del estrés por frio. El proceso
de lignificacién es considerado una de las respuestas del estrés abidtico y de la
senescencia natural (Kamdee y col 2014), y ha sido observado en ciertas plantas
sensibles al frio como el mangostan (Choehmon y col 2003) y la pera (Lu y col 2015).
En otro estudio realizado en platano se encontrd una correlacion entre algunos de los
sintomas de DF y la actividad de la enzima PAL (Nguyen y col 2003). Los niveles de
transcritos encontrados en el presente estudio para la enzima PAL concuerdan con
los resultados de los sintomas de indice de dafio por frio en donde los frutos control
tuvieron los valores mas altos, lo cual sugiere un papel importante de esta enzima

durante el proceso de DF.
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3 Genes relacionados con respiracion y fotosintesis
a Ubiquinol Oxidasa (UbOx)

La ubiquinol oxidasa (UbOx), también llamada oxidasa alternativa (AOX),
forma parte de una cadena respiratoria alternativa que emplean las plantas para el
transporte de electrones de los sustratos hasta el oxigeno bajo ciertas condiciones.
El estrés por frio es una de las condiciones en las que se esperaria que el gen de
UbOX aumentara su expresion para ayudar a mantener la temperatura en el fruto.
Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el gen UbOx se
expresd diferencialmente después del almacenamiento de los frutos a bajas
temperaturas y después de su maduracion (21°C), mostrando una mayor expresion
en los frutos que no fueron tratados hidrotérmicamente (control) con respecto a los
frutos con TH (Figuras 13 y 14). Ubiquinol oxidasa es una enzima de membrana
interfacial orientada hacia el lado de la matriz de la membrana mitocondrial interna
uniendo la oxidacién de ubiquinol a la reduccion de cuatro electrones de O, a agua,
lo cual reduce dramaticamente el rendimiento de energia (ATP) de respiracion ya
gue no esta bombeando protones, y los electrones que fluyen a UbOx evitan los

complejos Il y IV que son bombeadores de protones (Vanlerberghe 2013).

Estos resultados coinciden con lo encontrado por distintos autores en varias
especies en donde demuestran que existe un incremento de la expresion de UbOx
después de que los tejidos son transferidos a temperaturas bajas (Purvis y Shewfelt
1993; Taylor y col 2006; Umbach y col 2009; Wang y col 2011). Wang y col (2011)

realizaron un estudio en Nicotiana tabacum y sugirieron que en condiciones de estrés
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la falta de UbOx mejora una via de sefializacion del estrés mitocondrial capaz de

aumentar la capacidad de eliminacion de EROs de la célula.

Los niveles altos de expresion en frutos sin tratamiento hidrotérmico indican
gue el estrés generado por la disminucién de temperatura de almacenamiento
propicié una ruta alterna de respiracion para ayudar a mantener su estabilidad, al
mismo tiempo que ejercié un efecto negativo en la eliminacion de las EROs
favoreciendo la aparicion de sintomas de DF reflejado en un mayor deterioro de la

membrana celular de los frutos control con respecto a los TH.

4 Genes relacionados con patogénesis

La susceptibilidad del mango a desarrollar enfermedades poscosecha
aumenta durante el almacenamiento como resultado de cambios fisiolégicos
asociados a la senescencia que favorecen el ataque de microorganismos patdgenos
(Prusky 1996). Una de las principales enfermedades en mango es la antracnosis,
causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Deng y col 1999). Dentro de
las distintas estrategias de control de enfermedades poscosecha en mango se
encuentran las atmoésferas controladas, la refrigeracion y el uso de fungicidas, asi

como el tratamiento hidrotérmico.

a B 1,3- glucanasa (B GLU)

La B 1,3-glucanasa es un enzima hidrolitica que existe en numerosas
isoformas con diferentes actividades enzimaticas, propiedades fisicas y localizacion

dentro de la células de las plantas. Se ha demostrado la participacion de esta enzima
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en la defensa contra patdégenos en algunos citricos (Fajardo y col 1998, Porat y col

2002).

La expresion del gen 8 GLU no mostro diferencias significativas (P<0.05) entre
frutos control y con TH después de 20 dias de almacenamiento a 5°C (Figura 14),
pero después del periodo de maduracibn sus niveles de transcritos fueron
significativamente mas altos en frutos tratados que en los no tratados (Figura 14).
Zhu y col (2008) estudiaron la aplicacion de un tratamiento poscosecha en mango cv.
Tainong con la finalidad de evaluar su eficiencia para evitar el desarrollo de la
antracnosis, encontrando un aumento en la actividad de las enzimas B 1,3-
glucanasa y quitinasa, lo cual relacionaron directamente con una menor incidencia de
la enfermedad. En otro estudio realizado con mandarinas se encontr0 un aumento
significativo en la expresién del gen que codifica para la enzima B 1,3- glucanasa
durante el almacenamiento en frio, contribuyendo a reducir el DF (Sanchez-Ballesta
y col 2006). Todos estos resultados involucran a la enzima  1,3- glucanasa como
uno de los mecanismos de defensa del mango para contrarrestar los efectos de la

exposicion a bajas temperaturas.

b Quitinasa (CHI)

Otro de los genes involucrados en la resistencia a patdgenos en las plantas es
la quitinasa (CHI). La actividad de quitinasa va dirigida hacia la quitina como un
componente importante de la pared celular de los hongos (Mauch 1988).

En las Figuras 13 y 14 se puede observar que hubo una mayor (P<0.05)

expresion del gen CHI para los frutos tratados hidrotérmicamente tanto al final del
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almacenamiento en frio (5°C) como después del periodo de maduracion (21°C).
Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Zhu y col (2008) en frutos de
mango cv. Tainong, donde reportaron un incremento en la actividad de la enzima
quitinasa en conjunto con P-1,3 glucanasa ayudando a disminuir el ataque de
patégenos. En otro estudio en frutos de tomate almacenados a temperaturas de DF
se indujo la expresién de genes relacionados con patogénesis por medio de un
elicitor, concluyendo que al aumentar el nimero de transcritos de quitinasa y p-1,3

glucanasa disminuyeron los sintomas del DF (Ding y col 2002).

83



VIII CONCLUSIONES

La efectividad del tratamiento hidrotérmico (TH) para inducir tolerancia al DF en
frutos de mango se evidencié en menor IDF, menor fuga de electrolitos y menor
peroxidacion de lipidos.

El TH indujo una mayor expresion de los genes que codifican para una proteina
pequefia de choque térmico (HSP 17.6) y para un factor de unién al elemento
sensible a la deshidratacién (CBF-1), los cuales podrian estar contribuyendo a la
adquisicién de la tolerancia al DF manteniendo el funcionamiento correcto de las
proteinas y evitando su agregacién o desnaturalizacion.

La expresion de genes de enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa
y peroxidasa) fue mayor en frutos con TH que en los frutos control, lo que sugiere
gue son muy importantes para contrarrestar el estrés oxidativo y proporcionar
tolerancia a bajas temperaturas en los frutos de mango.

Se observo una mayor expresion del gen para la enzima fitoeno desaturasa
(PSD) después del almacenamiento en frio y la maduracién en los frutos tratados
hidrotérmicamente, lo cual podria favorecer una mayor sintesis de carotenoides y
coloracién mas uniforme durante la maduracion de frutos expuestos al estrés por
frio.

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 proteccion contra patégenos, favoreciendo
un mejor desarrollo y maduracién del fruto con menor incidencia de sintomas de

dafio con respecto a frutos no tratados.
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ABREVIATURAS

% Por ciento, porcentaje

ADN Acido desoxirribonucleico

APX Ascorbato peroxidasa

ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosin trifosfato (adenosine triphosphate)

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

B-GAL B — Galactosidasa

CAT Catalasa

CHS Chalcona sintasa

CO, Di6xido de carbono

cv Cultivar

DF Dafio por frio

DTT Ditiotreitol

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 (g)
g Fuerza gravitacional
GR Glutation reductasa
H.0, Peroxido de hidrégeno
HCI Acido clorhidrico
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HsfAl
HSP
IDF
LE

LSD

MBD9
MDA
MRNA

ND

ng
NO
No.
Oz
OMS
PDS
PL
PM
PME

POX

ppm

Factor de transcripcion de choque térmico Al
Proteina de choque térmico (inglés Heat Shock Protein)
indice de dafio por frio

Lixiviacion de electrolitos

Diferencia minima significativa (least significant difference)
Molar, molaridad

Methyl-CpG-binding domain-containing protein 9
Malondialdehido

Acido ribonucleico mensajero

Nivel de dafio

Nitrégeno

Newton (S)

Nanogramo (s)

Oxido nitrico

Numero

Oxigeno

Organizacion Mundial de la Salud

Fitoeno desaturasa

Pectato liasa

Peso molecular

Pectinmetil esterasa

Peroxidasa

Partes por millon
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Redox Oxido-reduccion
SDS Dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulphate)

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

SOD Superoxido dismutasa

TBA Acido Tiobarbiturico

TDS Dehidrina tipo Il Sk2

TH Tratamiento hidrotérmico

UbOX Ubiquinol oxidasa

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

uv Ultravioleta

\% Volt (s)
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