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l. RESUMEN

El mango es un fruto de gran importancia econémica en todo el mundo,
debido a su excelente calidad sensorial. Se considera un fruto tropical
climatérico ya que presenta un incremento en su velocidad de respiracion y
produccion de etileno después de su cosecha. Generalmente el
almacenamiento en frio es utilizado para extender su vida de anaquel debido a
que reduce la actividad metabdlica; sin embargo, el mango es susceptible a un
desorden fisiologico denominado dafio por frio (DF) cuando es expuesto a
temperaturas por debajo de 10 °C. Diversas tecnologias han sido aplicadas
antes del almacenamiento en frio con el fin de reducir los efectos de las
temperaturas bajas, entre ellas se encuentra el uso de tratamientos térmicos
moderados, siendo el tratamiento hidrotérmico (TH) el mayormente utilizado,
pero la exposicion prolongada del fruto a temperaturas altas puede afectar
negativamente la firmeza. Por otra parte, el uso de sales de calcio ayuda a
reducir la pérdida de firmeza en los frutos debido a la formacion de pectatos de
calcio, los cuales se ven favorecidos cuando son combinados con temperaturas
altas, debido a que el uso de sales de calcio combinado con el TH ha
demostrado participar en la estabilizacion de la pared celular. Sin embargo,
existe poca informacién sobre el efecto que genera la aplicacion combinada de
estos tratamientos sobre la induccion de tolerancia al dafio por frio en frutos de
mango. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo consistié en evaluar el efecto

de la aplicacién de un tratamiento hidrotérmico (TH) cuarentenario (46.1 °C, 75-



90 min) en combinacién con una sal de calcio (cloruro de calcio (CaCl.), citrato
de calcio (CitCa) o lactato de calcio (LacCa)), a una concentracién de 0.5%
(p/v), sobre la tolerancia al DF, la calidad poscosecha y la actividad de las
enzimas degradativas de pared celular (PME, PG y B-Gal) en frutos de mango
cv. Keitt durante su almacenamiento a 5 °C y durante su maduracién. Los frutos
fueron divididos en 5 lotes y sometidos a los diferentes tratamientos: control (sin
tratamiento), TH, TH-CaClz, TH-CitCa y TH-LacCa, previo a ser almacenados
durante 20 dias a 5 °C (con retiros cada 10 dias) mas un periodo de
maduracion de 7 dias a 21 °C. Se evalu6 el porcentaje de pérdida de peso
(%PP), indice de dafo por frio (IDF), electrolitos lixiviados (EL), contenido de
malondialdehido (MDA), color externo, firmeza, actividad de las enzimas de
pared celular (PME, PG y B-Gal), contenido de calcio y microscopia Optica. La
menor pérdida de peso se observo en los frutos del TH, mientras que la
combinacion TH-LacCa desarroll6 el menor IDF, ademéas de obtener los
mejores resultados en los parametros de calidad (firmeza y color) y el contenido
de calcio. En relacién a la actividad de las enzimas degradativas de pared
celular, los tratamientos TH-CitCa y TH-LacCa lograron reducir la actividad de
las enzimas PME, PG y B-Gal, especialmente al dia 20+7 de almacenamiento.
El analisis de microscopia Optica demostré que al combinar un tratamiento
hidrotérmico con alguna de las sales de calcio utilizadas se mantuvo la
integridad de la pared celular por méas tiempo con respecto a los frutos no

tratados. El uso de la combinacién de un tratamiento hidrotérmico cuarentenario



con lactato de calcio (TH-LacCa) puede ser una buena alternativa para generar
mayor tolerancia a las temperaturas bajas, retrazar la actividad de las enzimas
degradativas de pared celular e incrementar el contenido de calcio en mango

cv. Keitt durante su almacenamiento a 5 °C.



ABSTRACT

Mango is a fruit of great economic importance worldwide due to its excellent
sensory quality. It is considered a tropical climacteric fruit since it has an
increase in its breathing speed and ethylene production after harvest. Normally,
cold storage is used to extend the shelf life of fruit because it reduces metabolic
activity; however, mango is susceptible to a physiological disorder called chilling
injury (Cl) when it is exposed to temperatures below 10 ° C. Several
technologies have been applied before storage in order to reduce the effects of
low temperatures, including the use of moderate heat treatments, being the
hydrothermal treatment (HT) the most used, but prolonged exposure of the fruit
to high temperatures may cause loss of firmness. On the other hand, the use of
calcium salts helps to reduce the loss of firmness in the fruit due to the formation
of calcium pectates, which are favored when combined with high temperatures,
because the use of calcium salts combined with HT has been shown to
participate in cell wall stabilization. However, there is little information on the
effect that both treatments generate on the induction of tolerance to cold
damage in mango while also maintaining the firmness of the fruit. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the effect of the application of a
guarantine (46.1 ° C, 75 to 90 min) hydrothermal treatment (HT) in combination
with a calcium salt (calcium chloride (CaClz) , calcium citrate (CitCa) and
calcium lactate (LacCa)); at a concentration of 0.5% w/v, on CI tolerance,

postharvest quality and the activity of cell wall degradative enzymes (PME, PG



and B-Gal) in mango fruit cv. Keitt during storage at 5 ° C, plus a period of 7
days at 21 ° C. Fruit were divided into five lots: Control, HT, HT-CaClz, HT-CitCa
and HT-LacCa, and stored for 20 days at 5 °C (with withdrawals every 10 days)
plus a ripening period at 21 °C. The percentage of weight loss, chilling injury
index, electrolyte leakage, malondialdehyde content, external color, firmness,
activity of cell wall enzymes (PME, PG and B-Gal), calcium content and optical
microscopy were evaluated. The lowest weight loss was observed in the fruit of
HT, while HT-LacCa combination developed the lowest CIl, in addition to
obtaining the best results in the quality parameters (firmness and color) and
calcium content. In relation to the activity of the cell wall degrading enzymes, the
HT-CitCa and HT-LacCa treatments reduced the activity of PME, PG and 3-Gal,
especially at 20+7 days of storage. Optical microscopy analysis showed that
combining a hydrothermal treatment with different calcium salts helps to
maintain the integrity of the cell wall for a longer time with respect to untreated
fruit. The use of the combination of a quarantine hydrothermal treatment with
calcium lactate (HT-LacCa) can be a good alternative to cause greater tolerance
to low temperatures, retain the activity of cell wall degrading enzymes and
increase the content of calcium, which helped to maintain the quality in mango

cv. Keitt during storage at 5 ° C.



II. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto tropical, clasificado como climatérico,
proveniente del Sureste de Asia (Acosta-Alvarez 2018). Este fruto es considerado
uno de los mas populares e importantes a nivel mundial, debido a sus excelentes
caracteristicas organolépticas y nutricionales (Berardini y col 2005). India es el
principal pais productor con el 40% de la produccion mundial, mientras que México
ocupa el quinto lugar contribuyendo con el 3.8% (FAOSTAT 2019). Nuestro pais es
el principal exportador de mango siendo los principales destinos EUA, Canada y
Japon (Fernandez y col 2017). ElI almacenamiento a temperaturas bajas de
productos con fines de exportacion es una de las técnicas mayormente utilizadas
para ayudar a retrasar la maduracién, disminuyendo la respiracién y minimizando el
déficit de presion de vapor entre el producto y el medio ambiente (FAO 2018). Sin
embargo, la exposicién prolongada del mango a temperaturas inferiores a la critica
(13 °C) provoca dafio por frio (DF) (Jing y col 2009; FAO 2018). Se han realizado
diversos estudios (Ghazemnezhad y col 2008; Zhang y col 2012) sobre el uso de
diferentes tecnologias que permitan disminuir la presencia de los sintomas de DF,
observandose que la aplicaciéon de un tratamiento hidrotérmico (TH) (temperaturas
moderadas (46.1 °C) / tiempos cortos) ayuda a generar tolerancia a las temperaturas
bajas. Después de su cosecha, al mango destinado a exportacion se le aplica un
tratamiento cuarentenario para mantenerlo libre de la mosca de la fruta y consiste en
el uso de un TH (46.1 °C, 75 a 90 min) (OIRSA 2018). Sin embargo, la exposicion
prolongada de los frutos de mango a temperaturas moderadas como las del sistema

cuarentenario puede llegar a generar pérdida en la firmeza (que afecta la



comercializacién del fruto), la cual se encuentra directamente relacionada con la
accion de enzimas degradativas de pared celular tales como pectinmetilesterasa
(PME), poligalacturonasa (PG) y B-galactosidasa (B-GAL) (Florissen y col 1996). El
ablandamiento de los frutos se puede disminuir mediante la adicion de sales de
calcio, que generan enlaces cruzados entre pares de moléculas de homogalacturano
no esterificado para formar pectatos de calcio, lo que da estabilidad a la pared celular
y aumenta la resistencia al ablandamiento de la fruta (Aguayo y col 2008). La
combinacion de los tratamientos hidrotérmico y sales de calcio (TH-Ca) ha sido
usada para el control de enfermedades y ha mostrado que contribuye a mantener la
calidad poscosecha de los frutos, especialmente la firmeza, pero no se ha visto el
efecto que causa a nivel estructural para frutos de mango (Aguayo y col 2015; Ayén-
Reynay col 2017; Lépez-Lopez y col 2017). Beirdo-Costa y col (2008) reportaron que
la aplicacién de un TH en presencia de cloruro de calcio redujo o inhibid la actividad
de la enzima PME, permitiendo mantener la firmeza de los frutos. Al respecto, Diaz-
Corona (2017) observé que la combinacién del tratamiento hidrotérmico y lactato de
calcio contrarrestd los dafios generados por las temperaturas bajas y por el calor a
frutos de mango. Sin embargo, el efecto en la estructura celular del uso de un
tratamiento hidrotérmico cuarentenario y diferentes sales de calcio para frutos de
mango almacenados a temperaturas bajas no ha sido reportado. Por lo que, el
objetivo del presente trabajo consisti6 en analizar el efecto de un tratamiento
hidrotérmico cuarentenario en combinacion con tres diferentes sales de calcio (CaClz,
CitCa y LacCa) sobre la tolerancia al dafio por frio, calidad, cambios estructurales y
la actividad de las enzimas degradativas de pared celular en frutos de mango cv.

Keitt, durante el almacenamiento a temperatura de dafio por frio.
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lll. REVISION DE LITERATURA
A. MANGO

El mango es un fruto tropical clasificado como climatérico ya que presenta un
periodo de aumento significativo en la actividad respiratoria, asociada al proceso de
transicion de fase entre la maduracion y la senescencia (Acosta-Alvarez 2018). Es
considerado uno de los frutos mas populares e importantes a nivel mundial debido a
sus excelentes caracteristicas organolépticas y nutricionales, mismas que han
propiciado que en muchos lugares, especialmente en Asia, se le conozca como "el
rey de las frutas". Con el paso de los afios la mejora extensiva de las plantas de
mango ha generado cientos de variedades diferentes, cuyos frutos muestran una
diversidad pronunciada en cuanto a tamafo, forma, color, sabor, asi como

composicién nutrimental (Berardini y col 2005).
1. Origen

El origen del mango es sefialado en las regiones Indo-Birmana y Sureste de Asia,
encontrandose aun en forma silvestre en toda la regién tropical de Asia. La literatura
china del siglo VIl lo describe como un cultivo frutal bien conocido en las partes mas

calidas de China e Indochina (Caballero-Garcia 2017).

A fines del siglo XIV y principio del siglo XV los viajeros espafioles llevaron la fruta
desde la India hasta Manila, introduciéndose en los siglos XV y XVI a las colonias
tropicales del continente americano por medio del trafico entre las Filipinas y la costa
oeste de México. En el siglo XVI, el mundo occidental transfirio el cultivo de mango

hacia Portugal y el lejano Oriente, luego fue transportado al sur de Africa y de ahi a



Brasil, y unos 40 afios después a la Isla de Barbados. Por otra parte, Jamaica
import6 sus primeros mangos de Barbados y otras islas de las Indias Occidentales a
principio del siglo XVII. Los mangos fueron llevados de México a Hawai en 1809 y a

California alrededor de 1880, mientras que la primera plantacibn permanente en

Florida data de 1861 (INFOAGRO 2018).

2. Clasificacion taxondmicay aspectos botanicos

El mango pertenece a la familia Anacardiaceae y a la especie Mangifera indica
(Cuadro 1). El género Mangifera comprende mas o menos 50 especies nativas del
sureste de Asia o las islas circundantes. So6lo 3 6 4 especies del grupo producen
frutas comestibles; sin embargo, muchas de las otras especies pueden ser de un
valor potencial para fines de mejoramiento. M. indica se encuentra ampliamente
distribuido en paises asiaticos, latinoamericanos y en general, en regiones con clima

calido (Herbario 2009; Porras y col 2010; Fernandez y col 2017).

El fruto de mango es una drupa carnosa de exocarpio liso, mesocarpio pulposo y
endocarpio lefioso grueso que protege a la semilla dentro del fruto (Figura 1). Su
peso oscila entre los 100 a 1500 g y su forma, tamafio y color (e.g., verde, verde con
amarillo, rojo o rosado) varian segun el cultivar y el estado de madurez (Guerrero y

col 2012; Caballero-Garcia 2017; Gonzéalez-Castellanos 2017).



Cuadro 1. Clasificacién taxondmica del mango

Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Rosidea
Orden: Sapindales
Suborden: Anacardiineae
Familia: Anacardiaceae
Género: Mangifera
Especie: indica

Fuente: Porras y col (2010).
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ENDOCARPIO FIBROSO

COTILEDON

MESOCARPIO

Figura 1. Estructura del mango

Fuente: An6nimo (2019).
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3. Composicion quimica y nutrimental

El mango es un fruto tropical popular y econdmicamente importante en todo el
mundo debido a su excelente calidad de consumo (color brillante y sabor dulce) y su
composicién nutrimental (vitaminas, minerales, fibra y otros fitoquimicos) (Kim y col
2007). Los frutos de mango presentan una gran variabilidad en composicion
nutrimental, lo que se debe a factores edafoldgicos, climaticos, estado de madurez,
variedad e incluso en la posicién de los frutos en un mismo arbol. La proporcion de
los componentes quimicos tanto en pulpa como en cascara determina la calidad que
tendra el fruto con respecto a sus caracteristicas organolépticas. En el Cuadro 2 se
muestra que la pulpa y cascara tienen un elevado porcentaje de humedad (74-87%)
e hidratos de carbono como sacarosa y fructosa (15-23%). Ademas, la cascara de
mango presenta valores de calcio, manganeso y boro altos, pero limitantes en
potasio, hierro y azufre, mientras que la pulpa tiene valores de bajos a intermedios
para estos nutrimentos (Hernandez y col 2008; Mallado y col 2012; Wall y col 2015).
La pulpa es una fuente de heteropolisacaridos de acido urdnico y azlucares neutros
(pectinas). Estos polisacaridos varian en su composicion durante el proceso de
maduracién, asi como su solubilidad y el grado de polimerizacion (Wall y col 2015).
El mango también es una fuente importante de fibra dietaria, presentandose la mayor
parte de fibra soluble en la pulpa (pectinas, almidones) y fibra insoluble en la cascara
(ligninas y hemicelulosa). En lo que respecta a compuestos fendlicos, contiene acido
galico, flavonoles, quercetina, kaempferol, acido parahidroxibenzoico, acido p-
cumarico y acido ferulico; consecuentemente, el mango puede considerarse como

una buena fuente de antioxidantes (Kim y col 2007).
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Cuadro 2. Composicion quimica de mango fresco

Nutrientes Cantidad promedio por cada 100g de

fruto fresco

Agua 83.5¢
Proteinas 0.8¢g
Grasa 049
Carbohidratos 159
Fibra 169
Azlcares 13.79
Energia 60 Kcal
Vitaminas
Vitamina A 36.4 mg
Vitamina B6 0.12 mg
Vitamina E 0.9 mg
Tiamina 0.03 mg
Niacina 0.67 mg
Minerales
Calcio (Ca*?) 11 mg
Hierro (Fe*3) 0.16 mg
Magnesio (Mg*?) 10 mg
Fosforo (P-%) 14 mg
Potasio (K*1) 168 mg

Fuente: Wall y col (2015).
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4. Produccion de mango

a. Produccién mundial

A nivel mundial, el mango ocupa el tercer lugar en términos de produccion e
importancia econdmica, comparado con otros frutos tropicales como lo son el platano
y la pifia. El mango se cultiva en alrededor de 100 paises, es una de las frutas mas
consumidas y esta ampliamente distribuido en regiones calidas de paises asiaticos y
latinoamericanos. La producciéon mundial de mango es de aproximadamente 50.6
millones de toneladas (FAO, 2018). En el 2017, los principales paises productores
fueron India con 19,506,000 ton (40% de la produccion total), China con 4,791,271
ton (10%), Tailandia con 3,824,279 ton (8%), Indonesia con 2,566,046 ton (5%) y
México con 1,958,491 ton (4%) (Cuadro 3); la comercializacion de mango represento

una derrama econdmica aproximada de 30 mil millones de dolares (FAOSTAT 2019).

b. Produccién nacional

La produccion total de mango en México para el 2018 fue de aproximadamente
1.8 millones de ton, siendo Guerrero (386,891 ton), Nayarit (322,390 ton) y Chiapas
(266,464 ton) los tres principales estados productores en el pais. Sinaloa ocup6 el 5%
lugar (181,079 ton) mostraron una menor produccion, sin embargo, aportdé valores
importantes para posicionar a México como uno de los principales productores y

exportadores de mango en el mundo (Cuadro 4) (SAGARPA-SIAP 2019).

Con respecto al afio 2017, México presentdé una disminucién en la produccion
total durante el 2018, lo que generd una disminucion en la derrama econdémica

(SAGARPA 2019). En México, las variedades de mango mas relevantes son Tommy
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Cuadro 3. Produccion mundial de mango en 2017

Pais Produccién (ton)

China 4,791,271

Indonesia 2,566,046

Pakistan 1,685,304

Bangladesh 1,517,691

Fuente: FAOSTAT (2019).
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Cuadro 4. Produccion nacional (temporal + riego) de mango en 2018

Estado Produccién (ton)

Chiapas 322,390

Oaxaca 198,449

Michoacan 160,864

Otros 283,863

Fuente: SAGARPA-SIAP (2019).
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Atkins (49%), Haden (23%), Kent (24%) y Keitt (3%) (Cuadro 5) (Rodriguez y col

2016; Fernandez y col 2017).

c. Producciodn estatal

En 2018, la superficie cosechada de mango en Sinaloa fue de 29,574 ha y se
obtuvieron 181,079 ton, quedando en quinto lugar como productor a nivel nacional
(SAGARPA-SIAP 2019). Los principales municipios productores en el afio 2018
fueron El Rosario (53,573 ton), Ahome (51,824 ton), Escuinapa (41,148 ton),
Concordia (13,935 ton) y Mazatlan (8,186 ton) (Cuadro 6), con un rendimiento
general de 7.3 ton/ha. En la actualidad, las principales variedades que se producen
en Sinaloa son Kent, Keitt, Manila, Haden, Tommy Atkins y Ataulfo (SAGARPA-SIAP

2019).

5. Principales paises importadores y exportadores de mango

Los paises con mayor exportacion de mango son México (21%), India (16%),
Tailandia (15%), Pera (8%) y Brasil (7%) (Cuadro 7) (Fernandez y col 2017; FAO
2019). Los principales importadores de mango son Estados Unidos de América (>

36%), Canada (12%) y Japon (5%) (Fernandez y col 2017).

B. MANEJO POSCOSECHA

El mango generalmente se cosecha en el estado de madurez verde maduro
(etapa 3), es decir, después de que el fruto alcanza la madurez fisiol6gica pero antes
de que comience la respiraciéon climatérica (madurez comercial); esto permite que el

fruto madure de forma adecuada y tenga mayor vida de anaquel (Figura 2) (Subedi y
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Cuadro 5. Variedades de mango comunmente comercializadas en México

Tipo de
Temporada Sabor Forma Color Textura
mango
Verde a
TOMKMY ATKINSG Medlana a .
g i Octubre a amarillo con
Suculento grande y Firme
diciembre toques de
ovalada
color rojo
— Mediana a Cascara
Ligeramente Firme, bastante
Todo el afio grande con dorada a
dulce fibrosa
forma ovalada verdosa
Junio a Ricoy Grande y Verde con
Muy suave
agosto afrutado ovalada rubor rojo
Céscara
ELT, Enero a
Grande y verdosa con Jugoso y
marzo, mayo Vibrante
ovalada rubor rojo delicado
a agosto
oscuro

Fuente: Rodriguez y col (2016).




Cuadro 6. Produccion estatal (temporal + riego) de mango en 2018

Municipio Produccién

(ton)

Ahome 51,824

Concordia 13,935

El Fuerte 6,238

Navolato 2,202

Guasave 456

Sinaloa 156

Total 181,079

Fuente: SAGARPA-SIAP (2019).
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Cuadro 7. Paises exportadores de mango

Pais

Porcentaje

India

Peru

Pises Bajos

Ecuador

Fuente: Fernandez y col (2017).
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Color promedio

Color interno

’ Madurez Etapal | Etapa2 | Etapa3 Etapa 4 Etapa 5
Firmeza 12-15 12-14 5-8 4-5 2-3

Solidos solubles 6-8 9-11 12-15 14-16 14-17

I Color promedio

Color interno

ﬂ Madurez Etapa1l | Etapa2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5
16-20 12-15 7-9 2-4 1-2
—

Firmeza
Solidos solubles 8-10 9-12 10-12 12-14 14-17

Color promedio

Color interno

’ Madurez Etapa1l | Etapa2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5

Firmeza 19-22 14-18 11-13 5-8 2-4
Solidos solubles 8-10 9-11 12-13 12-14 14-15
[TOMM)Y Color promedio
Al N

Color interno

' ‘ Madurez Etapa1l | Etapa2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5
Firmeza 18-20 15-17 10-13 6-8 3-6
—

Solidos solubles 7-9 8-11 9-11 10-13 12-15

Figura 2. indice de maduracion en diferentes tipos de mango.

Fuente: Anonimo (2019).
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col 2006). Las variaciones de temperatura, luz y humedad relativa durante el
crecimiento del fruto de mango afectan su calidad, que al momento de ser cosechado
se tendran lotes heterogéneos en términos de tamafio, color, forma, calidad gustativa
y composicién nutrimental. EI manejo poscosecha es fundamental para conservar
dichos pardmetros de calidad (Figura 3). El transporte y comercializacién de los
frutos de mango requiere de almacenamiento a temperaturas de refrigeracion para
reducir la actividad metabdlica del fruto y alargar la vida de anaquel (Baloch y Bibi
2012). Algunos factores que determinan el tiempo de vida de los frutos incluyen la
madurez de cosecha, temperatura y tiempo de transportacion, temperatura y tiempo
de almacenamiento en bodega y venta al detalle, como también si va a requerir 0 no
la aplicacion de un tratamiento cuarentenario al momento de ser destinado a

exportacion (Bender y col 2014).

1. Sistemas cuarentenarios

Un sistema cuarentenario es un meétodo oficial implementado por la USDA-APHIS
que se emplea para eliminar, esterilizar o desinfestar una plaga presente en un

producto vegetal especifico (FAO 2018).

En los sistemas cuarentenarios se pueden utilizar tratamientos quimicos vy fisicos
para el control de insectos, enfermedades y algunos desoérdenes fisioldgicos. Los
tratamientos quimicos incluyen el empleo de bromuro de metilo o fosfamina; la
fosfamina puede prepararse a partir de fosfuro de aluminio y fosfuro de magnesio. El
empleo de tratamientos quimicos puede provocar dafios a la salud del consumidor;

por lo tanto, los productores y consumidores de mango prefieren que se dé el uso de
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Cosecha Recepcién ‘ Lavado ‘ ’ Sle|?;f€i6"év ‘
clasificacion

Sistema
cuarentenario
46.1°C 65-110 min

Almacenamiento Empacado

Figura 3. Operaciones de manejo poscosecha de mango.

Fuente: Anénimo (2019).
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tratamientos cuarentenarios fisicos (Mora-Medina 2004; Arriaga y col 2017; OIRSA

2018).

Entre los tratamientos fisicos probados con alto poder de reducir la presencia de
la mosca de la fruta se encuentran la irradiacién, el empacado en atmosfera
modificada y controladas, asi como los tratamientos térmicos (aire caliente y agua
caliente), los cuales se consideran como tecnologias no toxicas y seguras para el
consumo humano (Fallik 2004). El tratamiento cuarentenario por irradiacién consiste
en la aplicacidon de una dosis de 300 grays, cantidad suficiente para modificar el ADN
de las plagas y volverlas estériles (Trejo-Marquez y col 2014). El uso de aire caliente
se basa en la aplicacién de vapor saturado a una temperatura que va de 42 a 50 °C
por un tiempo de 5y 10 min o aire seco a 46 °C por un tiempo de 60 a 180 min, lo
gue ayuda a incrementar la temperatura hasta el centro del fruto (Goncalves y col
2015). Con respecto a la aplicacién de agua caliente consiste en sumergir los frutos
en agua a 46.1 °C por 65 a 110 min dependiendo del fruto y su peso, de igual
manera que el tratamiento con aire caliente, el uso de estas condiciones ayuda a
incrementar la temperatura hasta el centro del fruto logrando matar a la plaga

(SENASA 2018; USDA-APHIS 2018).

El uso del tratamiento térmico con agua caliente es el mas destacado para el
control de antracnosis y la mosca de la fruta en mango debido a sus ventajas:
relativamente sencillo para aplicarse, costo bajo de operacion, tiempo de tratamiento
corto, y monitoreo confiable del fruto y de la temperatura del agua (Akbudak y col

2007; Pereira-Kechinski y col 2012).
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2. Almacenamiento

El almacenamiento en refrigeracion es una de las principales herramientas para
reducir el deterioro poscosecha de los frutos; las temperaturas bajas disminuyen la
actividad de las enzimas y el desarrollo de microorganismos responsables del
deterioro de los frutos, reducen la tasa de respiracion, retrasan la maduracion y
minimizan el déficit de las presiones de vapor entre el fruto y el medio ambiente. La
suma de todos estos factores favorece la conservacion de la frescura del fruto, asi
como la preservacion de la calidad y el valor nutritivo. El tiempo y la temperatura a la
cual los frutos pueden ser almacenados dependen de sus caracteristicas intrinsecas

(FAO 2018).

Para los mangos, se recomienda usar temperaturas de almacenamiento que
oscilan entre los 12 y 16 °C; sin embargo, cuando se manejan en una atmoésfera
controlada las temperaturas de almacenamiento pueden llegar a ser de hasta 8 °C si
la fruta se encuentra madura y 12 °C para fruta verde-madura (Bender y col 2014).
En general, la temperatura idénea para almacenar el mango verde-maduro es de 13

°C, temperaturas inferiores pueden inducir dafio por frio (Brecht y col 2012).
C. DANO POR FRIO (DF)

El DF es un trastorno causado por la exposicidon prolongada del fruto a
temperatura baja, pero por encima del punto de congelacién (Jing y col 2009; FAO
2019). ElI DF es un desorden fisiolégico que limita el uso de temperaturas bajas
afectando gravemente la capacidad de almacenar el fruto por mas tiempo, o bien

limita las distancias de transportacién, ya que las temperaturas suficientemente bajas
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que ayudan a retrasar la maduracion, la decadencia y la senescencia también
pueden ser perjudiciales (Brecht y col 2012). Desde el punto de vista fisiolégico, el
DF es el resultado de un desequilibrio acumulativo en el metabolismo celular pero
que es reversible en la primera fase. Las alteraciones en la primera fase son poco
severas Yy los frutos no presentan sintomas de DF, lo que se denomina umbral de
induccion o fase de latencia, y los frutos pueden retornar a su estado normal por
medio de una breve elevacion de la temperatura, siempre y cuando sea superior a la

temperatura critica (Artes y col 2002).

Entre los factores que influyen en la respuesta al DF del fruto estan la
composicién de acidos grasos de los lipidos de membrana celular, los niveles de
azucares y otros osmolitos, la etapa de maduracion y las temperaturas de
almacenamiento (Tejacal y col 2002). Algunos de los sintomas provocados por el DF
incluyen una mayor permeabilidad a la membrana celular (lixiviacién de electrolitos),
oscurecimiento y picaduras de la cascara, decoloracién de pulpa y en casos severos
se presentan areas necroticas y la aparicion de sabores y olores desagradables; asi
mismo, el DF aumenta la susceptibilidad al deterioro microbiano (Figura 4) (Saltveit

2005; Zhang y col 2016).

La presencia de los sintomas es mas severa cuando las temperaturas de
almacenamiento son mucho menores que la critica y el tiempo de almacenamiento
es grande. Ademas, los sintomas de DF no son siempre visibles en el fruto durante el
almacenamiento a temperaturas bajas, sino que se desarrollan mas tarde cuando la
fruta se expone a temperaturas superiores (de maduracion) (Chaptan y col 1971;

Aghdam y col 2013). Investigaciones previas realizadas en diferentes variedades de
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mango (Kent, Keitt, Ataulfo y Tommy Atkins) han demostrado que las temperaturas
de almacenamiento de 1 a 5 °C inducen el desarrollo de sintomas de DF, siendo mas
evidentes durante el periodo de maduracion, presentando una inhibicion en el
desarrollo de color en cascara y pulpa (Chaplin y col 1991). El uso de estas
temperaturas también ha provocado la aparicion de sintomas de dafio por frio en
frutos de durazno (Laurie y col 2005), tomate cherry (Yang y col 2009), manzana
(Wang y col 2010) y pepino (Zhang y col 2015). Un estudio reciente en cinco
variedades de mango (Ataulfo, Haden, Kent, Keitt y Tommy Atkins) con calidad de
exportacion confirman dicho comportamiento, registrandose oscurecimiento de
lenticelas, picadura superficial y presencia de areas necréticas, especialmente
cuando se transfirieron a un periodo de maduracion; ademas, la susceptibilidad al DF
fue dependiente de la variedad, siendo las variedades Ataulfo y Keitt las variedades

de menor y mayor susceptibilidad, respectivamente (Lopez-Lopez 2017).

1. Respuestas al dafio por frio

A temperaturas por debajo de la critica, los frutos de mango presentan cambios
estructurales que se deben a los desérdenes fisioldgicos que afectan la integridad y
el funcionamiento de la membrana celular, a la acumulacion de especies reactivas de

oxigeno (ERO) y a la pérdida de la integridad celular.

a. Alteracion de la membrana celular

El DF altera los procesos fisioldgicos y bioquimicos de los frutos: se presenta
transicion de fase y cambio en la composicién de lipidos de membrana; afecta tejidos

internos y la integridad de la membrana celular; la membrana se separa; hay
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Oscurecimiento de lenticelas Pudricion y manchas

negras

Picaduras Maduracion irregular

Figura 4. Sintomas de dafo por frio en frutos de mango.

Fuente: An6nimo (2019).
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liberacion de lipidos que actian como moléculas de sefializacion para el desarrollo
de otros sintomas; y aumenta la fuga de electrolitos (Sharom y col 1994; Albornoz y

col 2018).

La respuesta del metabolismo lipidico de la membrana a temperatura baja se
correlaciona con la actividad de las enzimas fosfolipasa D (PLD) y lipoxigenasa
(LOX). La PLD y la LOX de plantas son importantes en el catabolismo de fosfolipidos
y pueden iniciar una cascada de efectos asociados a la senescencia y el deterioro de
la membrana inducida por el estrés. La PLD hidroliza la fosfatidil colina de la
membrana celular a &cido fosfatidico y colina. Por otro lado, la LOX cataliza la
peroxidaciéon de los lipidos de la membrana plasmatica, provocando la instauracion
de los lipidos, y por lo tanto cambia la fluidez de la membrana, lo que resulta en la
pérdida de la integridad y aumento de la permeabilidad de la membrana celular; de
esta manera, la LOX esta potencialmente involucrada en la senescencia de la planta,
alteraciones de la membrana y degradacion de lipidos en plantas bajo estrés (Sheng

y col 2016).

b. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se considera una respuesta temprana de los tejidos sensibles
al estrés por frio y comienza con el incremento de ERO provenientes de diferentes
organelos celulares. Las ERO incluyen al anion superéxido, peréxido de hidrégeno,
radical hidroxilo, 6xido nitrico y peroxinitrito. Si la produccién de ERO aumenta

drasticamente, como ocurre bajo estrés ambiental, el radical hidroxilo generara
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peroxidacion de lipidos, inactivacion de enzimas y deterioro de proteinas (Imahori y

col 2008; Valenzuela y col 2017).

Las células vegetales estan protegidas contra los efectos de las ERO por un
complejo sistema antioxidante. El sistema de defensa contra las ERO consiste de
una serie de enzimas (superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, glutation
reductasa y catalasa) y sustancias antioxidantes (acido ascorbico, tocoferol,
compuestos fendlicos y glutation). La reduccidon de los efectos dafiinos del
enfriamiento en células vegetales puede estar relacionada con su capacidad para
reducir y eliminar los radicales libres a través de un aumento en la actividad

enzimatica (Sala 1998; Huang y col 2005).

c. Alteracion en la pared celular

La estructura de la pared celular consiste de una mezcla compleja y variable de
polisacaridos (pectinas, celulosa y hemicelulosa) y otros polimeros secretados por la
célula y ensamblados en una organizacion entramada y equilibrada por medio de un
conjunto de enlaces covalentes y no covalentes; asimismo, contiene proteinas
estructurales, enzimas degradativas como  pectinmetilesterasa  (PME),
poligalacturonasa (PG) y B-galactosidasa (B-Gal), compuestos fendlicos (fenoles,
ligninas, flavonoides), entre otros materiales que modifican las caracteristicas fisicas
y quimicas de la pared celular. La funcién primaria de la pared celular es regular el

volumen celular y determinar la forma estructural (Berg 2000).

Las pectinas son uno de los componentes mas destacados de la pared celular y

estd formada por una familia de polisacaridos rica en acido galacturénico que
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incluyen homogalacturonano, ramnogalacturonano I, ramnogalacturonano Il (RG-Il) y
xilogalacturonano (XGA), teniendo como principales funciones controlar el

crecimiento, la morfologia y defensa celular (Mohnen 2008).

La exposicion de frutos a temperaturas bajas induce alteraciones sustanciales en
el metabolismo de los polisacaridos de la pared celular. EI DF activa rutas de
sefalizacion que provocan una respuesta del metabolismo del fruto que derivan en
reacciones enzimaticas de desesterificacion y despolimerizacion que conducen al
ablandamiento del fruto (Duefias Gomez 2012; Aghdam y col 2013). El
almacenamiento de frutos a temperaturas bajas ocasiona ruptura celular y activacion
de enzimas degradadoras de pared celular que han sido asociadas con el
ablandamiento durante el periodo de maduracion (Aghdam y col 2013). En la
maduracion de frutos de durazno se han registrado diferencias en la
despolimerizacion de polisacéaridos entre los frutos almacenados en frio y los frutos
control. La solubilidad de estas pectinas de peso molecular alto se mantiene baja en
condiciones normales y se muestra el aumento en almacenamiento en frio dando
como resultado caracteristicas de la fruta jugosa (Brummell y col 2004). En pepino,
también se ha relacionado el ablandamiento con el incremento en la solubilidad de
las pectinas a causa del dafio provocado por el almacenamiento durante 10 dias a 3

°C (Mercer y col 1992).

El ablandamiento en las frutas se da por la acciéon de enzimas con actividad de
hidrolasas, tales como PME, PG y B-Gal, que generan cambios en la pared celular,
principalmente en la pectina (Karakurt 2003). La actividad de estas enzimas aumenta

de manera natural al empezar la maduracion y puede inducirse de manera temprana
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al someter el fruto a tratamientos con temperaturas relativamente altas como los son

los tratamientos hidrotérmicos (Verlent y col 2004).

1) Pectinmetilesterasa (PME)

La PME cataliza la degradacion de las sustancias pécticas de la célula,
componente de la pared celular que actia como agente cementante o ligando entre
las células y puede también controlar los movimientos de materiales solubles; esta
enzima se ha identificado en numerosas plantas y es especialmente activa en frutos
(Aponte y col 2003). La pérdida de la estabilidad de la pared por la accién de la PME
involucra la liberacion de los grupos metoxilo del acido poligalacturdnico de las
pectinas, los residuos generados de acido poligalacturénico son los sustratos que de
la PG. Por lo tanto, la hidrélisis de la pectina depende de la accion de la PME que
esta presente en todos los estados de desarrollo del fruto; sin embargo, el aumento
en su actividad s6lo ocurre durante la maduracion (Resende y col 2004). La accion
de esta enzima contribuye con el cambio de textura en los frutos, siendo el deterioro
del tejido el resultado final (Carrillo-Lépez y col 2002). La desestabilizacién de la
pared celular se incrementa cuando los frutos se someten a tratamientos térmicos
(Silveira y col 2011); éstos tratamientos activan la PME en frutos, e.g., manzana

(Hemmaty y col 2007), mango (Zhang y col 2012) y caqui (Khademi y col 2014).

Estudios previos han reportado que la combinacién de los tratamientos
hidrotérmico y con sales de calcio genera una mayor actividad de PME en los frutos
gue la aplicacion de los tratamientos individuales: el calor incrementa la expresion

transcripcional de la PME vy la sal de calcio modula su actividad (Beirdo-Costa y col
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2008; (Langer y col 2019). Al respecto, Silveira y col (2011) aplicaron a frutos de
melon un tratamiento hidrotérmico combinado con cloruro de calcio al 0.5% por 15
min y registraron un incremento en la actividad de la PME conforme pasaron los dias
de almacenamiento a 5 °C. También, Diaz-Corona (2017) observé que una
combinacion de los tratamientos hidrotérmico y con lactato de calcio (46.1 °C, 75 6
90 min, 0.5%) en frutos de mango cv. Keitt almacenados a temperatura de DF
inducia una mayor actividad de PME que en los frutos control. La presencia del calcio
en conjunto con el uso de temperaturas altas favorece el aumento en la actividad de

la enzima PME en frutos de tomate (Anthon y col 2015).

2) Poligalacturonasa (PG)

La enzima PG (endo o exo) realiza cortes en los enlaces a-1-4 glicosidicos del
extremo no reductor de pectina de bajo metoxilo del &acido poligalacturénico
(Castorena y col 2012). La PG actua especificamente sobre el homogalacturonano o
en las partes no ramificadas de la molécula de pectina; el ataque es aleatorio y
provoca la rapida disminucién del peso molecular de la pectina, dando como
resultado liberacion minima de extremos reductores (Silva-Martins y col 2013). La PG
se activa durante la maduracién, despolimeriza los glucanos de la pectina de las
paredes celulares, provoca ablandamiento de los tejidos y cambios en la textura del
fruto. La PG afecta la integridad de la lamina media que controla las conexiones
intercelulares (Amnuaysin y col 2012). Cuando el ablandamiento es muy avanzado,
la solubilizacién de poliuronidos se aumenta (Brummell y col 2004). Al respecto,
Carvajal y col (2015) observaron un incremento en PG durante el almacenamiento a

temperaturas bajas, atribuyendo este efecto a una correlacion entre el DF y el
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ablandamiento. Se ha reportado que cuando se aplica un tratamiento hidrotérmico a
los frutos la actividad de PG es mayor para los frutos tratados (Wang y col 2015).
Ademas, Brummell y col (2004) reportaron un incremento constante en la actividad
de endo- y exo-PG durante la maduracion de frutos de durazno; fenbmeno también
documentado para frutos de papaya (Costa y col 2010) y platano (Amnuaysin y col

2012).

Rathore y col (2007) reportaron el aumento en la actividad de la PG en frutos de
mango sometidos a un tratamiento hidrotérmico. Este comportamiento también se ha
reportado en frutos de pitahaya (Chuni y col 2010) y tomate (Chavez-Sanchez y col
2013). Por otra parte, la combinacion de los tratamientos hidrotérmico y con sales de
calcio disminuye la actividad enzimatica durante el almacenamiento; sugieren que los
iones calcio se unen a las cargas negativas generadas por la accion de la PME,
favorecen la formacion de enlaces entrecruzados, la pared celular es menos
susceptible al ataque de las deméas enzimas hidroliticas, se evita el deterioro de la

lamina media y disminuye el ablandamiento (Muengkaew y col 2018).

3) B-galactosidasa (B-GAL)

La B-galactosidasa (B-Gal) actia en conjunto con la PME y PG en el proceso de
ablandamiento de los frutos durante la maduracién. La p-Gal hidroliza oligémeros o
residuos terminales de galactosilo de homopolisacaridos o heteropolisacaridos
generados por la PG (Konda y col 2011). La estrecha correlacion entre los cambios
en la actividad de B-GAL, el ablandamiento del tejido, la mayor solubilidad y

degradacion de las pectinas sugiere que la B-GAL desempefia un papel importante
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en la modificacion de la pectina de la pared celular, dando como resultado
ablandamiento de la fruta durante la maduracion (Mohd y col 1995). El tratamiento
hidrotérmico de frutos aumenta la actividad de la B-GAL (Ali y col 2004). Al respecto,
Ketsa y col (1999) mostraron un aumento en el ablandamiento de mangos tratados
térmicamente (3 dias a 38 °C) y lo relacionaron con el incremento en la actividad de
la B-GAL durante el almacenamiento a 9 °C. De la misma manera, Rahman y col
(2011) observaron un proceso de ablandamiento mas rapido en frutos de mango cv.
Fazli durante el almacenamiento a -5 °C. Este aumento en el ablandamiento se
relaciona con que el estrés por temperaturas bajas provoca un incremento en los
transcriptores de algunos genes de hidrolasas de pared celular, donde se incluye
también los de B-GAL durante la exposicion a temperaturas de DF (Yimyong y col
2011). El uso combinado de un tratamiento hidrotérmico y sales de calcio ha
demostrado una disminucion de la actividad de B-GAL, debido a que el calcio
fortalece la estructura de las paredes celulares y provocando una disminucién en la
actividad de las enzimas (Alandes y col 2006). Esta disminucion se ha visto en frutos
de fresa (Shafiee y col 2010), cereza (Wang y col 2015) y mango (Muengkaew y col
2018). Por su parte, Diaz-Corona (2017) encontr6 que la combinacién de un
tratamiento hidrotérmico con lactato de calcio (TH-LacCa) en frutos de mango
almacenados a 5 °C favorecio la disminucién de la actividad de la enzima B-GAL, aun
cuando fueron transferidos a un periodo de maduracién. Concluyendo de que la
aplicacién de tratamientos previos al almacenamiento como lo es TH-LacCa favorece
gue el fruto mantenga la firmeza e incluso sea resistente a temperaturas bajas de

almacenamiento.
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2. Tratamientos para inducir tolerancia al dafio por frio

a. Aplicacion del tratamiento hidrotérmico y sales de calcio

La aplicacion de tratamientos hidrotérmicos en frutos genera tolerancia al DF; se
ha sugerido que el tratamiento hidrotérmico induce la sintesis y acumulacion de
proteinas de choque térmico, la activacion del sistema antioxidante (enzimético y no
enzimatico) y evita la acumulacién de ERO (Jing y col 2009). Los dos principales
tratamientos comerciales que utilizan agua caliente se realizan por enjuague y por
inmersibn en agua caliente. En la inmersion en agua caliente (tratamiento
hidrotérmico, TH) se utilizan temperatura en el rango 43-53 °C durante periodos de
unos cuantos minutos hasta horas o dias. Por otro lado, el enjuague en agua caliente
se aplica comercialmente a temperaturas que oscilan entre 48-63 °C durante 10-25 s
(Akbudank y col 2007). El uso de TH ha sido recomendado por diferentes
investigadores (Ghazemnezhad y col 2008; Zhang y col 2012), ya que mantiene
mejor la calidad de las frutas y verduras que el tratamiento por enjuague. Ademas,
los TH protegen las frutas y verduras contra la incidencia de podredumbres, tienen
una aplicacién conveniente, son de costo bajo y mejoran la apariencia general de las

frutas y verduras (Kumah y col 2011).

Referente a los frutos de mango, la aplicacion del TH cuarentenario es
mandataria para fines de exportacion y consiste en sumergir los frutos en agua a
46.1 °C por un tiempo determinado por el tamafo: < 375 g por 65 min; 376-500 g por
75 min; 501-700 g por 90 min; 701-900 g por 110 min. La duracién de la inmersion

también depende del cultivar (USDA-APHIS 2014). Diversos autores han encontrado
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que la aplicacién del TH no dafia la calidad de los frutos. En mango, la firmeza, pH 'y
sélidos solubles no se vieron afectados por la aplicacion del TH al ser evaluados
después del almacenamiento por 10 dias a 5 °C (Anwar y col 2007; Dea y col 2010).
De acuerdo a Kumah y col (2011) y Neta y col (2014), el TH de frutos de mango no
tuvo efecto significativo en la calidad después de su almacenamiento a 8 °C. De igual
manera, la aplicacién de TH disminuyd el oscurecimiento de frutos de mandarina y
permiti6 que su calidad se mantuviera durante el almacenamiento a temperatura
ambiente. También, Chavez-Sanchez y col (2013) reportaron que TH (55 °C; 3-9
min) de frutos de papaya no afecta el proceso de ablandamiento, debido a que las
enzimas encargadas del ablandamiento no son alteradas y tampoco se ve afectada
la calidad de los frutos. Sin embargo, Florissen y col (1996) reportaron que el uso de
un tratamiento térmico previo al almacenamiento provoco alteraciones en la firmeza

de aguacates antes de ser almacenados a 0 °C por 7 dias.

La aplicacién de un tratamiento térmico se debe hacer de una manera correcta
tanto en la temperatura como en el tiempo de exposicion, si su aplicaciéon no es lo
adecuada puede provocar separacion celular y en consecuencia una disminucion en
los polisacaridos pécticos de peso molecular alto, dando como resultado una
disminucién en la estabilidad de la pared celular, la cual conlleva al hundimiento de la
pulpa en la parte peduncular (hendiduras superficiales) y un aumento en la
respiracion del fruto (Ng y col 1997; Zhang y col 2012). Jacobi y col (1992) analizaron
la aplicacibn de TH (47 °C) en mango Kensington por tiempos de 5 a 30 min,
registrando que el nivel de ablandamiento aumentaba con el tiempo de exposicion.

Segun Zhang y col (2012), la aplicacién de TH a frutos de mango a 55 °C por 10 min
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fue suficiente para que se presente el ablandamiento durante el almacenamiento a
temperaturas bajas (5 °C). Por su parte, Lopez-Lopez y col (2018) reportaron que el
uso de TH cuarentenario (46.1 °C; 75-90 min) en mango cv. Keitt generé un aumento
significativo en el ablandamiento durante el almacenamiento. De esta manera, el TH
genera efectos positivos al contrarrestar los efectos del DF y efectos negativos al
acelerar el ablandamiento; por lo tanto, algunos autores han optado por combinar el
TH con la aplicacion de sales de calcio que ayuden a mantener la firmeza durante el
almacenamiento de los frutos a temperaturas bajas (Casas 2011; Silveira y col

(2011).

La firmeza y la resistencia de frutos al ablandamiento puede aumentarse
mediante el tratamiento con sales de calcio: el calcio es un componente estructural
de la pared celular que se une a la pectina, formando un puente de unidn
intermolecular de la pectina-proteina de los tejidos vegetales (Silveira y col 2011). El
mantenimiento en la estructura de la pared celular depende del enlace del calcio con
los componentes pécticos de la lamina media debido a que los pectatos de calcio
formados le confieren una estructura mas rigida (Casas 2011). El enlace del calcio
con las pectinas se produce a través de la unién del grupo carboxilo de diversos
polisacéaridos, por medio de uniones electrostaticas o coordinadas formando una red
que incrementa su fuerza (Figura 5) (Figueroa y col 2012). Por lo anterior se
recomienda la aplicacién de calcio antes y después de la cosecha para retrasar la
senescencia y disminuir la pérdida de firmeza de los frutos sin efectos nocivos para
el consumidor (Ngamchuachit y col 2014). Si existe una disminucién de la

concentracion de calcio en el fruto existe un aumento en la susceptibilidad del mismo
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Figura 5. Formacién de pectatos de calcio.

Fuente: Anonimo (2019).
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a la deterioracion de la pared celular y menor firmeza en poscosecha (Lobos y col

2011).

La aplicacion de calcio también se ha asociado con una reduccion del DF o dafio
mecanico durante el almacenamiento, conservando la firmeza del producto,
generando asi resistencia a pudriciones e impidiendo la reproduccion de patégenos
asociados a la manipulacién del fruto (Zamora Alfaro 2012). Otro de los efectos en
los que se ve involucrado el calcio es que puede actuar como cofactor para las
enzimas del sistema antioxidante, provocando una mayor tolerancia al DF (Aghadam
2013). Para mantener la firmeza en los frutos puede aplicarse calcio en sus
diferentes sales: cloruro, lactato, citrato, ascorbato, propionato y silicato (Zamora

Alfaro 2012).

Sin embargo, las sales de cloruro de calcio, citrato de calcio y lactato de calcio
han dado los mejores efectos sobre la calidad y el retraso de los sintomas de DF. El
uso de una solucion de cloruro de calcio (CaClz) al 3% disminuy6 significativamente
los sintomas de DF y retraso el ablandamiento en mango durante el almacenamiento
a 20 °C (Yuen 1999). De acuerdo con Anjum y col (2004), la utilizacién de cloruro de
calcio al 5% en mango retrasé la maduracién durante 4 dias, dando como resultado
una mejora en los parametros de calidad (firmeza y color) en el fruto. Por otro lado,
Manganaris y col (2007) observaron que el tratamiento de durazno 0.5% de cloruro
de calcio permitio tener frutas con mejores caracteristicas cualitativas, incrementando
la firmeza del tejido y generando menor susceptibilidad a trastornos fisiologicos
después de un almacenamiento a temperaturas bajas. Este efecto se ha visto

también en frutos de kiwi (Beirdo-Costa y col 2008), fresa (Hernandez y col 2008)
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y melon (Casas 2011). También se ha reportado que el uso de cloruro de calcio en
frutos de papaya ayuda a reducir la presencia de la enfermedad antracnosis y
mantiene atributos de calidad como la firmeza, debido a que las uniones del calcio
con la pectina disminuyen las vias de acceso para las enzimas hidroliticas que

causan la enfermedad (Mahmud y col 2008; Madani y col 2014).

b. Uso de la combinacién tratamiento hidrotérmico-calcio

En la combinacién de los tratamientos hidrotérmico y con sales de calcio de
frutos, el TH a 40-60 °C favorece la activacion de las enzimas degradativas de pared
celular, liberando residuos de acido péctico a los que puede unirse el calcio y dar
como resultado una mayor estabilidad en la pared celular que permite que la firmeza
del fruto, los atributos de calidad, el contenido nutricional y la resistencia al ataque de
patbgenos se mantengan por mas tiempo (Gonzalez-Aguilar y col 2005; Aguayo y col

2008; Silveiray col 2011; Abd-Elhady 2014).

Diversos autores han demostrado que el uso de TH combinado con una sal de calcio
después de la cosecha de los frutos aumenta los niveles de calcio unido a la pared
celular, lo que provoca un efecto benéfico tanto para el dafio por frio como para el
dafio por calor, dando una mayor firmeza y mayor tiempo de vida de anaquel,
comparado con lo que se obtiene al aplicarlos individualmente (Avallone y col 2012).
Este efecto se ha visto en frutos de manzana (Hemanty y col 2007), melén (Aguayo y
col 2008) y pitahaya (Chuni y col 2010). Lopez-Lépez y col (2013) aplicaron un
tratamiento con agua caliente combinado con cloruro de calcio en manzana entera y

obtuvieron mejores efectos sobre la retencion de la calidad y la disminucién de la
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actividad enzimética que cuando se aplicaron los tratamientos de manera individual.
Shahkoomahally y Ramezanian (2013) observaron una retencion de la calidad y una
mayor actividad antioxidante total en frutos de kiwi al aplicar agua caliente y cloruro
de calcio, relacionando estos efectos con una mayor retencion de acido ascérbico.
Por su parte, Lopez-Lépez y col (2018) reportaron que la aplicacion de un tratamiento
hidrotérmico cuarentenario combinado con lactato de calcio en frutos de mango cv.
Keitt es altamente conveniente para reducir las pérdidas poscosecha, mantener la
firmeza, aumentar la tolerancia al DF y mantener altos niveles de antioxidantes. Sin
embargo, existe muy poca informacion sobre su impacto en la tolerancia al DF en
mango, firmeza y vida util del producto, siendo ademas una parte benéfica tanto para
el fruto, el productor y el consumidor (Seid y col 2016; Diaz-Corona 2017; Lépez-
Lépez y col 2018), ayudando a que permanezca la calidad del fruto, y por ende a
permanecer por mas tiempo a disposicion para su consumo, por lo cual es necesario
conocer més a profundidad la manera en cdmo actdan estas tecnologias para dar

solucién a dichos problemas (Aguayo y col 2008; Dessalegn y col 2013).
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IV. JUSTIFICACION

El mango es un fruto tropical de gran importancia econémica en términos de
produccién y comercializacion a nivel internacional. En 2017, México ocup0 el primer
lugar en exportacion y el quinto en produccion mundial. Los protocolos de
exportacion de mango a paises como Estados Unidos y Canada requieren que el
fruto sea sometido a un TH cuarentenario para eliminar la larva de la mosca de la
fruta. Para su comercializacion los frutos son almacenados en refrigeracion ya que
permite alargar su vida de anaquel debido a la reduccién en su actividad metabdlica.
Sin embargo, temperaturas por debajo de las criticas (< 13 °C) por tiempos
prolongados favorecen la presencia de sintomas de DF. Al respecto, se ha
demostrado que el TH induce tolerancia al DF, sin embargo; cuando este se aplica
por largos periodos como lo es el cuarentenario puede provocar la activacion de
enzimas hidroliticas y generar el ablandamiento del tejido. Por otra parte, el
tratamiento de mango con sales de calcio es una alternativa documentada para
mantener la firmeza, sobre todo cuando se combina con un TH. Sin embargo, el
efecto combinado del TH cuarentenario con distintas sales de calcio (cloruro de
calcio, citrato de calcio y lactato de calcio) aplicado en mango previo a su
almacenamiento en condiciones de DF no ha sido estudiado como una alternativa
para disminuir el desorden de DF sin sacrificar la firmeza del fruto. Por lo tanto,
resulta interesante conocer hasta que nivel estas combinaciones disminuyen los
sintomas de DF manteniendo la firmeza; asi como el efecto que generan sobre la
actividad de las enzimas de pared celular y la integridad de las células durante el

almacenamiento de mango a temperaturas de DF.

43



V. HIPOTESIS

La aplicacion de un tratamiento hidrotérmico cuarentenario combinado con
sales de calcio en mango previo al almacenamiento a temperaturas de dafio por frio,
induce tolerancia al estrés, manteniendo la estructura celular mediante la reduccion

en la actividad de las enzimas de la pared celular.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la combinacion de un tratamiento hidrotérmico con una sal de
calcio (cloruro de calcio, citrato de calcio o lactato de calcio) sobre la induccion de
tolerancia al dafio por frio, los cambios estructurales y la actividad de las enzimas
degradativas de la pared celular, en frutos de mango cv. Keitt almacenados a

temperaturas bajas.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la aplicacion de un TH combinado con diferentes sales de
calcio (cloruro de calcio, citrato de calcio o lactato de calcio) sobre la induccion de
tolerancia al dafio por frio en mango cv. Keitt durante el almacenamiento a 5 °C mas
un periodo de maduracion.

2. Determinar los indices fisioldgicos (electrolitos lixiviados y contenido de
malondialdehido (MDA)) desarrollados por el dafio por frio en mango cv. Keitt tratado
con la combinacion de un tratamiento hidrotérmico cuarentenario y tres diferentes
sales de calcio.

3. Evaluar los parametros de calidad (color, porcentaje de pérdida de peso y
firmeza) en frutos de mango sometidos a tratamiento hidrotérmico cuarentenario y su
combinacion (cloruro de calcio, citrato de calcio o lactato de calcio), almacenados a
temperatura de dafio por frio.

4, Evaluar la actividad de las enzimas pectinmetilesterasa (PME)

poligalacturonasa (PG) y B-galactosidasa (B-GAL) en frutos de mango cv. Keitt
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sometidos a un tratamiento hidrotérmico cuarentenario y la combinacién TH-Calcio
durante el almacenamiento a temperaturas bajas y el periodo de maduracion.

5. Determinar el contenido de calcio en el tejido en mango cv. Keitt sometido a
un tratamiento hidrotérmico y la combinacién TH-Calcio durante el almacenamiento a

5 °C méas un periodo de maduracion.

6. Evaluar por microscopia Optica el efecto de la aplicacion de un tratamiento
hidrotérmico en combinacién con tres diferentes sales de calcio sobre la estructura

celular de frutos de mango cv. Keitt sometidos a dafio por frio.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

1. Materia prima

Los frutos de mango fueron cosechados en un huerto local de la sindicatura de
Aguaruto, perteneciente al municipio de Culiacan, Sinaloa, en madurez fisiologica y
seleccionados de acuerdo a su uniformidad de tamafio, color y libertad de golpes.
Los mangos fueron trasladados al Laboratorio de Fisiologia y Tecnologia
Poscosecha (LFTP) de la Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas (FCQB) de la
Universidad Autbnoma de Sinaloa (UAS), donde fueron desinfectados con hipoclorito
de sodio (300 ppm por 3 min). Posteriormente, los frutos se dividieron en 5 lotes (6
frutos por lote) para la aplicacion de los siguientes tratamientos: control, tratamiento
hidrotérmico (TH), combinacién de TH con lactato de calcio (TH-LacCa), combinacion
de TH con citrato de calcio (TH-CitCa) y combinacion de TH con cloruro de calcio
(TH-CaClz). El TH fue aplicado por inmersién en agua a 46.1 °C por 75-90 min. La
concentracion sal de calcio fue de 0.5%, valor seleccionado considerando reportes
de la literatura. Los frutos tratados fueron almacenados durante 0, 10 y 20 dias a 5

°C mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C.
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B. METODOLOGIA

1. Porcentaje de pérdida de peso

En la evaluacion de pérdida de peso se utilizé la metodologia reportada por
Hazbavi y col (2015), utilizando una balanza analitica (SARTORIUS TE-4101,

Alemania). Se hicieron las mediciones a 6 frutos utilizando la siguiente formula:

%Pérdida de peso = (Peso inicial — Peso final) x 100%

Peso inicial

2. indice de dafio por frio (IDF)

La evaluacion de IDF se llevé a cabo de manera visual, describiendo los sintomas
de acuerdo a lo reportado por LOpez-Lopez y col (2018). A 6 frutos de cada
tratamiento se les evaluaron los siguientes sintomas de DF: oscurecimiento de
lenticelas (O), picaduras superficiales (P), areas necroticas (A) y maduracion irregular
(M). El IDF se determin6é con la ayuda de una escala hedoénica de 5 puntos y
considerando el porcentaje del area total del fruto afectada: 0= no dafio, 1= 1-25%,
2= 26-50%, 3= 51-75%, 4= >76%. El IDF se calculé mediante la siguiente ecuacion:
IDF= ((NDO + NDP + NDA+ NDM) / 4). Donde ND significa nivel de dafo para cada

sintoma.
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3. indices fisiologicos
a Porcentaje de electrolitos lixiviados (%EL)

Los electrolitos lixiviados se determinaron por el método descrito por Lépez-Lopez
y col (2018) con algunas modificaciones. Para cada tratamiento, 60 cilindros de 7 mm
(20 cilindros por cada réplica) se obtuvieron de la regién ecuatorial de la cascara
usando un sacacorchos. Las muestras se lavaron (3 veces) con agua desionizada
para eliminar por completo cualquier electrolito liberado. Los cilindros se colocaron
en 25 mL de manitol (0.4 M) y se incubaron por 1 h a 24 °C bajo agitacion constante;
la conductividad de la solucion se determiné utilizando un conductimetro manual (HI
98311, Hanna Instruments, Mauritius, EUA). Después de la primera lectura, las
muestras se colocaron en una autoclave a 121 °C por 30 min para liberar todos los
electrolitos. Posteriormente, las muestras se enfriaron a 25 °C aproximadamente por
5 min y de nuevo se midio la conductividad para determinar los electrolitos totales. El

%EL se determind con la siguiente formula:
%EL = (electrolitos iniciales / electrolitos totales) * 100.
b Contenido de malondialdehido (MDA)

La prueba del acido tiobarbitlrico (TBA) determina al malondialdehido como
producto final de la peroxidacion lipidica. La técnica se realiz6 de acuerdo a lo
reportado por Sun y col (2011). Un gramo de tejido congelado (pulpa) se homogenizé
con 30 mL de etanol: agua (80:20 v/v) por 1 min. La muestra se centrifugd a 3,000 g
por 10 min a 4 °C, recuperandose el sobrenadante. En la mezcla de reaccion se
mezclaron 1 mL de sobrenadante, 1 mL de la solucion A (TCA 20% + BHT 0.01 % en
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etanol al 80%), o solucién B (TCA 20% + BHT 0.01% + TBA 0.65% en etanol al 80
%), donde TCA es acido tricloroacético y BHT hidroxitolueno butilado. La mezcla se
homogeniz6 ligeramente y calenté a 95 °C por 25 min. La reaccion se detuvo
colocando las muestras en agua con hielo por 10 min. Una segunda centrifugacion
(3,000 g por 10 min a 4 °C) se llevé a cabo para clarificar las muestras por completo.
La absorbancia se midi6 a 3 diferentes longitudes de onda: 400, 532 y 600 nm. La
cantidad de complejo MDA-TBA (pigmento rojo) fue calculado de la siguiente
manera: 1) A= ((Abs 532+1a) — (Abs 600+18a) — (Abs 532.ta — Abs 600-t8a)); 2) B =
((Abs 440+18a — Abs 600+tea) 0.0571); 3) Equivalentes de MDA (nmol'mL?) = (A —

B/157,0000)106.

4. Parametros de calidad

a Color externo

Para la evaluacién de color externo se utiliz6 un colorimetro Minolta CR 200
(Minolta, Osaka, Jap6n), para lo cual se marcaron tres puntos en la superficie del
fruto (6 frutos) para que el color fuera medido siempre en el mismo punto durante el
periodo de almacenamiento. Se registraron los parametros de luminosidad (L*) y

angulo de matiz (Hue).

b Firmeza

La firmeza se determiné de acuerdo a lo reportado por Lopez-Lopez y col (2018)
con algunas modificaciones. Se cortaron los cachetes de 6 mangos, se elimino la
cascara en forma longitudinal de la porcion central del cachete y se obtuvieron
mediciones en tres partes (centro y extremos), obteniéndose 6 mediciones por fruto.
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Se utilizé un penetrémetro (Chatillon DFE100, AMETEK Inc, Largo, FL) equipado con
una punta plana de 11 mm de didmetro a una velocidad de penetracion constante (50

mm/min-5mm de penetracion).

5. Determinacion de la actividad de enzimas de la pared celular en respuesta al

estrés abiotico.

a Preparacion del extracto enzimatico

Las enzimas de la pared celular se extrajeron de acuerdo a la metodologia
reportada por Carrillo-Lépez y col (2002) con algunas modificaciones. La pulpa de
mango (15 g) se mezclé con 25 mL de NaCl 1 M y se homogeniz6 (4 °C por 1 min)
en un homogenizador T18 basic (IKA Works, Inc. Wilminton, NC, EUA). El
homogenizado se centrifugd a 17,000 g por 45 min a 4 °C y se filtr6 con papel
Whatman No. 4. El sobrenadante se satur6 al 80% con sulfato de amonio
((NH4)2S0a4), agito por 1 h a 4 °C para precipitar la proteina y centrifugd a 17,000 g
por 20 min. El precipitado conteniendo la proteina fue recuperado y resuspendido en
15 mL de agua destilada a 4 °C; esta suspension fue utilizada para medir la actividad
de las enzimas pectin metil esterasa (PME), poligalacturonasa (PG) y B-

galactosidasa (3-Gal).

b Evaluacion de la actividad de PME

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

la PME. Debido a que los enlaces éster de las pectinas son hidrolizados, se
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producen grupos acidos y el pH disminuye, causando que el colorante indicador

cambie su color. Este cambio se monitore6 continuamente con un espectrofotémetro.

La mezcla de reaccion consistio de 2 mL de pectina citrica (0.5%), 0.5 mL de azul
de bromotimol (0.01%) en amortiguador de fosfato de potasio (0.003 M, pH 7.5), 4
mL de agua destilada y 100 uL del extracto enzimatico. La reaccion se llevo a cabo a
30 °C y fue monitoreada cada minuto durante 5 min a 620 nm. Se utilizé una curva
estandar de acido galacturénico (0.5%). Las unidades de PME se expresaron como

pmoles de protones (H*) liberados / 100 g de fruto fresco por minuto (g ff-min).

c Evaluacién de la actividad de PG

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

evalué la formacion de grupos reductores de &cido poligalacturénico.

La mezcla de reaccion consistio de 2 mL del extracto enzimatico y 2 mL de acido
poligalacturénico (0.5%) en amortiguador de acetato de sodio (0.2 M, pH 4.6). La
mezcla se incubd por 1 h a 37 °C. La medicion de la actividad se realiz6 mezclando
400 pL del extracto incubado, 4 mL de amortiguador de tetraborato de sodio 0.1 M
(pH 9.0) y 400 pyL de 2-cianoacetamida al 1%. El blanco se prepar6é de la misma
manera, pero sin agregar el extracto enzimatico y la curva estandar se construyé con
acido galacturénico (0.5%). La actividad de la PG se reportdé como umoles de acido

galacturdnico / 100 g ff.
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d Evaluacion de la actividad de B-Gal

La actividad de B-Gal se determin6 de acuerdo con lo reportado por Hossain y col
(2014) con algunas modificaciones, determinando la actividad enzimatica a partir de

la estimacion de la liberacion de p-nitrofenol.

Cincuenta microlitros del sustrato p-nitrofenil-B-D-galactopirandsido se mezclaron
en tubos de ensayo con 100 pL de amortiguador de fosfato (pH 6.0). A la mezcla se
le afiadieron 50 pL de extracto enzimatico y se mezclé a 37 °C por 1 h. Para detener
la reaccion se agregaron 1.3 mL de amortiguador de glicina-NaOH (pH 10.5). La
cantidad liberada de p-nitrofenol se midié espectrofotométricamente a una
absorbancia de 420 nm. Una unidad de actividad enzimética se definié como la

cantidad de enzima requerida para liberar 1 nmol de p-nitrofenol en 1 min a 37 °C.

6. Analisis de calcio en tejido

Los analisis de calcio se realizaron empleando la metodologia propuesta por
Madani y col (2016). Muestras de pulpa de la region ecuatorial del mango fueron
secadas en un horno con circulacion de aire a 60 °C por 5 h. La muestra seca (0.25
g) fue molida finamente y digerida con 5 mL de H2SO4 a 450 °C por 7 min, usando
una placa de calentamiento en una campana de extraccion; posteriormente, a la
mezcla se le afiadieron 10 mL de H202 y se calenté a 450 °C por 6 min. La muestra
digerida se afor6 a 100 mL con agua desionizada y el contenido de calcio de las
diluciones se evalu6 usando un espectrofotbmetro de absorcién atdbmica modelo
3110 (Perkin Elmer Inc., EUA). Los resultados se expresaron como mg de Ca/ 100 g

ff.
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7. Analisis microestructural

La preparacion de las muestras para su observacion en el microscopio Optico se
realiz6 utilizando la metodologia reportada por Osuna-Enciso y col (2000) con
algunas modificaciones. Porciones de tejido de 1 cm x 1 cm se tomaron de la
cascara de los frutos a los 0, 10, 20 y 20+7 dias de almacenamiento, se colocaron en
solucién fijadora FAA (etanol absoluto 50%, acido acético glacial 5%, formaldehido
10%, agua destilada 35%) por 24-48 h. Posteriormente, las muestras se
deshidrataron usando diferentes concentraciones de etanol (50, 70, 96, 96, 100 y
100%), después fueron transferidas a etanol absoluto-xileno (1:1), haciendo tres
cambios en xileno, en cada cambio se mantuvo por 5 h. Enseguida, la muestras se
infiltraron en parafina grado histoldgico (PF 60-63 °C) por 24 h haciendo dos cambios
cada 12 h. Luego, las muestras en parafina fueron cortadas, cortes histolégicos de
10 pum de grosor. Los cortes se colocaron en un bafio de flotacion con agua caliente
(43 °C) més grenetina, se les elimind la parafina mediante 3 cambios de xileno (3 min
cada uno), se hidrataron con una serie gradual de etanol 100, 96, 70 y 50% (3 min
cada uno) y se les aplicé la tincién diferencial safranina-verde rapido. La tinciéon con
safranina al 1% en etanol al 50% se realiz6 por un tiempo minimo de 24 h,
posteriormente los cortes se deshidrataron en una serie gradual de etanol al 50, 70 y
96% (3 min en cada uno), enseguida se tifid con verde rapido al 0.1% por 3 min y se
lavé con etanol al 96%, para terminar la deshidratacion con un cambio de etanol
absoluto y tres cambios de xileno (3 min en cada uno), finalmente se fij6 con acrilico.
Los cortes tefiidos se montaron en un portaobjetos, fueron protegidas con un
cubreobjetos y observadas en un microscopio 6ptico (Motic-microscope BA210, Hong

Kong).
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8. Andlisis de los datos
En los experimentos se utilizé un disefio completamente aleatorio con 2 factores

con 4y 5 niveles, respectivamente. Quedando de la siguiente manera:

Dias de almacenamiento: 0, 10, 20 y 20+7 dias

Tratamientos: Control, TH, TH-LacCa, TH-CitCa, TH-CaCl2

En los experimentos para determinar el efecto de los tratamientos en el contenido
de calcio se utilizé un disefio experimental completamente aleatorio con 2 factores

con 3y 5 niveles, respectivamente. Quedando de la siguiente manera:

Dias de almacenamiento: 0, 20 y 20+7 dias

Tratamientos: Control, TH, TH-LacCa, TH-CitCa, TH-CaCl2

El andlisis estadistico se realiz6 mediante una ANOVA con dos factores y la
diferencia de medias se establecid utilizando la minima diferencia significativa (LSD)
mediante la prueba de Fisher (P<0.05). El analisis de varianza se realiz6 con el

paquete estadistico Statgraphics Plus 5.1.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. PORCENTAJE DE PERDIDA DE PESO (%PP)

La pérdida de peso es un indice importante para medir la calidad y esta
relacionado con la pérdida de agua y el marchitamiento de las frutas y verduras

(Vazquez-Celestino y col 2016; Zhang y col 2019).

En la Figura 6 se muestran los resultados de pérdida de peso (%PP) con
respecto a los dias de almacenamiento a 5 °C; los frutos perdieron peso en este
periodo, los valores de %PP fueron inferiores al 6%, lo que auln resulta aceptable
para la comercializacién (Lépez-Lépez 2017). El tratamiento TH presentd el menor
%PP durante todo el almacenamiento, mostrando diferencia significativa (P<0.05)
con el tratamiento TH-CaClz. Por otra parte, el tratamiento TH-CaClz presentd los
valores mas altos de %PP durante todo el almacenamiento y la con el resto de los
tratamientos fue significativa (P<0.05) a partir del dia 10. Esta pérdida significativa en
el peso de los frutos del tratamiento TH-CaClz podria deberse a un aumento en la
actividad metabdlica, pérdida de humedad y un mayor dafio en las lenticelas, debido
a que los iones cloruro pudieron generar rompimiento celular dando como resultado
la deformacion de las lenticelas (Aliaga y col 2018). Los frutos con los tratamientos
TH, TH-CitCa y TH-LacCa no mostraron diferencia estadistica (P>0.05) entre ellos.
Hong y col (2007) reportaron que el aplicar un tratamiento térmico moderado en
frutos de mandarina disminuy0 la pérdida de peso de los frutos, lo que atribuyeron a
que el calor mantiene la turgencia de las células, disminuyendo ademas la reduccién

de los sintomas de DF.

56



6 1 —@— Control
TH
TH-CaCl2
O 1 —@- TH-<CitCa I

—A— TH-LacCa

N

% de pérdida de peso
N w

=

‘ LSD=0.49

O 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Dias de almacenamiento a 5 °C

o

Figura 6. Porcentaje de pérdida de peso (%PP) en frutos de mango cv. Keitt con
tratamiento hidrotérmico (TH) y TH combinado con cloruro de calcio (TH-CaClz),
citrato de calcio (TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el
almacenamiento a 5 °C mas un periodo de maduraciéon de 7 dias a 21 °C. Los datos
representan la media de seis réplicas y las barras verticales indican la menor

diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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El TH reduce la pérdida de peso debido a que provoca una distribucibn mas
homogénea de ceras cuticulares que cubren las microfracturas del flavedo,
interrumpiendo asi esta via de la transpiracién (Garcia y col 2016). Nasef (2018)
aplicé un tratamiento térmico corto (55 °C / 5 min) en pepino y lo almacené a 4 °C
logrando disminuir la pérdida de peso en un 11% respecto a los frutos no tratados,
atribuyendo este comportamiento a que se genero inducciéon de proteinas de choque
térmico, estabilizacion de la membrana, produccién de compuestos antifiingicos,
modificacion de la actividad enzimética en pared celular y cicatrizacion acelerada de
las heridas.

En relacion con el uso de la combinacién TH-Ca, resultados similares a los
obtenidos en este trabajo se han observado para frutos de nispero (Akhtar y col
2010), pimiento (Barzegar y col (2018), pérsimo (Naser 2018) y mango (Lopez-Lopez
y col 2018). Los autores atribuyeron este comportamiento a que la aplicacién de
calcio es una herramienta de intercomunicacion de la funcionalidad de las redes de
pectina, dado que aumenta la resistencia de la pared celular y mantiene la integridad
de las membranas con menores pérdidas de fosfolipidos y proteinas, asi como

también reduce la fuga de iones y evita la pérdida de peso.

B. INDICE DE DANO POR FRIO (IDF)

En la Figura 7 se muestran los resultados de IDF en mango cv. Keitt tratado con
TH y su combinacion con tres diferentes sales de calcio durante el almacenamiento a
5 °C mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. El IDF de los frutos de todos
los tratamientos se incrementd durante el almacenamiento a 5 °C y al final la

diferencia fue significativa para los frutos control. Para el dia 20+7, los frutos de todos
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Figura 7. indice de dafio por frio en cascara de mango cv. Keitt con tratamiento
hidrotérmico (TH) y TH combinado con cloruro de calcio (TH-CaCl), citrato de calcio
(TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa). Los frutos tratados fueron almacenados a
5 °C por 20 dias mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. Los datos
representan la media de seis réplicas y las barras verticales indican la menor

diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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los tratamientos presentaron menor IDF que los del control (IDF = 1.3), el mejor
tratamiento fue el TH-LacCa (IDF = 0.8). Los frutos control presentaron
oscurecimiento de lenticelas, picaduras superficiales y areas necrdticas; mientras
que los frutos TH-LacCa mostraron el menor IDF (0.8 respectivamente), siendo el
oscurecimiento de lenticelas y areas necréticas los sintomas méas predominantes. El
efecto de la combinacion puede relacionarse con la sintesis inducida y la
acumulacion de proteinas de choque térmico (HSP’s), ademas de que hay una
activacion en el sistema antioxidante (no enzimatico). El uso de sales calcio genera
efectos en los que se ve involucrado el calcio es que puede actuar como cofactor
para las enzimas del sistema antioxidante, provocando una mayor tolerancia al DF
(Jin y col 2009; Aghdam y col 2013). Las HSP’s se acumulan en respuestas a
diversas condiciones de estrés: calor, frio, oxidativas, entre otras. Ademas, las
proteinas HSP’s participan en la regulacion de las proteinas antioxidantes, lo que
aumenta la proteccién contra el estrés oxidativo (Sevillano y col 2009; Aghdam y col
2013). Los resultados de este estudio concuerdan con lo reportado por Mahmood y
col (2008) para mandarina con TH (47.5 °C 6 50 °C durante 2 min, asi como 47.5 °C
durante 5 min) y almacenadas a 5 °C, registrando una reduccion de los sintomas de
DF conforme aumentaban los dias de almacenamiento. Al respecto, Hewajulige y col
(2003) analizaron el efecto del tratamiento con calcio de frutos de pifia sometidos a
DF, almacenados durante 17 dias a 10 °C seguido de 2 dias a 28 °C, y observaron
gue el DF es minimizado conforme las concentraciones de calcio se incrementaban
en la cascara. Bassal y col (2011) mencionaron que la reduccién a la susceptibilidad

a las temperaturas de dafio por frio se debia a una mayor actividad de enzimas
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antioxidantes en la cascara y la pulpa de la fruta, asi como a un incremento en el

contenido de fenoles libres en la pulpa.

Por otra parte, Khademi y col (2014) aplicaron TH (50 °C) por 30 min, lo que fue
efectivo para la disminucion de sintomas de DF en frutos de caqui almacenados a 1
°C mas un periodo de 7 dias a 20 °C, atribuyéndolo a una produccién baja de etileno
y la reduccién de acetaldehido. Asi mismo, los resultados coinciden con lo reportado
por Cruz Mendivil y col (2015) en frutos de tomate tratados hidrotérmicamente y
almacenados a 5 °C, donde los frutos control mostraron un incremento en la
presencia de DF durante el almacenamiento comparado con los frutos no tratados.
Lo que atribuyeron a que el TH activa la expresion de genes relacionados con el
estrés por calor, la desintoxicacién y el metabolismo de los azlcares, que pueden
actuar de forma sinérgica para proteger las membranas de las células de las

tensiones oxidativas y osmoticas durante el frio.

Con respecto a los resultados obtenidos con la combinacién TH-sal de calcio,
Bagheri y col (2015) registraron una disminucion de los sintomas de DF en frutos de
persimo tratados con una combinacion de tratamiento hidrotérmico con cloruro de
calcio; la disminucion fue asociada a una mayor retencion de compuestos fendlicos
en la vacuola debido a una mayor estabilidad de la pared celular del tejido, evitando
la presencia de fendlicos en el espacio intercelular y su oxidacion. La presencia de
los iones de calcio en cascara favorece su interaccion con los polimeros de pared
celular, retrasando su desintegracion y reduciendo el DF. ElI mejor efecto del TH-
LacCa en la reduccion del DF en mango Keitt (Figura 7) puede deberse a que la sal

de lactato de calcio tiene mayor capacidad de difusion hacia el interior (Naser 2018),

61



lo que ayuda a mantener la integridad de la pared celular y de la membrana, de esta
manera los sintomas de DF son menores. También contribuye el que ambos
tratamientos inducen una mayor activacion del sistema antioxidante enzimatico (e.g.,
SOD, CAT, APX, GR) y no enzimético, debido al aumento en concentracién de

compuestos fendlicos (L6pez-Lopez y col 2018).

C. INDICES FISIOLOGICOS
1. Porcentaje de electrolitos lixiviados (%EL)

Los electrolitos lixiviados (EL) son un indicador de la pérdida de permeabilidad y
de dafio de las membranas celulares. Los EL se incrementan con diferentes factores
asociados con la pérdida de la funcionalidad de la membrana celular: estado de
madurez del fruto, el tiempo, temperatura, condiciones de almacenamiento y

exposicidén a condiciones de estrés severo (Nyanjage y col 1999; Dea y col 2010).

En la Figura 8 se observa el porcentaje de electrolitos lixiviados en la cascara de
mango cv. Keitt durante su almacenamiento a 5 °C, seguido de un tiempo de
maduraciéon de 7 dias a 21 °C para frutos tratados con un TH y su combinacion con
tres diferentes sales de calcio. Durante el almacenamiento a 5 °C, para el primer dia
(0) los frutos control presentaron el mayor %EL (60%) donde se mostré diferencia
significativa con los tratamientos aplicados, comportamiento que se mantuvo hasta el
dia 10, donde presentdé un valor cercano a 75%. Al transcurrir 20 dias de
almacenamiento a 5 °C los tratamientos TH y TH-LacCa presentaron los menores
valores de EL. El uso de sales de calcio ayuda en la regulacién de muchos aspectos
del metabolismo, siendo la union entre paredes celulares, la permeabilidad celular y

la integridad de la membrana los mas destacados (Marangoni y col 1996; Hewajulige
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Figura 8. Electrolitos lixiviados (%) en cascara de mango cv. Keitt con tratamiento
hidrotérmico (TH) y TH combinado con cloruro de calcio (TH-CaCl), citrato de calcio
(TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el almacenamiento a 5 °C mas un
periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C. Los datos representan la media de 3
réplicas y las barras verticales indican la menor diferencia significativa (LSD) con un

a=0.05.
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y col 2003; Bagheri y col 2015). Al final del almacenamiento (20+7) la combinacion
TH-LacCa presentd un incremento significativo, mostrando valores similares al
control sin diferencia (P>0.05) entre ellos, pero si con respecto a los tratamientos TH-
CitCa y TH-CaClz, obteniendo este ultimo el porcentaje menor. Este aumento en la
lixiviacion al final del almacenamiento podria deberse al uso de temperaturas
superiores que intensifican los sintomas de DF, lo que conlleva una mayor lixiviacion
de electrolitos en los frutos después del almacenamiento a temperaturas bajas, asi
como también a la maduracion y a la senescencia del fruto (Lopez—Lo6pez y col

2018).

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con lo reportado por Zhang
y col (2016) quienes utilizaron un TH (45 °C, 10 min) en frutos de nispero y
observaron una menor pérdida de electrolitos durante los primeros dias de
almacenamiento a temperatura de DF, presentando diferencia significativa respecto a
los frutos no tratados, esto puede atribuirse a que el TH favorece que la membrana
se mantenga en estado liquido-cristalino, impidiendo la salida de solutos al exterior
de la célula, comportamiento que también se ha observado en frutos de tomate

(Wang y col 2012; Salazar-Nieblas y col 2017) y pepino (Nasef 2018).

Respecto a la combinacion TH-Calcio, nuestros resultados concuerdan con lo
reportado por Bagheri y col (2015), quienes utilizaron una solucion de agua caliente
(50 °C, 10 min) con cloruro de calcio (0.5%) en frutos de caqui observando una
reduccion del %EL de hasta un 17% con respecto al control durante los primeros 45
dias de almacenamiento a 5 °C. Los autores sugirieron que la combinacion del

tratamiento hidrotérmico con calcio era mas eficiente para mantener la integridad de
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la pared celular y por ende mantenia la integridad de la membrana celular al reducir
la pérdida de iones, fosfolipidos y proteinas en la red celular. Ngamchuachit y col
(2014) utilizaron frutos de diferentes variedades de mango (Tommy Atkins, Kent) que
fueron sumergidos en agua caliente (46.1 °C, 70 min) con dos diferentes sales de
calcio al 0.4% (lactato de calcio, cloruro de calcio), encontrando que la variedad Kent
tratados con TH-LacCa mostré la mayor reduccion en la pérdida de electrolitos, a
mayor concentracién de calcio aplicada, menor era la fuga de electrolitos. El calcio
exogeno se difunde hacia el interior por medio de los apoplastos contribuyendo a la
estabilidad a la membrana y a mantener la estructura celular. Por otro lado, Lopez-
Lépez y col (2018) reportaron que frutos de mango variedad Keitt con TH (46.1 °C,
75-90 min) y 0.5% LacCa presentaban menor lixiviacion de electrolitos, lo cual
atribuyeron a la participacién del lactato de calcio en la union entre las paredes

celulares, a la estabilizacion y retencion de la integridad de la membrana.

2. Contenido de malondialdehido (MDA)

Las alteraciones en la conformacion y estructura de la membrana son los
primeros efectos del DF, afectando la permeabilidad de la membrana. EIl
malondialdehido (MDA) se forma por la peroxidacion lipidica de acidos grasos
insaturados y es un marcador de la degradacion oxidativa de la membrana celular

(Sevillano y col 2008).

En la Figura 9 se muestra el contenido de MDA que presentan los frutos de mango
dependiendo del tratamiento aplicado. De manera general, se puede observar que el
contenido incremento conforme transcurrieron los dias de almacenamiento. A los 10

dias a 5 °C, los frutos control presentaron los valores mas altos (p<0.05) que el resto
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Figura 9. Contenido de MDA en pulpa de mango cv. Keitt tratado hidrotérmicamente
(TH) y su combinacion con cloruro de calcio (TH-CaCl), citrato de calcio (TH-CitCa)
y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el almacenamiento a 5 °C mas un periodo de
maduracion de 7 dias a 21 °C. Los datos representan la media de 3 réplicas y las

barras verticales indican la menor diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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de los tratamientos. El aumento del MDA por el uso de un almacenamiento a 5 °C se
ha reportado en frutos de tomate y pimiento, atribuido a que el estrés ocasionado por
el uso de temperaturas bajas genera una mayor cantidad de especies reactivas de
oxigeno, que dan como resultado una mayor peroxidacion de lipidos, lo que
incrementa la produccion de MDA (Wang y col 2009; Imahori y col 2016). De manera
general, los frutos con TH-LacCa mostraron los valores mas bajos de MDA durante
todo el almacenamiento, registrando diferencia significativa en el dia 20+7. El uso de
tratamientos previo al almacenamiento genera la acumulacion de antioxidantes,
impide la acumulacion de ERO y provoca una mayor tolerancia al dafio por frio al
reducir la peroxidacion de los lipidos en la membrana (Bassal y col 2011).
Resultados similares fueron reportados en frutos de durazno con TH al presentar una
menor produccién de MDA durante los primeros dias de almacenamiento a 4 °C, con
respecto al control, lo cual fue atribuido a que el TH reduce el estrés oxidativo y
mantiene la fluidez de la membrana (Huan y col 2017); resultados similares fueron
obtenidos con frutos de mango (Wang y col 2011), nispero (Zhang y col 2016),
tomate (Imahori y col 2017; Salazar-Salas y col 2017) y pera (Wang y col 2018). En
otro estudio, frutos de mango tratados con TH-CaCl. mostraron menores sintomas de
DF (Ngamchuachit y col 2014; Khaliq y col 2016). De la misma manera, frutos de
pimiento tratados hidrotérmicamente con sales de calcio mostraron valores menores
de MDA, concluyendo que su uso era importante para prevenir la peroxidacion
lipidica de la membrana; sugieren que el tratamiento incrementa la capacidad
antioxidante del fruto, lo que neutraliza los radicales libres y previene el dafio celular
(Amini y col 2016; Zhang y col 2019); la capacidad antioxidante se incrementa con la

concentracion del calcio exdgeno, donde el dafio a la membrana y el contenido de
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MDA disminuyen (Bagheri y col 2015). Bagnesari y col (2018) reportaron que frutos
de pimiento morron con TH-CaCl: mostraron un menor aumento en el contenido de
MDA durante el almacenamiento a 5 °C. De tal manera que existe poca informacion
donde se haya hecho el uso de la combinacion TH-Ca en frutos de mango y se
hayan obtenido bajos contenidos de MDA en los frutos que recibieron esta
combinacion. Diaz-Corona (2017) mostro que frutos de mango cv. Keitt con TH (46.1
°C, 75-90 min) y LacCa (5%) presentaron un aumento constante en el contenido de
MDA desde el dia 10 a temperatura baja hasta el final del almacenamiento en
maduracion (20+7 a 21 °C), valores menores a los registrados para los frutos control,
concluyendo que la combinacién TH-LacCa ayuda a que se produzcan menos ERO y
a mantener la integridad de la membrana celular. De igual manera, Lépez-Lépez y
col (2018) aplicaron la combinacion TH-LacCa en frutos de mango encontrando que
los frutos tratados mantuvieron los valores menores de MDA durante todo el
almacenamiento (20 dias a 5 °C, méas 7 dias a 21 °C) en comparacion con los frutos
no tratados, atribuyendo este comportamiento a que existe un aumento en la
capacidad antioxidante, tanto del sistema enzimatico como del no enzimético,
generado por la combinacion TH-LacCa, dando como resultado una menor cantidad
de componentes oxidantes que puedan atacar los lipidos de la membrana.
Considerando lo reportado para fruto de melédn tratado con LacCa (Naser y col 2018),
los mejores resultados obtenidos para el TH-LacCa se sugiere estd asociado a la

mayor difusividad de la sal de lactato hacia el interior de la célula.
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D. ANALISIS DE CALIDAD
1. Color externo
a. Luminosidad

En la Figura 10 se muestran los cambios en la luminosidad de los frutos
almacenados a 5 °C mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. De manera
general, los diferentes tratamientos no presentaron cambios significativos en los
valores de luminosidad respecto al dia O durante el almacenamiento a 5 °C. Al
término del almacenamiento a temperaturas bajas (dia 20) los frutos con la
combinacion TH-LacCa presentaron el valor menor de luminosidad (48), mostrando
diferencia significativa (P<0.05) con respecto a los tratamientos TH, TH-CaClz y TH-
CitCa. Este comportamiento puede estar asociado a que el uso de la combinacion
genera un retraso en los procesos fisioldgicos, logrando tener una mayor retencion
de la integridad de la membrana, lo que favorece la reduccion de la interaccion de
enzimas encargadas del oscurecimiento en la cascara (Fokuda y col 2014). Durante
el almacenamiento a 21 °C se present6 una disminucion de la luminosidad para los
frutos control, mostrando diferencia significativa con los frutos tratados (TH, TH-CitCa
y TH-LacCa) que obtuvieron un ligero incremento en la luminosidad, sin mostrar
diferencia entre ellos mismos, la combinacién TH-CaCl> se mantuvo constante. Una
disminucién en L* estd asociada a un mayor oscurecimiento de la céascara lo cual

pudo deberse a una mayor presencia de sintomas de DF (Wang y col 2009).

La luminosidad de pepino con TH presento un ligero cambio asociado al retraso
en la degradacion de la clorofila, por la reduccion de la actividad de clorofila oxidasa

y la actividad de la peroxidasa (Nasef y col 2018).
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Figura 10. Luminosidad en cascara de mango cv. Keitt tratado hidrotérmicamente
(TH) y su combinacion con cloruro de calcio (TH-CaCl), citrato de calcio (TH-CitCa)
o lactato de calcio (TH-LacCa), durante el almacenamiento a 5 °C mas un periodo de
maduracion de 7 dias a 21 °C. Los datos representan la media de 6 réplicas y las

barras verticales indican la menor diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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Un comportamiento similar fue fue observado en frutos de tomate con TH,
atribuyendo este comportamiento a que la temperatura alta inhibe la sintesis de
etileno y por ende se pueden inhibir muchos procesos de maduracion, entre ellos el
ablandamiento de la fruta, los cambios de color y el desarrollo de aroma (Lu y col

2010).

Contrario a lo visto en este estudio, Chongchatuporn y col (2013) observaron que
los frutos control de mango Choke Anan presentaron un incremento de L* al final del
almacenamiento a temperatura ambiente, lo que relacionaron con la degradaciéon de
clorofila y el incremento de carotenoides que aportan valores mas altos de L*. En
relacion con el uso de la combinacion TH-sal de calcio, resultados similares a los
obtenidos en este trabajo se han observado durante el almacenamiento de
temperaturas bajas de melon (Silveira y col 2011), papaya (Yang y col 2016), brécoli

(Ben-Fadhel y col 2017) y mango (L6pez-Lopez y col 2018).

b. Angulo matiz (°Hue)

El &ngulo matiz o tonalidad se genera a partir de los valores de a* y b*, donde el
parametro a* toma valores positivos para colores rojizos y valores negativos para
colores verdosos, mientras que el pardmetro b* toma valores positivos para colores
amarillentos y valores negativos para colores azulados; el angulo de matiz se calcula

como el arco tangente de b*/a* (Ulloa y col 2009).

En la Figura 11 se puede observar que se presentaron valores de angulo matiz
por arriba de los 100, esto indica que la relaciéon b*/a* es negativa debido a que b* es

positiva y a* es negativa, es decir tenemos colores verde-amarillentos.
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Figura 11. Cambios en el &ngulo matiz ("Hue) en cascara de mango cv. Keitt tratado
hidrotérmicamente (TH) y su combinacién con cloruro de calcio (TH-
calcio (TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el almacenamiento a 5 °C
mas un periodo de maduracién de 7 dias a 21 °C. Los datos representan la media de

6 réplicas y las barras verticales indican la menor diferencia significativa (LSD) con

un a=0.05.
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Al inicio del almacenamiento el &ngulo toma valores entre 110° y 120° y al final estan
entre 100° y 110°, el valor absoluto de la relacion b*/a* es menor al inicio que al final
de la maduracion, es decir el parametro b* se va incrementando en mayor proporcion
gue el valor de a*; esto claramente representa los cambios que se presentan durante
la maduracion del mango, en su estado de madurez fisiolégica es
predominantemente verde y al final predomina el color amarillo. De acuerdo a la
evolucion del color, los resultados nos indican que el fruto de mango sigue
madurando durante el almacenamiento en frio a la misma velocidad para todos los
tratamientos; sin embargo, los mangos con TH-CitCa fueron donde el proceso fue
mas lento y al final del almacenamiento a 21 °C presentaron el mayor angulo de
matiz. Ademas, de acuerdo a las tendencias registradas, los mangos con TH-CaClz

fueron los que presentaron cambios mas drasticos. almacenaron.

La combinacion TH-CitCa obtuvo el menor cambio de color durante el
almacenamiento a 5 °C, teniendo los valores mas altos de °Hue al dia 20 (113), con
respecto al resto de los tratamientos. Por otra parte, la combinacion TH-CaClz
presentd el mayor cambio de color alcanzando un valor promedio de 104 al dia 20,
seguido del tratamiento control (107). Al exponer los frutos por 7 dias a temperatura
ambiente (21 °C), después de 20 dias a 5 °C, todos los tratamientos mostraron una
reduccion en el °Hue, siendo los frutos con la combinacién TH-CitCa los que
presentaron los valores mas altos (108), mostrando diferencia significativa (P<0.05)
respecto al TH, TH-CaCl. y TH-LacCa. La disminucion del angulo matiz respecto al
tiempo de almacenamiento se debe a la degradacion y a la pérdida de clorofila,

provocando que se concentren estos nuevos pigmentos. La mayor retencion del
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angulo matiz respecto a la combinacién TH-CitCa pudo deberse a que existe un
retraso en el metabolismo del fruto, reduciendo la actividad de las enzimas

degradadoras de clorofila (LOpez-Lopez 2017).

El incremento en los colores amarillo, naranja y rojo ocurre debido a la degradacion
de clorofila, en donde los carotenoides son revelados o sintetizados y el uso de un
tratamiento TH-Ca ayuda a retener de manera temporal el color verde de la cascara
(Venancio y col 2013; Kaewsuksaeng y col 2015). Aguayo y col (2010) combinaron
un tratamiento hidrotérmico con sal de ascorbato de calcio en frutos de manzana
encontrando una ligera disminucion del °Hue similar a lo visto en este estudio. El uso
de cloruro de calcio con un TH en frutos de kiwi generé la mayor retencion del angulo
matiz durante su almacenamiento por 90 dias a 0 °C comparado con los frutos
control, los autores concluyen que probablemente la aplicacion de la combinacién
interrumpe la sintesis normal de proteinas y clorofilasa en las frutas tratadas
(Shahkoomabhally y col 2015). De la misma manera, frutos de papaya con TH (48 °C;
20 min) y con la sal de cloruro de calcio (1% p / v) presentaron menor disminucién
del angulo matiz que los frutos control (Ayén-Reyna y col 2017); mientras que para
nectarina, la aplicacién de calcio no afecto los cambios del angulo matiz durante su

almacenamiento a 4 °C (Wen y col 2018).

2. Firmeza

Después de la cosecha los frutos climatéricos sufren numerosos cambios,
incluyendo la perdida de firmeza y consecuentemente el ablandamiento (Barrera y

col 2010).
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Al inicio del experimento, la firmeza de los frutos se encontré en un rango de 80 a
95 N aproximadamente (Figura 12). En todos los tratamientos se observa una
disminucién de la firmeza durante el almacenamiento, los cambios mas acelerados
se presentan para los mangos TH y control, presentando un peor desempefio los TH.
Por otro lado, los mangos con TH-sal de calcio presentaron una mayor retencion de
la firmeza durante el almacenamiento en frio, aunque al final del periodo de
maduracion, el nivel de ablandamiento fue similar entre todos los tratamientos. Los
tratamientos control y TH presentaron una reduccién de manera constante y
significativa durante los 20 dias de almacenamiento a 5 °C, reduccion que continud
cuando los frutos fueron transferidos por 7 dias a 21 °C. Los cambios en firmeza
estan relacionados con el deterioro durante la vida poscosecha de los frutos. Esta
pérdida se produce a través de 3 mecanismos: pérdida de la turgencia celular,
degradacion de almidones y ruptura de las paredes celulares que es la mas
importante en la mayoria de las frutas (Serrano y col 2011). La degradacion de la
pared celular se asocia con un incremento en la solubilidad de las pectinas a causa
de la alteracién estructural ocasionada por las temperaturas bajas, estos cambios en
la pectina se deben cual, a la activacion de una serie de sefiales, lo que da respuesta
al metabolismo del fruto (Mercer y col 1992; Aghdam y col 2013). Para los primeros
20 dias de almacenamiento a 5 °C los tratamientos TH-Ca y TH-LacCa mostraron
una mayor retencion de la firmeza, sin presentar diferencia entre ellos, pero si con
respecto al tratamiento TH-CitCa. Al final del almacenamiento (dia 20+7) todos los
tratamientos presentaron una disminucién significativa de la firmeza (79%) con
respecto al almacenamiento previo, siendo los frutos control y TH los que

presentaron las mayores pérdidas.
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Figura 12. Firmeza en pulpa de mango cv. Keitt tratado hidrotérmicamente (TH) y su
combinacion con cloruro de calcio (TH-CaClz), citrato de calcio (TH-CitCa) o lactato
de calcio (TH-LacCa), durante el almacenamiento a 5 °C mas un periodo de
maduracion de 7 dias a 21 °C. Los datos representan la media de seis réplicas y las

barras verticales indican la menor diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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El TH aun cuando durante todo el almacenamiento presenté la menor firmeza, al final
del periodo de maduracién mostré valores similares al resto de los tratamientos (7.81
N). Se ha sugerido que el uso de un tratamiento TH con una sal de calcio en
poscosecha puede aumentar la rigidez de la pared celular y por ende disminuir la
pérdida de firmeza, de tal manera que el TH favorece la activacion de las enzimas de
la pared celular; dando como resultado residuos de acidos pécticos libres con los
cuales el calcio se une dando como resultado pectatos de calcio, que a su vez
mejoran la union molecular entre los componentes de la pared celular y aumentan la
firmeza. De esta manera la actividad de las enzimas que causan la pérdida de la
firmeza por la presencia del calcio se ve reducida (Liu y col 2017; Ranjbar y col

2018).

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con lo observado por
Salazar-Salas y col (2017), frutos de tomate con TH presentaron mayor pérdida de
firmeza respecto al control durante su almacenamiento por 20 dias a 5 °C, mas un
periodo de maduracibn de 7 dias a 21 °C. Los autores atribuyen este
comportamiento a los cambios en la estructura de la pectina lo que provoca un
ablandamiento en los frutos. Esto se caracteriza por una disminucion en el nivel de

pectina insoluble, con un aumento en los sustratos de pectina soluble.

Por otra parte, Silveira y col (2011) reportaron un efecto sinérgico de la
combinacion de un TH con sales de calcio, encontrando mayor retencion de la
firmeza en frutos de melon tratados con la combinacion TH-Ca en comparacion con
los no tratados. Asi mismo, concuerda con lo observado por Lopez-Lépez y col

(2018) en mango tratado con TH (46.1 °C) combinado con lactato de calcio (LacCa),
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donde los frutos con el tratamiento mostraron mayor retencién de firmeza al estar
almacenados por 30 dias a 5 °C, atribuyendo este comportamiento a que la sal tiene
una mayor capacidad para formar los pectatos de calcio. De la misma forma, frutos
de fresa tratados con LacCa y almacenados a 1 °C por 7 dias presentaron mayor
retencion de la firmeza. Para los autores, esta retencidon a temperaturas bajas se
debe a cambios fisicos en la pared celular: el frio produce un aumento en la
viscosidad de la pectina, lo que tiene un impacto positivo en la firmeza de la fruta
(Harris y col 2017). Naser y col (2018) aplicaron la combinacion de TH (45 °C x 20
min) y sal de calcio (0.5% y 1% LacCa) en frutos de caqui almacenados a 1 °C por
20 dias mas un periodo de 3 dias a 20 °C, donde la combinacion TH-LacCa al 1%
obtuvo mayor retencion de firmeza que con el TH sélo o en combinacién con LacCa
al 0.5%. Por otra parte, el uso de un TH (55 °C; 3 min) con diferentes
concentraciones de calcio (0.5, 1 y 1.5%) en pimiento morrén, mostré que la mayor
concentracion retuvo por mas tiempo la firmeza en pimiento almacenado a 7 °C por
30 dias y 1 dia a 20 °C con respecto a las concentraciones mas bajas, observandose
una mayor resistencia de la pared celular a la degradacion de sustancias pecticas,

asi como una menor actividad enzimatica (Barzergar y col 2018).

E. ANALISIS ENZIMATICO

El componente principal en la estructura de la pared celular son los poliurénidos
pécticos (Payasi y col 2009). La despolimerizacion y solubilizaciéon de poliurénidos
pécticos es complicada y se produce como resultado de la coordinacion e interaccion
entre las enzimas modificadoras de la pared celular, incluidas pectinmetilesterasa

(PME), poligalacturonasa (PG) y B-galactosidasa (B-gal) (Seymour y col 2013).

78



1. Actividad de pectinmetilesterasa (PME)

La PME actia sobre los grupos metilo de la pectina dando como resultado

residuos de acido galacturonico desesterificados (Carvajal y col 2015).

En la Figura 13 se presentan los resultados obtenidos para la actividad de la
enzima PME en frutos de mango cv. Keitt almacenados a 5 °C méas un periodo de
maduraciéon a 21 °C. En esta grafica se observO un aumento constante en la
actividad de PME para todos los tratamientos durante todo el almacenamiento a 5 °C
debido al estrés por frio, presentandose valores similares entre los tratamientos al
final del almacenamiento, excepto para la combinacién TH-CitCa ya que presenté la
mayor actividad (0.68) y diferencia significativa con el resto (excepto con TH-LacCa).
Al transferir los frutos al periodo de maduracion a 21 °C, los diferentes tratamientos
mantuvieron constante la actividad de PME, excepto para la combinacion TH-CaClz
que mostrdé un aumento en la actividad (0.72) con respecto al almacenamiento previo
(0.65), observandose que los frutos control, TH y TH-LacCa obtuvieron la menor
actividad. El aumento de la actividad enziméatica por la presencia de calcio pudo ser a
que se activo la PME por el TH y el calcio se uni6 a la enzima como cofactor, dando
una mayor formacion de los pectatos. El calcio, al igual que otros iones metalicos,
puede unirse a las enzimas para provocar cambios en una conformacion mas activa
(Anthon y col 2015). Zhang y col (2012) reportaron que la actividad de PME se
incremento con el almacenamiento en frio, siendo mas alta en las frutas tratadas con

TH respecto a las no tratadas después del almacenamiento refrigerado.
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Figura 13. Actividad de la enzima pectinmetilesterasa (PME) en frutos mango cv.
Keitt tratados hidrotérmicamente (TH) y su combinacién con cloruro de calcio (TH-
CaClz), citrato de calcio (TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el
almacenamiento a 5 °C mas un periodo de maduraciéon de 7 dias a 21 °C. Cada
punto representa la media de 3 repeticiones y las barras verticales indican la menor

diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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Al respecto, Coletta y col (2018) reportaron una disminucion en la actividad
enzimatica de PME durante el almacenamiento a 4 °C para frutos de uva. El usar
temperaturas bajas genera una menor actividad enzimética. Khademi y col (2014)
reportaron que el uso de un tratamiento hidrotérmico (45 °C, 20 min) para frutos de
caqui logré disminuir la actividad de la enzima PME durante el almacenamiento a 1
°C comparado con los frutos no tratados, resultados contrarios a lo visto en esta
investigacién, atribuyendo este comportamiento a que el tratamiento fue suficiente
para generar una desnaturalizacion de las enzimas y por ende una menor actividad.
Referente al uso del calcio, su aplicacion en fresa genera una mayor actividad de la
enzima tanto para el primer dia de su aplicaciéon, como también después de 8 dias a
temperaturas bajas, su uso genera una mayor expresion de los genes relacionas con

la PME dando como resultado una mayor actividad (Langer y col 2019).

Silveira y col (2011) reportaron que el aplicar un tratamiento hidrotérmico con
cloruro de calcio al 0.5% por 15 min en frutos de melén genera un incremento en la
actividad enzimatica de PME durante los dias de almacenamiento a 5 °C. Los
autores dedujeron que una actividad alta, el calcio y temperaturas altas estan
altamente correlacionados. Sin embargo, los resultados obtenidos por Beirdo y col
(2008) difieren de los encontrados en nuestro estudio; ellos informaron que el efecto
de la disminucién en la actividad de la enzima en kiwi sometido a un tratamiento TH-
CaClz (45 °C, 25 min, 3%) se debe a que la presencia de calcio en el tratamiento
hidrotérmico reduce la actividad de PME, debido a la formacién de los pectatos de
calcio. De la misma manera al combinar TH-Ca en frutos de durazno la actividad de

la PME se ve minimizada durante su almacenamiento a 20 °C (Manganaris y col
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2007). Un estudio previo realizado por Diaz-Corona (2017), establecié que el uso de
una combinacién de un tratamiento hidrotérmico con la sal de lactato de calcio (46.1
°C, 75 6 90 min, 0.5%) en frutos de mango cv. Keitt almacenados a temperatura de
DF provocO que presentaran valores de actividad de PME més altos con diferencia
significativa respecto a los frutos control, atribuyendo este incremento a que el
tratamiento TH activa la enzima PME formando acidos pecticos libres donde los
iones de calcio se unen y dan estabilidad a la pared celular. Ranjbar y col (2018)
reportaron resultados similares a los nuestros cuando aplicaron agua caliente con
ascorbato de calcio (1%) en frutos de manzana, observando un aumento en la
actividad de PME conforme transcurria el tiempo de almacenamiento, mostrando
diferencia significativa con los frutos control al final del almacenamiento, atribuyendo
este comportamiento a que el uso de temperaturas altas permite la activacion de la

enzima, mientras que el calcio regula su actividad.

2. Actividad de poligalacturonasa (PG)

En la actividad de la enzima poligalacturonasa se presenté variabilidad durante el
almacenamiento a 5 °C, como se muestra en la Figura 14. Al iniciar el experimento
se obtuvieron valores de actividad enzimética en un rango de 2.3 a 2.8 U /g ff, siendo
los frutos control y los de TH-CitCa los que presentaron la menor actividad. Durante
los primeros 10 dias de almacenamiento a 5 °C hubo un incremento en la actividad
para los frutos tratados con TH-CaClz, mostrando diferencia significativa con el
control, mientras que TH presento la menor actividad (2.4 U de PG/ g ff). Al
transcurrir 20 dias a temperatura baja los frutos del TH presentaron un incremento

significativo en la actividad de PG, mostrando el valor mas alto durante todo el

82



almacenamiento (3.4 U), mientras que la combinacion TH-CaCl: obtuvo la menor
actividad mostrando diferencia significativa solo con TH y el control. Referente a esto,
ya se ha demostrado que el uso de temperaturas de DF provoca un incremento en la
actividad de PG durante el almacenamiento para aquellos frutos que no reciben
tratamiento (Martinez-Téllez y col 2002; Brummell y col 2004; Carvajal y col 2015).
Cuando los frutos se sometieron al periodo de maduracion por 7 dias, todos los
tratamientos presentaron una disminucion en la actividad enzimética siendo las
combinaciones TH-CaClz y TH-CitCa las que presentaron la menor actividad, dando
gue se muestre diferencia significativa (P<0.05) con el control, TH y TH-LacCa. La
disminucién en la actividad durante el almacenamiento a temperaturas de DF de
frutos de mango que recibieron las diferentes combinaciones (TH-sal de calcio)
indica que la degradacion de la pectina presente en la pared celular se retraso, lo
cual se debe a que el dafio que se generd en las células de los frutos por el
almacenamiento a temperaturas bajas ocasioné una mayor desintegracion celular,
por lo que ya no hubo sustrato para la enzima y su actividad disminuyo, dado que la
pared celular se encontraba inaccesible para las enzimas degradadoras (Chuni y col
2010). El uso de temperaturas altas antes del almacenamiento a temperaturas de DF
también provoca que la membrana disminuya la permeabilidad selectiva, dando lugar
a gue los cationes como el calcio se mantengan uniéndose en la pared celular, lo que
genera un aumento en la retencion de la firmeza (Silveira y col 2011). Resultados
similares a los del TH fueron reportados previamente por Zhang y col (2012), quienes
encontraron que la actividad de PG fue mayor en mango que recibié un tratamiento
hidrotérmico (55 °C por 1 min) que, en los frutos no tratados, durante el

almacenamiento.

83



—@— Control
. TH
= 3.5 TH-CaCl:
(@) —— TH-CitCa
) —A— TH-LacCa
O 3.0
()
o
T 2.5
=)
=
O
< 2.01
LSD=0.11
04, . . A
0 10 20 20+7

Dias de almacenamiento a 5 °C + 7 dias a 21 °C

Figura 14. Actividad de la enzima poligalacturonasa (PG) en frutos de mango cv.
Keitt tratados hidrotérmicamente (TH) y su combinacién con cloruro de calcio (TH-
CaClz), citrato de calcio (TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el
almacenamiento a 5 °C mas un periodo de maduraciéon de 7 dias a 21 °C. Cada
punto representa la media de 6 repeticiones. Las barras verticales indican la menor

diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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Asi mismo coincide con lo reportado por Liu y col (2018) al aplicar un tratamiento
hidrotérmico (45 °C por 20 min) en frutos de pera; la actividad de la enzima PG
incrementd conforme transcurrid el almacenamiento comparado con el control. Por
su parte, Wang y col (2015) usaron un tratamiento hidrotérmico de 60 °C en frutos de
mango Ivory obteniendo una menor actividad durante los 10 dias de almacenamiento
en los frutos tratados con respecto a los frutos control. Sin embargo, los resultados
difieren con lo observado por Wei y col (2017). Ellos utilizaron aire caliente en frutos
de tomate cherry y encontraron que disminuia la actividad de PG durante 15 dias a
20 °C. Atribuyeron este comportamiento a que las temperaturas altas generan una
inhibicién en la expresion génica y en la actividad enzimatica de PG que contribuye al
retraso del proceso de ablandamiento de frutas. Este hallazgo apoy0 la teoria de que

PG es una las principales enzimas que afectan la firmeza en las frutas.

En relacion con el uso de la combinacion de TH-Calcio, nuestros resultados
coinciden con lo reportado por Chuni y col (2010) quienes observaron que el uso de
un TH (48 °C por 12 min) y su combinacion con cloruro de calcio (CaClz, 4%)
minimizaba la actividad de PG en frutos de pitahaya. Los resultados obtenidos en
esta investigacion también coinciden con los obtenidos por Mansourbahmani y col
(2017) al observar una menor actividad de PG para frutos de tomate tratados con
una combinacion TH-CacClz (48 °C por 20 min; 2%) durante el almacenamiento a 7 °C
por 28 dias, lo que atribuyeron a que los iones calcio hacen que la membrana celular
sea estable al unir grupos carboxilato, fosfatos, fosfolipidos y proteinas de la
superficie de la membrana. Por lo tanto, la retencién de la firmeza en los frutos

tratados con TH-CaClz se debe a la produccion de enlaces entre el grupo carboxilo
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libre de la pared celular y la cadena de pectina que estabiliza las membranas
celulares. Muengkaew y col (2018) encontraron que la tasa de actividad de la PG en
mango después de la inmersion en agua caliente (47 °C) con ascorbato de calcio
(0.4%) se redujo durante el almacenamiento a 15 °C. Los autores indicaron que este
comportamiento es porque el calcio ayuda a retardar la maduracién, reducir la tasa
de respiracion y la senescencia de la fruta. Ademas, puede ayudar a unir las
moléculas de los grupos carboxilo libres de pectina, que son un componente de las

paredes celulares que fortalece a las células y evita el deterioro de la lamina media.

3. Actividad de la B-galactosidasa (B-GAL)

Durante el almacenamiento a 5 °C se obtuvo un incremento en la actividad
enzimatica de B-GAL en todos los tratamientos (Figura 15). Los frutos control y los
correspondientes al tratamiento TH presentaron los valores mayores de actividad (2 y
2.3 U de B-GAL/ g ff), mostrando diferencia significativa (P<0.05) con las
combinaciones TH-CaClz, TH-CitCa y TH-LacCa que mantuvieron la actividad menor
(1.65y 1.5 U de B-GAL/ g ff). Al transferir los frutos al periodo de maduracion (21 °C),
los correspondientes a los tratamientos control y TH mantuvieron un incremento en la
actividad de B-Gal, siendo superiores en el control. Por otra parte, los frutos que se
sometieron a un TH combinado con sal de calcio mostraron una reduccion
significativa en la actividad, obteniendo TH-LacCa y TH-CitCa la menor actividad
(pon valor) y diferencia estadistica con el resto de los tratamientos. La disminucion
de la actividad en los frutos con la combinacion podria deberse a que hubo un
bloqueo en las ramificaciones del esqueleto de la pectina por la presencia de los

iones de calcio para asi mantener la fraccion unida. La supresion de la actividad de
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Figura 15. Actividad de la enzima [(3-galactosidasa (3-Gal) en frutos de mango cv.
Keitt tratados hidrotérmicamente (TH) y su combinacién con cloruro de calcio (TH-
CaCl2), citrato de calcio (TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el
almacenamiento a 5 °C mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. Cada
punto representa la media de 3 repeticiones y las barras verticales indican la menor

diferencia significativa (LSD) con un a=0.05.
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B-GAL al inicio de la maduracion reduce significativamente el ablandamiento de la
fruta, y debido a que B-GAL elimina el residuo B-D-galactosil terminal no reductor del
B-D-galactésido, se sugiere que la eliminacion de las cadenas de galactosidos
pecticos es un factor importante en los cambios de la pared celular para una menor
pérdida de firmeza (Paniagua y col 2015). La mayor actividad generada por el
tratamiento hidrotérmico afecta la estructura de la pared celular, ya que se promueve
la solubilizacion de la pectina mediante la eliminacion de arabinosa y galactosa de
las cadenas laterales de la pectina, lo que aumenta el acceso de otras enzimas que
se encargan de modificar la pared celular como B-GAL, promoviendo un

ablandamiento mayor (Chea y col 2019).

Nuestros resultados concuerdan con lo observado por Ketsa y col (1999) quienes
obtuvieron un aumento en la actividad enzimética de (3-Gal en frutos de mango por el
uso de un tratamiento hidrotérmico (48 °C por 30 min). Otros autores también
reportan que la actividad de la enzima fue mayor para mango con TH (50 °C por 10
min) durante el almacenamiento por 15 dias a 12 °C, concluyendo que el aumento se
debié a una mayor solubilidad de la pectina ocasionada por el TH (Yimyong y col
2011; Ali y col 2014). ElI aumento de la actividad debido al uso del TH durante el
almacenamiento se puede deber al aumento en residuos de las cadenas de la
pectina, generando la accion de las enzimas sobre ellos, asi como también al
incremento en los transcriptores de algunos genes relacionados con las hidrolasas
de la pared celular, incluyendo la p-Gal durante el almacenamiento (Yimyong y col

2011; Amnuaysin y col 2012).
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Los resultados obtenidos de B-GAL al combinar un tratamiento hidrotérmico con
una sal de calcio coinciden con los resultados de firmeza, ya que se presenté una
mayor retencion de ésta en los frutos tratados con TH-Ca durante el almacenamiento
a temperaturas bajas y la actividad de B-GAL se redujo. El uso de calcio fortalece la
estructura de las paredes celulares y contrarresta el aumento de la actividad de las
enzimas (Alandes y col 2006; Ortiz y col 2011). De acuerdo con Shafiee y col (2010)
el uso de agua caliente (45 °C por 10 min) con cloruro de calcio al 1% en fresa logré
una disminucién en la actividad de B-Gal durante el almacenamiento a temperatura
ambiente. Los autores sefialan que la presencia de calcio ocasiona un retraso en los
procesos de maduracion, en los cuales se incluye la pérdida de acido galacturénico,
responsable de la integridad de la pared celular. De igual manera se ha obtenido el
mismo comportamiento con el uso de la combinacién TH-Ca respecto a la B-Gal en
frutos de melon (Silveira y col 2011), cereza (Wang y col 2015) y mango
(Muengkaew y col 2018). La actividad de esta enzima, asi como las previamente
descritas de la pared celular se ve modificada dependiendo del fruto e incluso del

cultivar que se evallue (Diaz-Corona 2017).

No hay que dejar de mencionar que el ablandamiento de los frutos se debe a la
accion de un conjunto de enzimas diferentes presentes en la pared celular y que el
uso de la combinacién de TH-sal de calcio como alternativa para retrasar este

comportamiento nos ayudara a mantener la calidad de los frutos por mas tiempo.

F. CONTENIDO DE CALCIO EN CASCARA
El contenido de calcio se evalué en la cascara del mango durante el

almacenamiento a temperaturas bajas y el periodo de maduracion a 21 °C
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(Figura 16). Al inicio del almacenamiento (dia 0), los frutos control y TH presentaron
los contenidos menores de calcio (38 y 50 mg / 100 g ff, respectivamente); mientras
que los frutos que fueron tratados con la combinacion TH-CaClz, TH-CitCa y TH-
LacCa presentaron valores significativamente mayores respecto al control (55, 46 y
61 mg/100 g ff), siendo la combinacién TH-LacCa la que presento el valor mas alto.
Al transcurrir 20 dias de almacenamiento a temperaturas bajas, el tratamiento control
permanecio constante, mientras que en los tratamientos TH-CitCa y TH-LacCa se vio
un incremento significativo (65 y 76 mg/ 100 g ff), comparado con el resto de los
tratamientos. Al someter los frutos al periodo de maduracién a 21 °C, los del control
se mantuvieron sin cambios significativos en el contenido de calcio en cascara,
mientras que el resto de los tratamientos (TH, TH-CaCl,, TH-CitCa y TH-LacCa)
presentaron un ligero incremento, mostrando diferencia significativa respecto con
respecto a frutos control. La mayor concentracién de calcio fue para la combinacién
TH-LacCa, alcanzando valores de 91 mg / 100 g ff, seguido por TH-CitCa y TH-CaCl2
con valores de 67 y 58 mg / 100 g ff, respectivamente.

El incremento del contenido de calcio al aplicar la combinacion TH-LacCa se debe
a su mayor capacidad de difusién de los iones de calcio a través de los poros del
apoplasto, ademas el tratamiento por inmersion en agua caliente puede alterar la
membrana celular e incrementar la infiltracion activa de sustancias como minerales,
asi como también una mayor fijacion del calcio en el tejido, que determina la
reduccion del ablandamiento.

El efecto positivo del uso de las temperaturas altas ha sido explicado en términos
de la activacion de la PME que favorece la incorporacién del calcio en el tejido

(Hemmaty y col 2007; Silveira y col 2011; Ay6n-Reynay col 2017).
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Figura 16. Contenido de calcio en cascara de mango cv. Keitt tratado
hidrotérmicamente (TH) y su combinacién con cloruro de calcio (TH-CaCl), citrato de
calcio (TH-CitCa) y lactato de calcio (TH-LacCa), durante el almacenamiento a 5 °C
mas un periodo de maduracion de 7 dias a 21 °C. Las barras representan la media
de 3 réplicas y las barras verticales indican el LSD (P < 0.05) mediante la prueba de

Fisher.
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De acuerdo con Ngamchuachit y col (2014) mientras mayor es la concentracion
de calcio y mas largo es el tiempo de exposicion del mango se obtendran valores
mas altos de contenido de calcio y la firmeza se vera retenida por mas tiempo. De
igual manera, para pitahaya, el contenido de calcio en cascara aumentd conforme
incrementd la concentracion de la sal de cloruro de calcio aplicada (Awang y col
2011). En frutos de durazno se ha visto que la inmersion del fruto entero en una
solucién de lactato de calcio favorecio un incremento en el contenido de calcio en el
tejido de 50-74% comparado con los frutos no tratados (Manganaris y col 2005).
Contrario a los resultados obtenidos en esta investigacion, en frutos de Kiwi, la
aplicacion de un tratamiento hidrotérmico (45 °C, 20 min) y cloruro de calcio (CaClz,
3%) no permitid una incorporacion del calcio en el tejido, lo cual atribuyeron a que
probablemente la presién osmatica de la solucion equilibré el efecto del gradiente de

temperatura (Beirdo-da-Costa y col 2008).

El efecto de las sales sobre el aumento en el contenido de calcio en la cascara
puede ser debido a las diferencias en la solubilidad y a la capacidad de difusion de
las sales de calcio (Silveira y col 2011). Al combinar agua caliente y cloruro de calcio
en frutos de manzana, el calcio exégeno se difumindé con mayor facilidad hacia el
interior de las paredes celulares que cuando se aplicé por si solo. Los autores
atribuyen este comportamiento a que el CaClz tiene una hidrofilicidad muy alta y
estando en condiciones de humedad del 90% o superiores ayuda a que los iones se
transporten al interior durante el almacenamiento (Hemmanty y col 2007). Amini y
col (2016) reportaron que el uso de una concentracion de 0.4% de cloruro de calcio

es suficiente para ayudar a aumentar hasta un 31% el contenido de calcio en
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pimiento durante el almacenamiento a 12 °C. Los resultados obtenidos referente al
contenido de calcio en la cdscara de mango concuerdan con los resultados de
firmeza, donde se obtuvo mayor retencién de la firmeza durante el almacenamiento a
5 °C, mediante el uso de las combinaciones TH-CitCa y TH-LacCa, ya que al existir
mayor cantidad de calcio en la cascara éste se difunde al interior conforme el tiempo
transcurre, permitiendo una mayor formacién de pectatos de calcio, responsables de

dar valores altos en firmeza.

G. MICROSCOPIA OPTICA

El efecto de los tratamientos TH, TH-CaCl;, TH-CitCa y TH-LacCa sobre la
microestructura del tejido de mango se observdé por microscopia Optica. Las
imagenes demuestran que al inicio del experimento la cuticula y pared celular se
mantuvieron intactas para todos los tratamientos (Figura 17 A, C, E, G y I), la
estructura de la célula esta muy bien definida (Figura 17 B, D, F, H y J). Al
transcurrir 20 dias de almacenamiento a 5 °C, las fotomicrografias de la seccion
transversal del tejido de mango de los frutos tratados con TH mostraron que ocurrio
un rompimiento de la parte exterior del tejido (Figura 18 C), mientras que el resto de
los tratamientos incluido el control no present6 dicho agrietamiento (Figura 18 A, E,
G, 1), lo cual puede deberse a que el uso del TH (46.1 °C, 75 a 90 min) generd una
mayor actividad en el proceso metabdlico respecto al uso de la combinacion TH-Ca,
dando como resultado la activacion de las hidrolasas que generan cambios quimicos
en la pared celular, lo que propicia una mayor desintegracion de las células durante
el almacenamiento (Jacobi y col 1992; Ortega y col 2008). Existen reportes indicando

que el calor genera un estrés que activa las enzimas que provocan cambios
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estructurales del tejido celular (Cisneros- Zeballos 2009; Yuan y col 2013). El uso de
microscopia optica confirmo los resultados obtenidos por el tratamiento TH en los
parametros IDF, %EL y contenido de MDA durante el almacenamiento a temperatura
baja. De esta manera se puede reafirmar que el uso de una combinacion de TH-Ca
ayuda a mantener la integridad de la pared celular y por ende la membrana
plasmatica dando como resultado menores sintomas de DF en el fruto y una mayor
firmeza. Para el dia 20+7 (periodo de maduracion) se observé mayor dafio celular
tanto en la parte externa como interna, especialmente en aquellos frutos que fueron
tratados sélo con el TH, ya que las paredes celulares de las células internas del
tejido presentaron una mayor ruptura (Figuras 19 C-D). Se observaron las
diferencias tanto con el tratamiento control como para las tres combinaciones TH-
calcio (TH-CaClz, TH-CitCa y TH-LacCa). Por otra parte, los frutos que fueron
sometidos a TH-CaClz, TH-CitCa y TH-LacCa lograron mantener mejor estructura
celular hasta el almacenamiento (Figuras 19 A, B, E-J).

La estabilidad de la estructura de la pared celular depende de la cantidad de
calcio existente, ya que éste genera la unién del calcio con los componentes pécticos
de la pared celular para formar los pectatos de calcio, que al final son los
responsables de mantener la estructura (Zamora Alfaro 2012), dicho efecto por el
uso de sales de calcio se vio en los resultados de firmeza durante el almacenamiento
a 5 °C y las microfotografias (Figura 18 F, H, J) corroboraron que la mayor firmeza
se debia a un mayor orden celular en los frutos en los cuales se utilizaron las sales
de calcio. Ademas, el calcio juega un papel muy importante en la adhesién célula-
célula, lo cual es significativo para mantener la firmeza de los frutos, ya que la

separacién de las células junto con el colapso de la integridad del tejido resulta en la
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formacién de espacios intercelulares (Madani y col 2016), dicho caso se pudo
observar en aquellos frutos que no recibieron sales de calcio (Figura 19 C-D).

Ngamchuachit y col (2014) reportaron que la aplicacion de cloruro de calcio en frutos
de mango ayudo a retener una mayor firmeza que los frutos que no fueron tratados.
Estos autores encontraron que, a mayor concentracion del cloruro de calcio aplicado,
mayor era la firmeza en los frutos, esto debido a que la incorporacién del calcio
mantiene las paredes del tejido mayormente definidas. Ademas, Zhao y Wang (2015)
reportaron que el uso de cloruro de calcio al 5% en frutos de manzana se observé
por microscopia Optica que mantuvo integro el tejido durante su almacenamiento a 1
°C, de tal manera que ayudé a las células a permanecer mas uniformes, por lo que la
firmeza se mantuvo por méas tiempo. Shahkoomahally y Ramezanian (2015)
emplearon microscopia para demostrar que kiwi con TH y con Ca presentaban una
mayor integridad celular, paredes celulares menos degradadas, que los frutos
tratados individualmente con TH o con Ca. Estos autores explican que el efecto del
tratamiento con calor fue probablemente el resultado de la inactivacion de enzimas
involucradas en la degradacion de la pared celular, lo que mejora la integridad
estructural. Como también se ha reportado en frutos de papaya (Ayon-Reyna y col

2017).
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IX. CONCLUSIONES

La aplicacion individual del tratamiento hidrotérmico (TH) o su combinacién con
LacCa resultaron las alternativas mas efectivas para inducir tolerancia al DF en frutos
de mango almacenados a 5 °C, mas 7 dias a 21°C.
La combinacion TH-LacCa resulté con los valores menores de los indices fisiolégicos
(electrolitos lixiviados y malondialdehido (MDA)). Ademas, logro retrasar los cambios
en la calidad (color externo y porcentaje de pérdida de peso) y la pérdida de firmeza
de los frutos de mango almacenados a 5°C.
Las aplicaciones TH-CaClz: y TH-LacCa generaron los mejores resultados sobre la
actividad de enzimas degradativass de pared celular. El uso de TH-CaCl2 mostrd
tener menor actividad para la enzima PG, mientras que TH-LacCa sobre las
actividades de PME y B-Gal, durante el almacenamiento a 5 °C méas un periodo de 7
dias a 21 °C.
El contenido de calcio en cascara de mango cv. Keitt almacenado a 5 °C se observo
un increment6 paras las combinaciones, siendo el tratamiento hidrotérmico
combinado con LacCa el que presenté el mayor contenido.
La combinacion del tratamiento hidrotérmico con las sales de calcio (CaClz, CitCa,
LacCa) mantuvo la integridad de la pared celular por méas tiempo, siendo TH-LacCa
la que mostré el mejor efecto, comparado con los frutos control y TH, durante el
almacenamiento a 5 °C.

En general, el uso combinado del tratamiento cuarentenario con lactato de calcio
(TH-LacCa) puede ser una estrategia util para inducir tolerancia al DF, mantener la

estructura celular y retrasar la actividad de las enzimas degradativas de la pared
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celular; ayudando asi a mantener la calidad e incrementar la vida de anaquel de

mango cv. Keitt durante su almacenamiento refrigerado.
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