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RESUMEN

La guayaba es una importante fuente de compuestos bioactivos y funcionales;
como acido ascorbico y compuestos fendlicos. No obstante, es altamente
perecedera, sensible al dafio por frio y al dafio mecanico limitando su vida
poscosecha y la comercializacion. El objetivo de este trabajo fue estudiar los
efectos del almacenamiento refrigerado en la estabilidad de las membranas asi
como las aplicaciones de Ca(NO3),y NaxSeO4 en la firmeza de frutos de guayaba
(Psidium guajava L.) cv. 'Media China’. Los efectos de la refrigeracion en la
estabilidad de la membrana fueron estudiados en lotes de frutos verde-amarillo
almacenados a 4, 10 y 20 °C durante diferentes periodos de tiempo; los lipidos de
las membranas microsomales fueron separados por CCF y sus acidos grasos
analizados por CG. De forma paralela se hizo un estudio de la resistencia
mecanica de los frutos para encontrar el mejor parametro que la defina. Los
efectos en la firmeza de los frutos de las aplicaciones de glicina-Ca en
poscosecha, asi como de Ca(NOs), y Na;SeO4 en pre-cosecha, fueron evaluados
durante su almacenamiento; frutos verde-amarillo fueron infiltrados al vacio con
glicina Ca durante 10 minutos y almacenados a 10 °C. Para las aplicaciones de Ca
en pre-cosecha, se seleccionaron arboles de un huerto comercial con frutos de 5
mm de diametro a los que se les asperjo, de manera independiente, soluciones de
Ca(NO3)2y NazSeO, (0, 1,2y 3% y 0, 1, 3y 5 mg L™, respectivamente) en tres
distintas fechas de desarrollo. Los frutos verde-amarillo fueron cosechados y
almacenados a 10 °C para seguir sus cambios de firmeza durante su
conservacion. Los resultados muestran que el almacenamiento a 4 °C genero
pérdida de membranas, fosfolipidos y galactolipidos que estuvieron asociados al
desarrollo de dano por frio. El estudio de la resistencia mecanica de los frutos
mostro que la deformacion no recuperable es el parametro que mejor expresa los
cambios en la firmeza de los frutos. Las infiltraciones de glicina calcio en
poscosecha mejoraron la firmeza; mientras que los tratamientos de Ca(NOs), en

pre-cosecha no mostraron efectos significativos en la firmeza de los frutos. Las



aplicaciones de 1 mg L™ de Na,SeO, retrasaron el proceso de maduracion hasta

por 45 dias y mantuvieron los frutos mas firmes durante su almacenamiento.
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SUMMARY

Guava is an important source of bioactive and functional compounds as
ascorbic acid and phenolic compounds. However, it is a highly perishable fruit,
sensitive to chilling injury and mechanical damage which decrease its postharvest
life and marketing. The aim this work was to study the effects of low temperatures
on stability of cellular membranes, and the application of Ca(NO3), and Na;SeO4
on firmness of guava (Psidium guajava L.) cv. ‘Media China’. The effects of low
temperatures on stability of cellular membranes were studied on sets of green
yellowish fruits stored at 4, 10 and 20 °C during different periods of time; the
microsomal membrane lipids were separated by TLC and their fatty acids analyzed
by GC. The firmness effects of postharvest applications of glycine-calcium and pre-
harvest application of Ca(NO3), and Na,SeO4 on fruits were evaluated during their
storage at 10 °C; mature green stage fruits were infiltrated under vacuum with
glycine-calcium during 10 minutes and stored at 10 °C. To observe the effect of
preharvest applications of Ca; trees from a commercial orchard were selected
using fruits of 5 mm diameter which were sprayed with Ca(NOs), and Na;SeO4
solutions (0, 1, 2 and 3%, and 0, 1, 3 and 5 mg L™, respectively) at three different
maturing stages. The green yellow fruits were harvested and stored at 10 °C to
study the firmness changes on the time. The temperature of 4 °C generated loss of
membranes, phospholipids and galactolipids contents that were associated with
the chilling injury. The postharvest infiltrations of glycine calcium improved the
firmness; meanwhile preharvest treatments of Ca(NOs), did not show significant
effects on firmness of fruits. The applications of 1 mg L of Na,SeO, delayed 45
days the ripening process and kept the firmness during the storage. The non-
recoverable deformation was the best mechanical parameter that describe

adequately the changes on fruit firmness and their viscoelastic behavior.

Keywords: Guava, Postharvest, Firmness, Cellular Membrane.
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1. INTRODUCCION

México ocupa el tercer lugar de produccidon de guayaba (Psidium guajava L.) en
el mundo. Se consume principalmente en fresco y es una fuente importante de
vitamina A, vitamina C, pectina, fibra dietaria y algunos minerales como fésforo,
calcio y hierro, también es rica en antioxidantes como los polifenoles y el acido
ascorbico. No obstante, son frutos altamente perecederos, maduran rapidamente
en condiciones ambientales, son sensibles al dafio por frio y altamente sensibles
al dafo mecanico motivado por una alta tasa de ablandamiento que aceleran su
pérdida de calidad; y limitan su vida poscosecha lo que dificulta el proceso para su
comercializacion.

La maduracion y senescencia de los frutos esta acompafada de diversos
cambios fisioldgicos y fisicoquimicos. Uno de los principales cambios es la firmeza
o ablandamiento, ya que es un parametro que determina la vida poscosecha y la
percepcion de la calidad por parte de los consumidores. Hasta el momento, el
cambio en la firmeza o ablandamiento se ha asociado principalmente a la accion
de enzimas hidroliticas de la pared celular que provocan una depolimerizacion de
sustancias pécticas y otros polisacaridos hemiceluldsicos (Fry, 1995); sin
embargo, el ablandamiento es un sistema complejo que puede involucrar diversos
mecanismos, tanto el sefalado anteriormente, como probablemente otros
procesos metabdlicos, dentro de los cuales se involucra la degradacién y cambios
fisioloégicos en la membrana celular y sus fosfolipidos, que se asocian a la pérdida
de la presion de turgencia celular. Otro factor que puede estar involucrado en la
pérdida de firmeza del fruto es la disminucion de las concentraciones de calcio
extracelular, lo cual puede afectar la funcionalidad de la membrana celular
causando alteraciones en la permeabilidad de la misma (Conway et al., 1995;
Ferguson et al., 1995) y favoreciendo la pérdida de agua y por tanto la firmeza del
fruto.

Se ha reportado que las aplicaciones de calcio en pre-cosecha, tanto en el
suelo como foliares ayudan a mantener la firmeza de los frutos, debido a su
capacidad para fortalecer los enlaces con los polisacaridos de la pared celular. No

obstante, el calcio es también un elemento de sefalizacion en el metabolismo
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celular, asi como, es hipotetizado que también ayuda a mantener la estabilidad de
las membranas celulares disminuyendo la accién de enzimas involucradas en el
catabolismo de los fosfolipidos como las fosfolipasas, esto podria dar una
explicacion al efecto del retraso de la senescencia (White y Broadley, 2003).
Existen diversos factores que afectan la absorcién del calcio y la respuesta del
fruto a dicho mineral, como el lugar de produccion, la variedad, el grado de
madurez, entre otros. Sin embargo, la incorporacion de un adherente o surfactante
puede aumentar la velocidad inicial de absorcion, aunque no sea absorbido el
contenido total del calcio (Suntharalingam, 1996).

Recientes estudios, han reportado que el selenio es un elemento que ayuda a
disminuir la produccién de etileno, por la supresion transcripcional de genes como
ACS2, ACS4 y ACO1, que codifican para la actividad de las principales enzimas,
ACC-sintasa (ACS) y ACC-oxidasa (ACO), que participan en la sintesis de etileno
(Zhu et al., 2017), asi como también provoca un incremento en enzimas
antioxidantes como catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutation
peréxidasa (GHS-Px), las cuales ayudan a atrapar especies reactivas de oxigeno
disminuyendo la peroxidacion de las membranas celulares y manteniendo la
firmeza de los frutos (Castillo-Godina et al., 2016).

De acuerdo a lo anterior, la presente tesis doctoral aporta conocimiento sobre
las aplicaciones de compuestos a base de calcio y selenio en pre-cosecha sobre
la funcionalidad y la estabilidad de las membranas celulares en frutos cosechados
para determinar cual es la importancia de este factor en el mantenimiento de la
firmeza de los frutos de guayaba ‘Media China’.

Los resultados de este trabajo permitieron sefalar que las aplicaciones de Ca
en poscosecha en forma de quelato de glicina-Ca, tuvo efectos benéficos en la
firmeza de la fruta pero las aplicaciones de nitrato de Ca (Ca(NOs)2) en pre-
cosecha no retrasé la pérdida de las propiedades mecanicas ni la calidad de los
frutos comparados con los frutos control aunque si se observé un incremento en el
contenido de calcio. Las aplicaciones de Se (Na;SeO,) en pre-cosecha retraso el
desarrollo de los frutos hasta 60 dias y mejord significativamente la resistencia
mecanica de los frutos en poscosecha, lo que sugiere que el selenio podria

retrasar la peroxidacion lipidica de las membranas celulares, manteniendo su
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integridad retrasando la pérdida de firmeza y mejorando la calidad de los frutos de
guayaba ‘Media China’. De igual forma se observé que el almacenamiento a
temperaturas por debajo de 8 °C altera la funcionalidad de la membrana y también
contribuye a la pérdida de firmeza en los frutos; por lo que la temperatura para

almacenar frutos de guayaba debe ser igual o mayor a 10 °C.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de los frutos de guayaba

2.1.1 Origen y distribucién

La guayaba (Psidium guajava L.) es originaria de las regiones tropicales de
América, y se extiende desde el sur de México hasta los limites de Centroamérica
(Mendoza et al., 2005; Pinheiro, 2006). Actualmente se encuentra distribuida en
diversas regiones y paises del mundo, destacando Estados Unidos, Australia,
Filipinas, India, Sudafrica, Venezuela, Brasil, Egipto, Tailandia e Indonesia
(ASERCA, 1996).

En México se podia encontrar en forma silvestre en una gran parte de la region
del trépico, donde se aprovechaba como fruta y madera. Esta fruta fue cultivada
desde la época prehispanica para el aprovechamiento de su fruta y usos
medicinales. En particular en Aguascalientes se cultivaba desde finales del siglo
XIX, y fueron esos productores quienes realizaron las primeras selecciones de
materiales criollos, que constituyen la base genética de gran parte de las actuales
plantaciones comerciales de México (Gonzalez et al., 2002).

2.1.2 Descripcién taxonémica

La guayaba pertenece a la familia Myrtaceae que comprende cerca de 150
geéneros y 3000 especies, de los cuales el género Psidium y la especie guajava es
el mas importante de ésta familia (Pommer y Murakami, 2009). Su clasificacion es

la siguiente:



Tabla 1. Taxonomia de guayaba

Reino: Plantae

Subreino:  Antophyta

Clase: Dicotiledonae
Orden: Mirtales
Familia: Myrtaceae
Género: Psidium
Especie: Guajava L.

2.1.3 Descripcién botanica

Los frutos de guayaba crecen en arboles frondosos que alcanzan de 5 a 6
metros de altura, sus hojas nacen en pares, de color verde palido, de forma
alargada, con una longitud en un rango de 10 a 20 cm, con 8 cm de ancho y
terminan en forma puntiaguda, posee pelos finos y suaves en ambos lados. El
fruto es ovalado, carnoso con multiples semillas en la pulpa, la cual puede ser de
color blanco, crema o rosa, y un peso, que de acuerdo a la variedad, oscila entre
50 y 500 gramos (Figura 1). Su periodo de produccion desde la floracidon hasta su
cosecha, es de 100 a 150 dias (Yam et al. 2010). Se adapta a diferentes altitudes,
desde el nivel del mar hasta 1,100 metros; con temperaturas medias anuales de
15.5°C y 34 °C (Luis et al., 2003).



Figura 1. Estructura del arbol de guayabo (A y B), flor (C) y morfologia de los
frutos (D).

En el mundo existe una amplia diversidad de variedades. En México, la mas
cultivada y consumida es la variedad ‘Media China’, que ocupa el 90% de la
superficie sembrada. Esta se caracteriza por tener un alto contenido de células
pétreas que al degustarlas le dan una textura arenosa, asi como también es de
forma oblonga, con cascara lisa amarilla y con pulpa dulce cremosa blanca. Puede
alcanzar un diametro promedio maximo de 4,5 a 6,0 cm y de 5,0 a 7,0 cm de
longitud, pesando de 50 a 90 g (Mercado-Silva et al., 1998; SAGARPA, 2018).

Para obtener frutos de guayaba con buena calidad se prefieren suelos fértiles,
profundos, ricos en materia organica y bien drenado; con una precipitacién media
anual 6ptima entre 1.000 y 3.800 mm, con un manejo adecuado de riegos y
programa de podas (Luis et al., 2003). Sin embargo, en la actualidad, las técnicas
de cultivo empleada han obtenido pocos resultados en la produccion y calidad de
los frutos debido a que las técnicas agrondmicas de poda, fertilizacion y riego
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principalmente, no han tenido el impacto esperado debido a su mala aplicacién o

por seguir con técnicas que ya son obsoletas (Padilla et al., 1999).

2.1.4 Composicion quimica

Los frutos de guayaba destacan por su contenido en vitamina A, B1 (tiamina),
B2 (riboflavina), B3 (niacina), C y provitamina como el caroteno, tiene altos niveles
de fibra dietaria asi como pectina, fosforo, calcio y hierro (Tabla 2); aunque las
semillas no son comestibles éstas contienen acidos grasos poliinsaturados como
omega 6 y omega 3 (Mahendran, 2010; Adsule y Kadam, 1995). Su contenido de
vitamina C es 3 a 6 veces mas alto (183 mg/100 g) que una naranja (50 mg/100 g)
(Hours et al., 2005). Es rica en compuestos antioxidantes, siendo los mas
abundantes los polifenoles y el acido ascérbico. Dentro de los polifenoles mas
importantes en hojas, podemos encontrar miricetina (20.84 mg/100g), quercetina
(288.31 mg/100g), luteolina (5.12 mg/100) y kaempferol (9.73 mg/100g) (Vargas et
al., 2006); y en fruto, acido elagico (11.6mg/100g), miricetina (55 mg/100g) y
apigenina (58 mg/100g) (Chia-Yun y Mei-Chin, 2012; Miean y Mohamed, 2001).
Gorinstein et al. (1999), realizaron un estudio sobre el contenido de polifenoles en
frutas tropicales y subtropicales, encontrando que la guayaba registré 4.95 mg/100
g de fenoles totales y el mayor contenido de acido galico (0.374 mg/100 g). Shirur
et al. (2013), reportaron que a dichos antioxidantes se les asocian funciones para

reducir la incidencia de las enfermedades crénico degenerativas.



Tabla 2. Contenido nutricional de guayaba.

Composicion guayaba (Valores para una porcion de

100 g).
Humedad 86.10%
Proteinas 08¢
Grasa 06g
Carbohidratos 11949
Fibra 56¢g
Calcio 20 mg
Hierro 03g
Fosforo 25 mg
Acido ascérbico 183 mg
Tiamina 0.1 mg
Rivoflavina 0.1 mg
Niacina 1.2 mg

Adsule y Kadam, 1995.

En cuanto al contenido de lipidos existen pocos reportes en los frutos de
guayaba. Tasaka et al., (1990) reportaron 67% de acidos grasos saturados (16:0,
16:1(3t) y 18:0), y 33% de insaturados (18:1, 18:2, y 18:3) en las hojas. Sharaf y
El-Saadany (1987), reportaron en jugo de guayaba con diferentes grados de
madurez (madurez fisiologica (verde-maduro), madurez de consumo (maduro) y
sobremaduro), que los acidos grasos mayoritarios son el acido linolénico (C:18:3)
con 34,2%, palmitico (16:0) con 27,3%, miristico (C:14) con 6,2%, caprico (C:10)
con 4,4%, oleico (18:1) con 3,6%, linoléico (C:18:2) y laurico (C:12) con 3,2%, los
cuales cambian durante la maduracion. Benito-Bautista (2002), observé que el
contenido de acidos grasos en frutos de guayaba ‘Media China’ se modifica por
efecto de la temperatura de almacenamiento mostrando que en frutos
almacenados a temperatura ambiente (20°C-25°C), al alcanzar la madurez de
consumo, el 42 % de acidos estaban representados por acidos grasos saturados
(16:0, 16:1 y 18:0) y el 52% restante por acidos grasos insaturados (18:1, 18:2 y
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18:3); mientras que a una temperatura de 4 °C se presentd un severo dafo por
frio, los frutos no maduraron de forma normal y presentaron un bajo contenido de
acidos grasos, el cual representd solo el 52% de los acidos grasos totales
contenidos en un fruto en madurez de consumo, éstos acidos representaron el

24.6% de saturados y 75.4% de insaturados.

2.1.5 Produccién

El mercado mundial de los frutos de guayaba es muy pequefio comparado con
el mango y otras frutas tropicales. México ocupa el quinto lugar en produccién a
nivel mundial con aproximadamente 300,000 toneladas por afo, siendo India el
principal productor (SAGARPA, 2016). Dentro de los frutales subtropicales y
tropicales en cuanto a importancia economica, la guayaba ocupa el 9° lugar
nacional, después de aguacate, naranja, platano, mango, limoén, papaya, coco y
pifia. Actualmente el cultivo ocupa una superficie de 21,510 ha (SAGARPA, 2016).

A nivel nacional y para el afio 2016, los principales estados productores fueron
Michoacan (147,286 ton), Aguascalientes (94,845 ton) y Zacatecas (46,707 ton)
(Figura 2). El valor de la produccion fue del orden de los 1,370 millones de pesos
(INEGI, 2001; SAGARPA, 2016).



60 |

50 - 48 %
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15 %

6 %

Michoacan Aguascalientes Zacatecas Otros

Figura 2. Distribucion de la produccion de guayaba en México (SAGARPA, 2016).

2.1.6 Comercializacion

Los frutos de guayaba se consumen principalmente en fresco, como fruta de
mesa o refresco casero. De esta forma se utiliza del 87 al 92%, mientras que para
la industria solo se utiliza del 8 al 13% (Gonzalez et al., 2002).

Aunque la disponibilidad de la fruta fresca en México es durante todo el ano, el
70% de la produccion se presenta entre los meses de septiembre y enero, de los
cuales noviembre es el mes de mayor produccion, el restante 30% se distribuye
del mes de febrero a agosto, siendo los meses de mayo y junio los de menor
disponibilidad del producto. El 60% de la produccién es destinada a la central de
abastos de la ciudad de México para su comercializacidn y el restante es utilizado
para los mercados locales. Los precios por kilogramo de fruta manejados en
dichos mercados fluctuan durante todo el afo, presentandose el precio mas alto al
mayoreo durante el mes de diciembre (Figura 3). Un factor de suma importancia
que limita su comercializacion es su corta vida poscosecha, la cual oscila entre 5y
7 dias a temperatura ambiente o dos semanas (15 d) a 10 °C (Yam et al., 2010), lo

que representa muy poco tiempo para su exportacion a mercados distantes.
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Paralelamente existen para esta fruta fuertes restricciones fitosanitarias que
imponen algunos paises para su introduccion, por lo que su comercio como fruta
fresca se ve limitado, ya que del total de la produccion unicamente se exporta el
4% (SIAP, 2016). Esto origina una sobre oferta en el mes de noviembre, caida de
precios y peérdida de dicha produccion; por lo tanto, es necesario buscar
alternativas para mejorar el mercado, siendo Estados Unidos un mercado
potencial por su cercania con México (Gonzalez et al., 2002).

13 ¢

12 |

1 r

Precio por kg de fruta

Figura 3. Precio por kilogramo de fruta de guayaba ‘Media China’ durante el afio
2017 (SINIIM).

2.1.7 Cambios fisiolégicos y bioquimicos durante la maduracion de la

guayaba.

El desarrollo de los frutos esta determinado por varias etapas fisioldgicas que
van acompanadas de transformaciones bioquimicas, las cuales ocurren de
manera continua desde la formacion del fruto hasta su cosecha (Gallo, 1996;
Tucker et al., 1993).

La respiracion es uno de los parametros mas importantes que determinan la

actividad metabdlica de los productos horticolas frescos y se relaciona
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directamente con su deterioro. Se puede definir como el proceso en el cual las
reservas organicas como carbohidratos, proteinas, grasas son usadas como
sustratos para ser degradados a productos finales simples con una liberacién de
energia. El oxigeno es usado como aceptor de hidrégenos (en el transporte de
electrones) para formar agua y el biéxido de carbono se produce como
consecuencia de la oxidacion (Kader y Saltveit, 2003). De acuerdo a la produccién
de COg, los diferentes frutos siguen un patrén, el cual los clasifica en climatéricos
y no climatéricos (Figura 4). Los frutos climatéricos son los que maduran
acompafados con un incremento en la tasa de respiracion (COy), la cual esta
asociada generalmente con una elevada produccion de etileno que disminuye
significativamente durante la fase posclimatérica. De acuerdo a sus caracteristicas
fisiologicas los frutos varian en sus tasas de respiracion y sintesis de etileno,
aunque en forma general se considera que la tasa de respiracion es proporcional a
la sintesis de etileno, no necesariamente tienen que estar sincronizadas una con
la otra. Otra caracteristica importante de éste tipo de frutos es su respuesta a la
aplicacidn de etileno exdégeno, el cual al ser aplicado provocan un incremento en la
tasa de respiracion y velocidad de maduracion antes de su periodo normal, siendo
proporcional a la concentracion de etileno exdgeno aplicado (Kader, 2002). Los
frutos de guayaba son frutos climatéricos y Garcia-Velasco (1997), demostro la
importancia del etileno durante el proceso de maduracion; describe que sélo era
suficiente el etileno producido por el fruto para que el proceso se llevara a cabo y
que la adicidén o remocion de esta fitohormona del ambiente no cambiaba el patrén
de maduracion. No obstante, la tasa de respiracion varia con la temperatura,
mostrando una velocidad de 4 a 30 mL CO2 kg™ h™ a 10 °C, la cual incrementé de
10a70 mL CO. kg™ h™ a 20 °C.

12



[LCTET T
"a, sumsnnnn Fruto "climatérico”

Fruto "no climatérico”

n MAXIMO
. CLIMATERIO

L MINIMO
® u  PRECLIMATERICO® .
= L]

INTENSIDAD RESPIRATORIA RELATIVA
3

Division Celular

Engrosamiento celular I Maduracion I

Maduracion plena

Senescencia

I | 1
FLORACION MADUREZ FRUTO FRUTO
PLENA FISIOLOGICA MADURO SOBREMADURO

Figura 4. Patron de respiracion de frutos de acuerdo a sus estados de desarrollo.

Como se indico, un factor importante en el desarrollo y crecimiento de los frutos
es el etileno, especialmente en el proceso de maduracion. El etileno es una fito
hormona que afecta los procesos fisiolégicos de las plantas. Esta fitohormona
participa en el incremento de la actividad respiratoria y la actividad de diversas
enzimas como la poligalacturonasa (PG), peroxidasa (PO), lipoxidasa, amilasas,
polifenoloxidasa (PPO) y fenilalaninamonialiasa (PAL); también puede inducir un
incremento en la permeabilidad de las membranas y la pérdida de la organizacion
de los componentes de la célula; es fisiologicamente activo en concentraciones
muy bajas (menos de 0.1 ppm); durante la maduracion de los frutos climatéricos
su produccion incrementa, asi como por dafnos fisicos, enfermedades, aumento en
la temperatura hasta 30 °C, y el déficit de agua. Todos estos eventos estan
relacionados con el proceso de senescencia del cual forma parte la maduracion de
las frutas (Kader, 2002; Kays y Paull, 2004; Mercado-Silva et al., 1998). En el caso
de los frutos de guayaba su produccion de etileno a 20 °C varia de 1 a 20 uL kg
h™' (Kader, 2002).
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2.1.8 Manejo de frutos de guayaba para mejorar su calidad

2.1.8.1 Efecto de temperatura de almacenamiento

El almacenamiento a baja temperatura es la herramienta mas efectiva para
extender la vida de anaquel de productos hortofruticolas, ya que reducen el
metabolismo y por tanto su deterioro (Kader, 1999); sin embargo, el metabolismo
de frutos tropicales y subtropicales, como la guayaba, se ve alterado cuando se
exponen a temperaturas de refrigeracion por debajo de 8 °C dando lugar a una
disfuncion fisioldgica conocida como dafio por frio. La manifestacion de este dafo
fisiologico es el resultado de la alteracion de los procesos metabdlicos normales
de las células y los tejidos, el cual varia de acuerdo al tejido, la edad fisiologica, su
condicion metabdlica, nivel de exposicion a la temperatura critica de dafio, entre
otros, y se expresa en diferentes sintomas visuales como lesiones en la superficie,
oscurecimiento de los tejidos internos, areas hundidas, incremento en la
permeabilidad de las membranas, deshidratacion, alteracién del proceso de
maduracion, senescencia acelerada, cambios en la composicion quimica, baja
calidad sensorial y aumento en la sensibilidad a enfermedades (Figura 5). Este
fendbmeno tiene una alta repercusion en el manejo de los frutos debido a la
incertidumbre que se presenta para utilizar la refrigeracion en su conservacion e

incrementar su vida util (Parkin et al., 1989; Paull, 1990).

Figura 5. Frutos de manzana con daio por frio.

Por décadas, se ha propuesto que la principal causa de dafo por frio en frutas
y vegetales es la teoria de transicion de fase de lipidos de la membrana (Lyons,
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1973; Raison y Orr, 1990). Se propuso después que las plantas con mayor
relacion de acidos grasos saturados e insaturados en sus membranas podrian ser
mas susceptibles al dafio por frio (Whitaker, 1994). En los 90s, Nishida y Murata
(1996), reforzaron esta hipotesis por la sobreexpresién de genes que codifican
para enzimas desaturasas en plantas y su reduccion de los sintomas de dafio por
frio. Esta observacion fue confirmada por Changfeng y Shiping (2009), reportando
que el grado de insaturacion de acidos grasos reduce el dafio por frio en
duraznos. Recientemente, Li et al. (2015b), proponen que el estrés por frio en
Arabidopsis thaliana, Atriplex lentiformis y Triticum aestivum genera una respuesta
dinamica en el metabolismo de los lipidos de membrana, incluyendo
modificaciones en la ruta metabdlica de la biosintesis de lipidos para superar este
estrés. Por lo anterior, la temperatura de almacenamiento es un factor importante
que podria estar alterando la estabilidad e integridad de las membranas celulares

y a su vez la firmeza en los frutos de guayaba.

2.1.8.2 Pre-cosecha

Las aplicaciones pre-cosecha, tanto en el suelo como en hojas de micro y
macro nutrientes tienen efecto benéfico sobre la calidad y almacenamiento
poscosecha de los frutos de guayaba, por ejemplo la aplicacién de potasio como
fertilizante en altas concentraciones (260 g/por arbol) mejoré la calidad de estos
frutos manteniendo un mayor contenido en solidos solubles totales (Kumar et al.,
1996; Mitra y Bose, 1985). Un estudio en Brasil mostré que la aplicacion de cal
sobre suelo acido antes de plantar los arboles de guayaba ‘Paluma’, incremento el
contenido de calcio en los frutos, redujo la pérdida de peso y acidez titulable, y
mantuvo la firmeza durante el almacenamiento poscosecha (Prado et al., 2005).
Por otro lado, Singh y Chauhan (1982), reportaron que la aplicacion foliar de
nitrato de calcio al 2% o alar (daminozide) en 500 o 1000 mg/L, mejoro la calidad
de los frutos de guayaba variedad ‘Lucknow-49’ reduciendo la pérdida de peso,
incrementando la firmeza y retrasando el deterioro cuando los frutos se
almacenaron a 27 °C por 8. Asi como también, la aplicacion foliar de calcio en pre-

cosecha, ha logrado mejorar las caracteristicas de los frutas, minimizar los
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fungicidas y proporcionando calcio endégeno. Mandal et al., (2010), demostraron
que la aplicacién foliar de nitrato de calcio en arboles de guayaba ‘Sardar’, redujo
el deterioro, mantuvo una mejor firmeza, asi como el contenido de solidos solubles

y acido ascorbico durante su almacenamiento poscosecha.
2.1.8.3 Poscosecha

Respecto a los estudios en poscosecha; Glady-Castellano et al. (2005),
sometieron frutos de guayaba (Psidium guajava L.) tanto a inmersiones de CaCl,
al 2%, como de agua caliente a 45 °C por 5 min y una combinacién de ambos
tratamientos, posteriormente los frutos fueron almacenados durante 12 dias a 10
°C y 20 °C; observando de manera extrafia que los frutos almacenados a 10 °C
presentaron menor firmeza que los almacenados a 20 °C, aunque los frutos
almacenados a 10 °C presentaron una menor pérdida de peso tuvieron la mayor
firmeza (6.08 kg/cm?) que aquellos tratados con CaCl,. Un comportamiento similar
fue observado por Mahajan et al. (2011), donde las frutos de guayaba de la
variedad ‘Allahabad Safeda’ tratados por inmersion en CaCl, al 2% y almacenados
durante 4 semanas a 6 °C y 90-95% de humedad relativa, mostraron menor
pérdida de peso, una mejor firmeza y alta calidad.

Por otra parte, Fakhouri y Grosso (2003), aplicaron un recubrimiento a base de
gelatina y triacetina sobre los frutos de guayaba, logrando mantener los
parametros de la maduracion como pH, acidez titulable, sdlidos solubles totales,
azucares, color, textura y ademas mantuvieron las caracteristicas organolépticas
optimas para su consumo por un periodo de 20 dias a 12 °C. Espinoza-Zamora
(2008), utilizdé un recubrimiento cereo con 3% de aceite y 1% de sacarosa en
frutos de guayaba variedad ‘Media China’, los cuales presentaron una adecuada
calidad sensorial; sin embargo la vida de anaquel no rebas6 los 15 dias. El
quitosano también ha sido utilizado en éstos frutos por inmersion en
concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 % almacenados a 11 °C por 12 dias (Hong et al.,
2012), observando que la firmeza disminuyd en los frutos control y los tratados con
0.5 y 1.0 %; sin embargo, en los frutos tratados con 2.0 % de quitosano

presentaron valores mas altos en comparacion con el control, teniendo una
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firmeza al final del almacenamiento alrededor de 15 kg/cm?. En este estudio, el
incremento en la concentracion de quitosano redujo el ablandamiento del fruto, y
estos autores se lo atribuyen a la alta actividad antifungica del quitosano, asi
como, a la cubierta que se forma en la cuticula y lenticelas, por lo cual, se redujo
la infeccidn, la tasa de respiracidn y otros procesos de maduracion durante el
almacenamiento. Otro recubrimiento que se ha aplicado en frutos de guayaba son
las nanoparticulas lipido sélidas con goma xantana en concentraciones de 60 a 80
g L™, los frutos tratados se almacenaron por un periodo de 34 dias a 10 °C y
posteriormente por 5 dias a 25 °C, demostrando que los tratamientos con 60 y 65
g L™ mantuvieron mejor la textura con una fuerza de compresién con 14.3 N
después de 30 dias de refrigeracion (Zambrano-Zaragoza et al., 2013). Sin
embargo, en concentraciones muy altas, las nanoparticulas pueden causar dafios
fisiologicos debido a la naturaleza lipofilica de la cera que cambia la atmdsfera
interna de la guayaba. Asi mismo en este trabajo no se indican datos respecto a la
calidad sensorial de los frutos.

Otro tratamiento estudiado es la irradiacion ionizante; Singh y Pal (2009),
estudiaron frutos de dos diferentes cultivares de guayaba, los cuales se trataron
con dosis de 0.25, 0.5y 1.0 kGy. Los frutos se almacenaron a 27 °C de 5 a 8 dias
y a 10 °C por 22 dias mas 5 dias a 27 °C; observando que la firmeza disminuy6 en
todos los frutos almacenados a 27 °C presentando un valor promedio de 8 N y
mostrando valores semejantes en los tratamientos almacenados por 22 dias a 10
°C mas 5 dias a 27 °C (10 N). Sin embargo, los beneficios de la irradiacion
ionizante disminuyen durante el almacenamiento a 10 °C por 22 dias, no
presentando diferencias entre las frutas tratadas y no tratadas.

Otra de las técnicas utilizadas en poscosecha es el almacenamiento bajo
atmosferas controladas (AC). Singh y Pal (2008) estudiaron la aplicacion de
atmosferas controladas (2.5, 5, 8, y 10 kPa de Oz con 2.5, 5, y 10 kPa de CO3;
balance N;), aplicadas a las variedades ‘Lucknow-49’, ‘Allahabad Safeda’ y ‘Apple
Colour’ almacenadas hasta por 30 dias a 8 °C con transferencias periddicas a 25-
28 °C, observando que las AC retrasaron o suprimieron los picos climatéricos de
respiracion y produccion de etileno durante la respiracion especialmente en

atmosferas con menos de 5 kPa de O, y que las concentraciones mayores de 5
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kPa de CO, no fueron benéficas para los frutos. No obstante, estos autores
recomendaron atmosferas de 5 kPa O, + 2.5 kPa CO; 6 5 kPa O, + 5 kPa COg, y
8 kPa O, + 5 kPa CO, que pueden ser aplicadas a estas variedades. También
sefalaron que las atmosferas de diferente contenido de CO» no tuvieron efecto en
la retencién de firmeza y aunque no indicaron datos de calidad sensorial si
sefialaron acumulacion de metabolitos de fermentacién en los frutos mantenidos
en la menor concentracion de O,. A este respecto Benito-Bautista (2002), observo
que la aplicacién de concentraciones de CO; = 10% a frutos de guayaba ‘Media
China’ disminuy6 la produccion de etileno, mientras que concentraciones de CO; <
20% inhibieron totalmente su produccién e indicO una alta sensibilidad y
produccion de sabores extrafios en los frutos sefialando una limitacion importante
de la aplicacion de esta tecnologia en la conservacion de esta variedad.

Bassetto et al. (2005), aplicaron 1-metilciclopropeno (1-MCP) en frutos de
guayaba de la variedad ‘Pedro Sato’ en concentraciones de 0, 100, 300 y 900 nL
L™ por 3, 6 y 12 horas a 25 °C y almacenaron los frutos por 12 dias de
almacenamiento a 25 °C; observaron que los tratamientos no retrasaron los
cambios en la firmeza de la pulpa en comparacion con el control, a excepcién del
tratamiento con 900 nL L™ por 6 y 12 horas, sin embargo estos frutos no llegaron a
su completa maduracion. Mientras que Ortiz (2006), reporté que la aplicacién de 1-
MCP en frutos de guayaba de la variedad ‘Media China’ de Michoacan con dosis
de 0.6, 09y 1.2 mg L" por 1, 3 y 5 horas, y almacenamiento a 10 °C, lograron
mantener significativamente su textura y retardando el desarrollo de color, siendo
el mejor tratamiento el de 0.6 ppm por 5 h de exposicibn manteniendo las
caracteristicas visuales de la calidad hasta por 25 dias. Por otra parte, Espinoza-
Zamora (2008), evaluando el efecto del 1-MCP sobre los compuestos aromaticos
de la guayaba ‘Media China’ encontré que la aplicacién de 0.6 ppm de 1-MCP
disminuy6 drasticamente el area total de los volatiles y sugiere que esta
disminucion esta ligada de manera directa a la accion del etileno y un poco a la
baja temperatura de almacenamiento.

De acuerdo con lo anterior, se observa que los resultados de la aplicacién de
las tecnologias descritas anteriormente, dependen de las variedades estudiadas y

que no se ha logrado retener o disminuir los cambios en firmeza durante la
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maduracion de los frutos de guayaba; esto sugiere que existen varios factores
involucrados que aun no son completamente entendidos o explorados, por lo cual
es necesario hacer una investigacion mas profunda de lo que esta sucediendo en

los frutos.

2.2 Cambios estructurales durante la maduracion de frutos de guayaba.

La maduracién de los frutos de guayaba esta caracterizada principalmente por
cambios fisioldgicos y bioquimicos como la pérdida de color verde, ablandamiento,
marchitez y pérdida de brillo. Estos cambios son irreversibles del proceso de
senescencia y afectan directamente la calidad y vida de anaquel de los frutos.
Entre los cambios mas importantes se encuentra la pérdida de firmeza o
ablandamiento, ya que es uno de los principales parametros que define la calidad
interna y externa de los frutos. Las principales contribuciones al conocimiento del
ablandamiento se han dirigido al estudio de los cambios asociados a la accion de
enzimas hidroliticas de la pared celular, asi como los cambios fisioldgicos en la
composiciéon de la membrana celular y en una menor medida la pérdida de la

presion de turgencia en los tejidos del fruto (Marin et al., 2002).

2.2.1 Pared celular

La pared celular de las plantas es una estructura que determina la forma de las
células y las mantiene unidas, dando fuerza mecanica y rigidez, actua como
barrera al ataque de patdgenos. La pared celular primaria (caracteristica de las
células en crecimiento) es una red de microfibrillas de celulosa (donde regiones
altamente cristalinas alternan con regiones menos organizadas) embebida en una
matriz hidrofilica de hemicelulosas y pectinas (Cosgrove, 1998). En plantas
dicotiledoneas, la composicion general de la pared celular primaria es
aproximadamente de 30% de celulosa, 30% de hemicelulosas, 35% de pectinas y
5% de proteinas estructurales (Figura 6), aunque en paredes celulares de frutos el
contenido de pectinas puede ser sustancialmente mayor y el de proteinas menor
(Knee y Bartley, 1981; Fry, 1988). Tanto su estructura como su composicion y sus
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propiedades cambian a lo largo de la vida de la célula. Estos cambios se deben
principalmente a la solubilizacion progresiva y depolimerizacion de las sustancias
pécticas, asi como a la accién de una gran cantidad de enzimas sobre la misma
(Marin et al., 2002).

Microfibrilla de celulosa

Hemielulosas

Pectinas

/ Proteinas estructurales

Figura 6. Modelo estructural hipotético de la pared celular (Fry, 1988).

2211 Componentes principales de la pared celular

Celulosa: es un polimero lineal formado por residuos de D-glucosa unidos por
enlaces glicosidicos $-1—4, representa uno de los mas abundantes componentes
de las plantas intactas. Estos glucanos lineales se asocian entre si mediante
enlaces por puente de hidrégeno para formar microfibrillas de al menos 36
cadenas de glucano. La celulosa otorga resistencia mecanica a la pared celular
vegetal. Las microfibrillas de celulosa involucran un nucleo altamente cristalino
rodeado por regiones cristalinas y menos interrumpidas por formas amorfas de la
celulosa (Cybulska et al., 2013).

Hemicelulosas: Estas constituyen un grupo heterogéneo de polisacaridos
flexibles y unidos fuertemente a través de enlaces por puente de hidrégeno a la
superficie de las microfibrillas de la celulosa (Varner y Lin, 1989). Las
hemicelulosas pueden unirse a dos microfibrillas de celulosa adyacentes de tal

manera que forman una red y evita el contacto directo entre las mismas.
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En la mayoria de las plantas, la hemicelulosa mas abundante es del tipo
xiloglucano, un polisacarido constituido por residuos de D-glucosa con uniones -
(1—4), al igual que la celulosa, pero sustituido de formar regular por cadenas
cortas laterales de a-D-xilosa, p-D-galactosa y a-L-fucosa en el carbono 6 de los
residuos de glucosa del esqueleto de glucano (Fry, 1988). Otras hemicelulosas
menos abundantes son los xilanos (formados por un esqueleto de D-xilosa en
uniones B (1—4), el cual puede contener ramificaciones de arabinosa u otros
azucares); los glucomananos y los galactomananos (Fischer y Bennet, 1991).

Pectinas: constituyen un extenso grupo de polisacaridos heterogéneos cuya
estructura basica esta formada por moléculas de acido D-galacturénico, unidos por
enlaces glucosidicos a-D-p-(1—4), en la cual algunos de los carboxilos pueden
estar esterificados con grupos metilos o formar sales (Christensen, 1986). Existen
dos clases principales de sustancias pécticas: los acidos pectinicos, los cuales
contienen pequefias proporciones de acido poligalacturénico esterificado, y los
acidos peécticos, que tienen solo moléculas de acido poligalacturonico libre sin
esterificacion. Las pectinas son los polisacaridos mas solubles de la pared celular,

siendo las mas importantes en ésta:

* Homogalacturonanos: son polimeros lineales formados por residuos de
acido D-galacturénico en uniones a-1—4, en el cual el grupo carboxilo del
C6 puede estar esterificado con un grupo metilo. El proceso de de-
esterificacion permite que las pectinas formen geles hidratados, en los
cuales los grupos carboxilicos de moléculas de homogalacturonanos
vecinas se unen idnicamente a través de puentes de Ca*? en intervalos

regulares (Waldron et al., 2003).

* Ramnogalacturonanos | (RG [): son pectinas muy abundantes
constituidas por un esqueleto grande de subunidades repetidas de
disacaridos (1—=2)a-L-ramnosil-(1—4)-a-D-galacturénico, con largas
cadenas de arabinanos y arabinogalactanos unidos a los residuos de
ramnosa (Waldron et al., 2003).
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* Ramnogalacturonanos Il (RG |Il): son heteropolimeros altamente
complejos que estan formados por un esqueleto de (1—4)-a-D-
galacturdnico, como los homogalacturonanos, pero con complejas cadenas
laterales integradas por varios tipos de azlcares neutros. Estos se
encuentran en menor proporciéon en la pared celular, sin embargo, su
complejidad sugiere que podrian tener otras funciones ademas de la
estructural, que pueden actuar como moléculas de sefalizacién celular
(Waldron et al., 2003).

A la degradacion de la pectina se le ha atribuido un papel importante en el
proceso de ablandamiento de los frutos. La poligalacturonasa (PG) y la
pectinmetilesterasa (PME) son enzimas claves involucradas en la degradacién de
los polisacaridos de ésta, sin embrago, también estan involucrados la degradacion
de los demas componentes de la pared celular.

Proteinas estructurales: la pared celular vegetal contiene varias de éstas
proteinas, las cuales se clasifican de acuerdo a su composicion predominante de
aminoacidos, por ejemplo, las glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, proteinas
ricas en glicina, proteinas ricas en prolina. Estas proteinas varian en gran medida
dependiendo del tipo de célula, del estado de desarrollo y la estimulacion previa
que haya recibido la planta (heridas, ataque por patdgenos, entre otros.)
(Cosgrove, 1998).

El modelo de arreglo tridimensional de la pared celular vegetal primaria esta
formada por microfibrillas de celulosa recubiertas y entrecruzadas por las
hemicelulosas de la matriz, principalmente por xiloglucano, las cuales se une
fuertemente a la celulosa a través de puentes de hidrogeno. Las moléculas de
hemicelulosas pueden unir distintas microfibrillas de celulosa adyacentes,
actuando como puente y contribuyendo a que las mismas se mantengan unidas.
Las otras hemicelulosas, como xilanos, glucomananos y galactomananos estan

presentes en cantidades menores y se entrecruzan a las microfibrillas mediante
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puentes de hidrogeno, aunque de forma mas débil que el xiloglucano. Los
espacios en la red de celulosa/matriz de glicano estan rellenos por pectinas
altamente hidratadas, las cuales también forman una red que se mantiene unida
por enlaces covalentes del tipo éster, por enlaces por puente de hidrogeno y por
interacciones de tipo idnico. Las redes de celulosa/matriz de glicano y de pectinas
podrian mantenerse unidas por enlaces covalentes entre algunas moléculas de
xiloglucano y pectinas. Adicionalmente, las proteinas estructurales podrian formar
otra red (Carpita y McCann, 2000).

El estudio del ablandamiento se ha dirigido principalmente a la degradacién de
los polisacaridos de la pared celular, ya que su solubilidad incrementa y su grado
de polimerizacion disminuye directamente conforme la firmeza de los frutos
decrece, asi como la actividad de las enzimas degradadoras incrementa (Marin et
al., 2002). Con respecto a esto, Abu-Goukh y Bashir (2003), reportaron que
durante la maduracién de frutos de guayaba la firmeza disminuyd, mientras que
incremento la actividad de PG y PME. Sin embargo, Ali et al. (2004), al estudiar el
ablandamiento en diferentes frutos tropicales, reportaron que éste fendmeno, no
s6lo se puede atribuir a la modificacion del contenido de pectina de la pared
celular ni a la actividad de la enzima PG, ya que en cuanto al contenido de pectina
en mango ‘Harumanis’ decrece (429 a 294 mg g”'), mientras que en guayaba
‘Kampuchea’ se mantiene (119 a 120 mg g') y sus actividades de la enzima
poligalacturonasa son muy similares (1.4 nkatal g en mango y 1.8 nkatal g™ en
guayaba), lo cual no correlaciona con la pérdida de firmeza ya que en mango la
firmeza es menor en comparacion con los frutos de guayaba.

Los estudios anteriores muestran que aun no se ha logrado esclarecer el
mecanismo de ablandamiento de los frutos, ya que dicho ablandamiento también
podria depender del estado de madurez asi como de la variedad. Por lo tanto es
necesario hacer el estudio dirigido hacia los frutos variedad ‘Media China’ y
corroborar los estudios anteriormente mencionados sobre la pérdida de integridad
de pared celular, ademas de proponer el estudio de la membrana celular, ya que
es otro de los factores involucrado en el ablandamiento de los frutos (Marin et al.,
2002), con el fin de esclarecer y corroborar la relacion de dichos cambios con el
ablandamiento en estos frutos.
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2.2.2 Membrana celular

2.2.21 Componentes de la membrana celular

La membrana celular es una barrera que separa a la célula vegetal de su
entorno, permitiendo que las funciones de la célula se realicen adecuadamente. La
membrana esta compuesta de lipidos, principalmente fosfolipidos y glicolipidos, y
proteinas (Figura 7) que estan unidos por enlaces covalentes (Karp, 2010; Revilla
y Zarra, 2000). Su funcion principal es la permeabilidad selectiva ya que le permite
seleccionar moléculas que deben entrar y salir de la célula. De esta forma se
mantiene estable el medio intracelular, regulando el paso de agua, iones y
metabolitos, y a su vez mantiene el potencial electroquimico (Revilla y Zarra,
2000).

— Bicapa lipidica

Oligosacaridos

Proteinas

Canales transmembranales

Figura 7. Microestructura de la membrana celular (Revilla y Zarra, 2000).

Otra de sus funciones importantes es su respuesta a sefiales externas, ya que
tienen receptores que reconocen y responden a dichas sefales, haciendo que la
membrana genere o inhiba sus actividades internas; asi como también media
interacciones entre células y es fundamental durante la fotosintesis, cuando los
pigmentos unidos a la membrana absorben la energia de la luz solar, la convierten

en energia quimica y la almacenan en carbohidratos (Karp, 2010).
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Las membranas requieren de cierta fluidez que permita el movimiento tanto
transversal como lateral no sb6lo de los lipidos sino también de proteinas
transportadoras, sustratos y productos de las enzimas asociadas tanto a las
membranas como al transporte de electrones. Las cadenas hidrofobas de los
acidos grasos tendran propiedades de gel o de liquido, dependiendo de la
temperatura; si la temperatura son bajas dichos acidos estaran en forma de gel,
mientras que si aumenta su temperatura se producira su transicién a fase liquida.
La temperatura a la que se produce el cambio de fase de gel a liquido recibe el
nombre de temperatura de cambio de fase, por lo cual es necesario que las
membranas se encuentren a una temperatura superior a la temperatura de cambio
de fase. Las plantas no regulan su temperatura, por lo que el aumento de la
insaturacién de los acidos grasos de la membrana catalizado por las desaturasas
les permitira mantener la fluidez de las membranas a temperatura ambiente

relativamente bajas (Revilla y Zarra, 2000).

2.2.2.2 Lipidos

Los lipidos en las plantas representan un grupo muy grande de componentes
con diversas funciones en la fisiologia y metabolismo de los productos
cosechados. La mayoria de dichos productos, tienen relativamente bajas
concentraciones de lipidos, a excepcion del aguacate y algunas semillas
oleaginosas. La mayor parte de los lipidos de las plantas estan en forma de
compuesto de almacenamiento, asi como también funcionan como componentes
en las membranas celulares.

Bioquimicamente, los lipidos se agrupan en lipidos neutros, ceras, fosfolipidos,
glicolipidos y terpenoides. Los lipidos neutros comprenden las grasas y los aceites
y representan principalmente los compuestos de almacenamiento del carbono. Las
ceras estan compuestas por cadenas grandes de acidos grasos o ésteres de
acidos grasos y cadenas grandes de alcoholes. Estos componentes forman la
delgada capa de cera sobre la superficie de las hojas, frutas y otras partes de las

plantas. Los fosfolipidos y glicolipidos son componentes de las membranas
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celulares y los terpenoides son compuestos aciclicos insolubles en agua vy ciclicos

como esteroides, esencialmente aceites y caucho (Kays y Paull, 2004).
2.2.2.3 Biosintesis de los acidos grasos

Las propiedades fisicas y quimicas de los lipidos depende de la longitud de las
cadenas de los acidos grasos presentes, los cuales se pueden dividir en saturados
e insaturados en diferentes grados. Los acidos grasos mas comunes en las
plantas se encuentran en un rango de 4 a 26 carbonos, siendo el acido oleico
(18:0) y linoléico (18:2A%'?) los mas encontrados en la naturaleza. Los lipidos de
las plantas son principalmente glicerolipidos, donde dos de los tres grupos
hidroxilo del glicerol estan ocupados por acidos grasos, siendo los acidos 16:0,
16:1, 18:0, 18:1, 18:2 y 18:3 los que componen el 90% de la casi todas las
membranas de las plantas (Kays y Paull, 2004).

La formacién de acidos grasos es el primer paso en la biosintesis de los
glicerolipidos (Figura 8), cuyo sitio de sintesis se encuentra en los plastidos y la
cual se inicia por los depositos de Acetil-Coenzima A (SHCoA), que puede ser
transformada a malonil-CoA por la unién del CO, a la ACoA, mediante la accion de
la enzima Acetil-CoA-Carboxilasa (ACCasa) (1) o a la proteina acarreadora de los
grupos acilo (ACP) por accién de la Acetil-CoA-ACP transacilasa (2) y formar el
grupo Acetil-ACP. La nueva malonil-CoA forma el complejo Malonil-ACP, mediante
la malonil-CoA:ACP transacilasa (3), que a su vez puede unirse a otra molécula de
Acetil-CoA o a un grupo de Acil-ACP para formar B-Cetoacil-ACP sintetasa Il
(KAS IIl) (4), la cual ocupa grupos hasta de 4 carbonos, para continuar
posteriormente con la extension de cadenas por la accion de p-Cetoacil-ACP
sintetasa | (KAS 1) (5), la cual puede utilizar cadenas de 14 carbonos (C14-ACP)
para formar el palmitoil-ACP, y finalmente la p-Cetoacil-ACP sintetasa Il, condensa
el palmitoil-ACP con el malonil-ACP para formar el estearil-ACP. Todas las
cadenas formadas son posteriormente reducidas, deshidratadas y reducidas
nuevamente para formar el acil-ACP que corresponde a la accion de p-Cetoacil-
ACP reductasa (6), p-hidroxiacil-ACP deshidratasa (7) y enoil-ACP reductasa (8),
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de tal forma que cada ciclo de sintesis se inicia con la unién del nuevo residuo de
acido graso-ACP a un grupo malonil-ACP por medio de un enlace tioéster, para
formar en su mayoria productos como 16:0-ACP o 18:0-ACP (Ohlrogge y Browse,
1995).

Condensation
1
CHy~C~ CH,—C —S-ACP @
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n
3-Ketobutyryl-ACP $a CHyCHe CHy— S eace

co,

@ oK o Butyryl-ACP
NADP* R—C CHy—C —S-ACP
Reduction o @
of 3-Ketoacyl-ACP Reduction of
3-keto group NADP* double bond
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OH

3-Hydroxybutyryl-ACP o

CH,~CH=CH~— C—s-ace
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®

Dehydration

Figura 8. Principales reacciones de sintesis de acidos grasos (Ohlrogge y Browse,
1995).

En la biosintesis de los acidos grasos insaturados, el primer paso, se lleva
acabo por la accion de la enzima estearil-ACP desaturasa en el mismo plastido
para convertir el grupo 18:0-ACP a 18:1-ACP (oleoil-ACP), mientras que el 16:0-
ACP no es desaturado por esta enzima, por lo cual los principales productos de
sintesis de acidos grasos en plastidos son 16:0-ACP y 18:1-ACP. Por otro lado,
existen otras desaturaciones que son catalizadas por acil-desaturasas especificas
de los acidos grasos esterificados (Ohlrogge y Browse, 1995).
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Dentro de la sintesis de glicerolipidos, los acidos grasos 16:0 y 18:1, pueden
tener dos caminos diferentes, el primero, incorporarse a las rutas metabdlicas
dentro del mismo plastido y el segundo ser utilizados en las vias metabdlicas
externas, llamadas ruta “procariota” y “eucariota” respectivamente. En la via
‘eucariota”, los acidos grasos que fueron liberados por la accion de la PAGA-
tioesterasa del estroma son nuevamente esterificados a la CoA (grupos acil-CoA),
pasan al citosol y pueden estar disponibles para las actividades aciltransferasas.
Los lipidos que se encuentran en esta via son grupos de C:16 y C:18 en la
posicion sn-1 y solo el C:18 en la sn-2. Con respecto a la ruta “procariota”, las
cadenas de grupos acil-PAGA se utilizan inmediatamente por las enzimas
aciltransferasas dentro de los cloroplastos. La caracteristica de los acidos grasos
de los glicerolipidos de ésta ruta, es que el glicerol esta ocupado por cadenas
C:18 en la posicidn sn-1 y en el grupo C:16 en la posicidon sn-2 (Figura 9)
(Harwood, 1997).

Prokaryotic Pathway - Plastidial compartment

[(MGDGl,
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Figura 9. Ruta procaridtica y eucariotica en la biosintesis de glicerolipidos.

La esterificacion de la molécula de glicerol-3-fosfato por los acidos grasos, se
realiza por la accion de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (GFAT) y 1-acilglicerol-
3-fosfatoaciltransferasa (AGFAT). El acido fosfatidico (AF) que es producido es el

precursor comun de los glicerolipidos y por accion de la fosfatasa puede formar el
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Diacilglicerol (DAG) o formar parte de un nucledtido activado de DAG (CDP-DAG)
mediante la reaccion entre el AF con el 5'-trifosfato citidina (TFC). En caso de
sustrato activo el DAG, se formaria la citidina 5’-difosfato de colina, etanolamina y
metiletanolamina para posteriormente formar fosfolipidos; mientras que si el
complejo CDP-DAG es el que esta activo, se une con el mioinositol, serina y
glicerol-3-fosfato para formar el fosfatidilinositol (Fl), fosfatidilserina (FS) y
fosfatidilglicerofosfato, el cual es precursor del fosfatidilglicerol (FG). Por otro lado,
el UDP-galactosa y UDP-sulfoquinovosa son sustratos para la sintesis de
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG), el
digalactosildiacilglicerol (DGDG) es sintetizado a partir del MGDG (Figura 10)
(Ohlrogge y Browse, 1995). Las insaturaciones de los glicerolipidos, se producen
por la accién de las enzimas desaturasas unidas a las membranas del cloroplasto

y del reticulo endoplasmatico (Somerville y Browse, 1991; Gibson et al., 1994).
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Figura 10. Sintesis de triglicéridos.

Los lipidos en la membrana se caracterizan por definir a cada una de las
especies vegetales; sin embargo, varian dentro de cada célula lo cual dificulta el

conocimiento de su intervencién exacta en los procesos fisiologicos y en el
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desarrollo de los tejidos. Las membranas de cloroplastos y cromoplastos estan
compuestas principalmente de glucosilgliceridos; monogalactosildiacilglicerol
(MGDG), digalactosildiacilglicerol (DGDG) y sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG), y
el unico fosfolipido es el fosfatidilglicerol (FG). En otras membranas
extracloroplastidicas el fosfolipido mayoritario es la fosfatidilcolina (FC), seguido
por el fosfatidilinositol (FI), fosfatidilserina (FS) y en la membrana interna de la
mitocondria el difosfatidilglicerol (DFG) o cardiolipina (Ohlrogge y Browse, 1995).
Benito-Bautista (2002), reporta que el fosfolipido mayoritario en los frutos de
guayaba es la fosfatidilcolina con el 33.7%, seguido por el fosfatidilinositol y el

acido fosfatidico con un 11.5% respectivamente.

2.2.24 Cambios en las membranas celulares durante el

almacenamiento

Los cambios en las propiedades fisicoquimicas de las membranas celulares
durante la maduracidn y senescencia de los frutos se manifiestan en una
degradacion en su estructura y funcion, evidenciado por la fuga y pérdida
intracelular de sus componentes con un reflejo en el incremento en su
permeabilidad y fluidez. Este dafio es atribuido principalmente a un acelerado
metabolismo de los lipidos de la membrana y cambios en la organizacion
molecular de la bicapa (Thompson et al., 1998). Maalekuu et al. (2005), al evaluar
la fuga de electrolitos en genotipos de pimiento, observaron que a mayor pérdida
de agua existia una mayor fuga de electrolitos, por lo que establecieron una
relacion positiva entre la pérdida de peso y la fuga de electrolitos, lo cual lo
asociaron con las caracteristicas estructurales y funcionales de las membranas.
En meldn, el ablandamiento y la senescencia no han sido asociados con la
degradacion de la pared celular, sino con la pérdida de la integridad de la
membrana del mesocarpo hipodérmico (Lester, 1988). La pérdida de la integridad
de la membrana del tejido del mesocarpo hipordermal ha sido atribuida a la
actividad de la lipoxigenasa, lo cual resulta en la perturbacion de las membranas
microsomales (Lester, 1990). Por lo tanto, el ablandamiento y la senescencia
podrian también estar regulados por la integridad de la membrana celular. Una
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pérdida de la integridad de la membrana fue observada durante la maduracion de
frutas de meldon y manzana (Lester y Stein, 1993; Lurie y Ben-Arie, 1983), y
durante la senescencia de pimiento (Lurie y Ben-Yehoshua, 1986). Estos autores
reportan una correlacién entre los cambios de la composicion de los lipidos,
particularmente en la relacion de esteroles:fosfolipidos y la permeabilidad de la
membrana. En manzana, los cambios en la integridad de las membranas
microsomales se correlacionan con un incremento en las concentraciones de
esteroles libres y un incremento en los indices de saturacion de los acidos grasos
de los fosfolipidos (Lurie y Ben-Arie, 1983). Un comportamiento similar fue
reportado en meldn, en donde el contenido de esteroles libres incrementa durante
el proceso de maduracion, mientras que el contenido de fosfoslipidos disminuye, y
esto se correlaciono con la pérdida en la integridad de la membrana (Lacan y
Baccou, 1996). La composicion de esteroles libres y su interaccion con fosfolipidos
adyacentes puede restringir el movimiento de las cadenas acilo, resultando en un
decremento en la fluidez de la membrana y un incremento en la fuga de
electrolitos (Douglas y Walker, 1984). Este comportamiento fue encontrado en
platano durante su maduracion y se correlaciond con los cambios en la
composicién de los lipidos (Wade et al., 1980).

También se han reportado cambios en las proteinas de membrana durante el
proceso de senescencia de manzana (Malus domestica Borkh cv. Golden
Delicious), ya que se observa una reduccion del 30% de las proteinas en frutos
senescentes (25 pg/gpf), mientras que en frutos no senescente el contenido de
proteina fue mayor (37.5 pg/gpf); también sehalaron que la fosforilacion promovida
por Ca y la calmodulina era mayor durante los primeros estados de senescencia,
mientras que hubo una notable disminucion en la fosforilacion promovida por esos
factores en los tejidos senescentes (Paliyath y Poovaiah, 1985). Estos datos nos
sugieren que existen alteraciones en las funciones de las membranas durante el
proceso de maduracion y senescencia de los frutos de los cuales no sabemos su
efecto sobre las caracteristicas de textura de esos frutos. Njoroge et al. (1998)
evaluaron el efecto de CaCl, en tomates sobre la integridad de las membranas,
observando que los tomates tratados con calcio presentaron una menor fuga de

proteinas de membrana (0.34 g/Kgpf) respecto a los frutos control (1.13 g/Kgpf).
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Por otro lado, uno de los mecanismos que se han visto involucrados en la
pérdida de firmeza de los frutos es el estrés oxidativo, ya que el proceso de
ablandamiento es un fenbmeno de oxidaciones secuenciales que necesitan de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como el peréxido de hidrogeno y el anion
superoxido, las cuales dafian la membrana plasmatica y proteinas (Jiménez et al.,
2002).

La produccién de ROS ocurre principalmente como producto del metabolismo
celular en la mitocondria y la respiraciéon mitocondrial. La produccion excesiva de
ROS, durante la respiracion, puede dafar proteinas, acidos nucleicos y lipidos, y
en consecuencia afectar la integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica
(Mittler, 2002). Por lo tanto, es necesario que exista un balance entre la
produccion de ROS y la eliminacion de éstas por medios enzimaticos como la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa (POD), y por
antioxidantes no enzimaticos como el glutation, acido ascérbico y compuestos
fendlicos. A este respecto, Razzaq et al. (2013), observaron durante el proceso de
maduracion en frutos de mango ‘Samar Bahist Chaunsa’, que incrementa la
actividad de endo-PG, exo-PG y EGasa; enzimas asociadas al ablandamiento. Asi
mismo, se presentd un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes
CAT, POD y en la capacidad antioxidante. Estos autores sugieren que existe una
estrecha relacion entre la actividad de las enzimas responsables del
ablandamiento y la actividad enzimatica de los frutos. Por otro lado, Castillo-
Godina et al. (2016), reportaron que la aplicacion en la solucién nutritiva de 5 mg
L' de selenito de sodio sobre tomate, presenté una mayor actividad de las
enzimas antioxidantes como catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px) y
superoxido dismutasa (SOD), enzimas que interviene en la eliminacion de ROS.
Mientras que Djanaguiraman et al., (2005), observaron que la aplicacion foliar de
50 mg L' de selenato de sodio en soya, disminuye el contenido de MDA y
presenta un menor dafo en las membranas celulares, aunado a esto se observo
un incremento en las enzimas antioxidantes como CAT, SOD y GHS-Px. Estos
autores concluyen que el incremento en las enzimas antioxidantes disminuye el

dafio peroxidativo en las membranas. Esto podria indicar que el selenio podria
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ayudar a mantener la integridad de las membranas celulares y asi mantener una
mejor firmeza en los frutos de guayaba.

Por otro lado, Yu et al. (2003), reportaron que la aplicacién de 0.25 mM de
acido cafeico sobre la raiz de pepino, presentd una menor peroxidacion en los
lipidos reflejada en una menor cantidad de malondialdehido (MDA), y una mayor
actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD), enzima que interviene en la
eliminacién de especies reactivas de oxigeno. Mientras que Baziramakenga et al.
1995, observaron en raiz de soya al exponerse a 100 uM de acido benzoico y
cinamico, que el contenido de MDA es mayor en comparacion con las muestras
control, siendo el acido cinamico el que presentd una mayor concentracion. Estos
estudios nos demuestran que dependiendo de la estructura de los compuestos
fendlicos es el efecto que podria tener sobre las reacciones peroxidativas de las
membranas.

Otros compuestos fendlicos de interés son los flavonoides, ya que ademas de
su actividad antioxidante, también pueden participar en la inhibicion de enzimas
oxidasas como lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina
oxidasa. Aunado a esto, se ha observado que también inhiben enzimas que
participan indirectamente en los procesos oxidativos como la fosfolipasa Az, y al
mismo tiempo estimulan la actividad enzimas antioxidantes como la catalasa
(CAT) y la superodxido dismutasa (SOD) (Groot et al., 1998; Sudheesh et al.,
1999). Otra funcion importante de los flavonoides es su interaccion con la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica en la interfase liquido-agua o en el corazén
hidrofébico de la membrana, mayormente asociado con la formacion de enlaces
hidrégeno (Oteiza et al., 2005). Abram et al. (2013), demostraron la interaccion de
catequina, epicatequina, epigalocatequina y epigalocatequina-3-galato sobre la
superficie de membranas mediante enlaces hidrégeno, en liposomas compuestas
de fosfatidilcolina y esfingomielina, siendo la epigalocatequina-3-galato la que tuvo
la mayor interaccion, lo cual podria ayudar a mejorar el ordenamiento de los
lipidos y prevenir la oxidacion lipidica y asi proteger las membranas celulares. Un
comportamiento similar fue observado por Verstraeten et al. (2003), en liposomas
compuestas por fostadilcolina y fosfatidilserina (60:40 relacion molar), donde la
epicatequina, catequina y procianidina inhibieron la peroxidacién lipidica y fue
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correlacionado principalmente con el potencial de superficie de membrana y su
integridad, debido a la interaccion que tienen estos flavonoides con la superficie de
la membrana.

De acuerdo a lo anterior, se observa el efecto positivo que tienen los
compuestos fendlicos en la estabilidad e integridad de las membranas, sin
embargo, no existen estudios sobre que efecto podrian tener estos compuestos

que forman parte de los frutos sobre las membranas celulares de los mismos.

2.2.2.5 Enzimas de degradacion de los lipidos de membrana

La via de degradacion de los fosfolipidos durante la senescencia de las plantas
involucra la accidn secuencial de enzimas tales como fosfatidilcolina-
fosfatohidrolasa o fosfolipasa D, fosfato-fosfatidasa o fosfolipasa C, lipido-acil-
hidrolasa o fosfalipasa A1 y Az, y lipoxigenasa, las cuales se clasifican de acuerdo
a su sitio de hidrdlisis (Figura 11) (Paliyath et al., 2008).

Figura 11. Enzima fosfolipasa A1 (PLA+) , hidroliza el primer acilo entre el enlace
eéster y el glicerol; fosfolipasa Az (PLAz), hidroliza el segundo acilo entre el enlace
eéster y el glicerol; fosfolipasa C (PLC), hidroliza el enlace éster entre el glicerol y el
grupo fosfato; fosfolipasa D (PLD), hidroliza el enlace éster entre el fosfato y el
grupo variable.
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2.2.2.5.1 Fosfolipasa D

La enzima fosfolipasa D (FLD) se encuentra ampliamente distribuida en el reino
vegetal, en forma soluble o asociada a la membrana. Su actividad produce un
aminoalcohol y acido fosfatidico, pero en algunos casos cataliza la reaccion de
transfosfatidilacion, donde el agua es reemplazada por alcoholes primarios. Dicha
enzima juega un papel importante en los procesos celulares que implican cambios
en las membranas celulares como la senescencia, dafos por estrés, movilizacion
de lipidos durante la germinacidn de semillas y respuestas celulares a estimulos
hormonales y del medio ambiente, asi como también en la accion y produccion de
hormonas de respuesta a estrés como el acido abscisico, acido jasmonico y
etileno (Wang, 2001). Sin embargo, su principal funcion es el catabolismo vy
recambio en la composicién de los lipidos de membrana. El acido fosfatidico, el
cual es el producto de degradacion de esta enzima, es utilizado como
intermediario en la sintesis de varios glicerolipidos (Thompson et al., 1998).

2.2.2.5.2 Lipoxigenasa

La lipoxigenasa juega un importante rol durante la germinacion de semillas
(Kato et al., 1992), maduracion de frutas (Ferrie et al., 1994) y en la senescencia
de plantas (Arora et al., 2002), la cual induce el deterioro de la membrana por la
peroxidaciéon de acidos grasos poliinsaturados libres formando hidroperoxidos,
estos pueden degradarse y formar radicales libres, etano y sustancias reactivas de
acido tiobarbiturico (Sanz et al., 1992). Se ha reportado que la actividad de LOX
incrementa durante la maduracion de frutos de guayaba y a su vez se observa un
incremento en el contenido de MDA resultando de un dafio celular y estrés

oxidativo de las membranas celulares (Mondal et al., 2009).

2.2.3 Presion de turgor

El incremento del contenido de agua en la célula es uno de los factores que

esta involucrado en el crecimiento celular, debido al incremento en la presion de
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turgor que provoca que las paredes se extiendan irreversiblemente y el volumen
aumente. En este proceso el agua es uno de los factores mas importantes. En la
célula madura, la vacuola es el compartimento intracelular de mayor volumen, éste
ocupa aproximadamente el 90% del volumen celular (Figura 12) (Hsiao y Liu-
Kang, 2000). Al mismo tiempo, la presién de turgor regula la expansion celular,
que se manifiesta como un incremento en el volumen que tiene lugar en la vacuola
(Cosgrove, 1993).

Pared celular

Citoplasma  vacuola Central N
Membrana plasmatica

Figura 12. Presion de turgor generada por la vacuola (Hsiao y Liu-Kang, 2000).

Una de las caracteristicas mas importantes de la pared celular es su
extensibilidad como consecuencia de la sintesis de nuevos compuestos quimicos
y la deformacién mecanica causada por la presién de turgor interna de la célula, lo
que provoca cambio en las fuerzas fisicas al interior de la pared y las fuerzas
externas que la afectan; asi la sintesis de compuestos favorecen el crecimiento
transversal (engrosamiento), mientras que el turgor propicia la expansion del area
celular (Von et al., 2001). Existen diversos factores que son responsables de la
presion de turgor; entre ellos, la concentracion de solutos entre la vacuola y el

medio extracelular, la semipermeabilidad de las membranas y la rigidez de la
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pared (Palta, 1990). Dicha presion de turgor es un componente importante que
contribuye en la textura y pérdida de firmeza de los frutos, y ha sido relacionada
con la pérdida de agua por transpiracion, y esta presiéon decrece durante la
maduracion de los frutos. Como lo observado en tomate, en donde la presion de
turgor y la pérdida de agua disminuyeron, al mismo tiempo que se fue perdiendo
firmeza durante las diferentes etapas de maduracion. En este sentido, los datos de
presion de turgor y firmeza nos indican que el ablandamiento de las frutas intactas
es provocado por un decremento en el turgor celular, el cual coincide con los
cambios en la pared celular como resultado de la relajacion de la misma. Asi como
también, un componente importante es la transpiracion, la cual ocurre en paralelo
con la degradaciéon de la pared celular y la reduccién en la adhesion intracelular
(Saladié et al., 2007).

2.3 Participacion del calcio en el metabolismo del fruto

La participacion del calcio en las propiedades de textura de las frutas en forma
general se asocia como un elemento que ayuda a mantener la firmeza de los
frutos debido a que incrementa la fuerza de los enlaces con los componentes de la
pared celular, formando pectato calcico al unirse con los grupos carboxilo de las
pectinas. Asi mismo se ha indicado que la degradacion de dichos pectatos se
produce por la accidon de la enzima poligalacturonasa contribuyendo a la pérdida
de firmeza, y que la accion de esta enzima, es inhibida por altas concentraciones
de calcio, contribuyendo asi a la retencion de firmeza (Monge et al., 1994).

No obstante, el calcio ejerce otras funciones que pueden tener implicaciones en
la textura de los frutos. Una de estas funciones es que puede servir como segundo
mensajero de la célula participando en un gran numero de vias de transduccion y
puede ademas transmitir la especificidad de un estimulo recibido de diferentes
formas, tales como (Sanders et al., 2002):

1. La senal del calcio puede por si sola ser la causante de la respuesta, pero

con la participacion paralela de otros elementos.

2. La especificidad puede estar definida en las propiedades espaciales de la

sefal del calcio, ya sea porque esta localiza en algun compartimento

37



especifico, o porque la fuente de la sefal del calcio puede desencadenar
selectivamente los elementos de respuesta.

3. Las propiedades dinamicas de la sefial del calcio (oscilaciones) pueden
determinar la eficacia con la que la respuesta se induce.

4. Los elementos que participan en la respuesta fisiologica deben de estar
presentes en el tipo particular de la célula en la cual la sehal del calcio se

origina.

Ademas a nivel de la planta se requiere de un suministro constante de calcio
para mantener un crecimiento y desarrollo normales. El calcio obtenido a partir de
la raiz origina concentraciones milimolares en los tejidos vegetales y en la mayoria
de las plantas el calcio es el segundo metal y el quinto elemento mas importante
después del C, H, O y K. A nivel subcelular, en ciertos organelos como la vacuola
las concentraciones de calcio son muy elevadas, las cuales se encuentran en
forma de sales de oxalato, fosfato o fitato y dicho organelo parece ser importante
para reponer el calcio de la célula, ya que ocupa del 90-95% del volumen de ésta.
En cuanto al nivel del calcio citoplasmatico de una célula vegetal en reposo es de
3 a 4 veces de magnitud menor (100-200 nM). Estas concentraciones de calcio se
mantiene por la actividad de bombas, transportadores y canales de calcio
localizados en la membrana plasmatica y en las membranas de los organelos
celulares (Gilroy et al., 1991). El calcio entra a la planta a través de canales
idnicos que son permeables al calcio en la membrana plasmatica, y dado que la
concentracion del mismo en el citoplasma es citotdxica, el nivel nanomolar de el
mismo en las células en reposo se mantiene por las enzimas Ca*>-ATPasas y los
antiportadores H'/Ca”; la actividad de éstas remueven el calcio citoplasmico ya
sea al apoplasto (espacio extracelular) o al lumen de los organelos intracelulares
(vacuola o reticulo endoplasmico) (White y Broadley, 2003). Hirschi (2001),
sugiere que las Ca*%-ATPasas, las cuales tienen alta afinidad pero baja capacidad
para transportar calcio, son responsables de aumentar la homeostasis de calcio
citoplasmico en la célula en reposo; mientras que los antiportadores H*/Ca*, los
cuales tienen afinidades menores por el calcio pero tienen alta capacidad para
transportarlo, podrian remover el calcio del citosol durante el periodo de
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sefalizacion del calcio, y asi, modular las concentraciones de calcio citoplasmico.
Cuando se incrementa el calcio extracelular directamente estimula el cierre del
estoma o reduce que éste se abra por efecto de la luz, contenido de potasio o
bajas concentraciones de CO,. También, cuando el calcio o trifosfato de inositol es
liberado del citoplasma, puede iniciar el cierre del estoma. Este comportamiento
incrementa el contenido de calcio extracelular, sin embargo el estoma unicamente
se cierra cuando el contenido de calcio esta aproximadamente arriba de 500 nM a
600 nM (Gilroy et al., 1990).

La entrada rapida de calcio por medio de los canales catidnicos en la
membrana plasmatica, tonoplasto y/o reticulo endoplasmico genera
perturbaciones en los niveles de calcio citoplasmico que inician una respuesta
celular a varias sefales de desarrollo o del medio ambiente. Existen proteinas que
cambian de conformacion o actividad catalitica al unirse al calcio, como la
calmodulina, calcineurina y cinasas que son dependientes del calcio (CDPKs), las
cuales permiten la percepcidon y transduccion de sefales que son
desencadenadas por niveles elevados de calcio citoplasmico; éstas enzimas son
llamadas “sensores de calcio citoplasmico” (White y Broadley, 2003). Cuando las
concentraciones extracelulares de calcio incrementan, provocan un incremento en
la concentracion de calcio citoplasmico y se induce la formacion del complejo
calcio-calmodulina (Ca**/CaM), el cual es responsable de regular diferentes
enzimas como la NAD quinasa, calcio ATPasa, adenilato ciclasa. H* ATPasa y
protein cinasa, NAD oxido reductasa, NAD cinasa y CaATPasa (Ferguson, 1984).

Por otro lado, se ha reportado que el calcio retrasa el proceso de maduracion y
senescencia debido a que existe un decremento en la tasa de respiracion y
produccion de etileno, y en los cambios de coloracién, en la disminucion de la
pérdida de fosfolipidos de la membrana y la disminucién en el ablandamiento
(Hirschi, 2004), como lo observaron Picchioni et al. (1998), donde frutos de
manzana Golden Delicius infiltrada con soluciones de calcio y almacenada en
refrigeracion (0 °C mas 7 dias a 20 °C), mantuvo 10 veces mas firmeza en
comparacion con el control, asi mismo la concentracion de fosfolipidos totales y
especialmente la fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esteril glucésidos acilados

en la membrana incrementaron en éstos frutos y disminuyeron en los frutos
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control. Dicho efecto se atribuye a que el calcio es un protector de la membrana
celular y por tanto mantiene la integridad de ésta.

No obstante, se ha descrito que mantener bajas concentraciones de calcio
citoplasmatico no necesariamente excluye la posibilidad de requerir altas
concentraciones de calcio extracelular para generar ciertos estimulos de respuesta
anti senescencia. En otras palabras, la actividad de ciertos sistemas enzimaticos
mediados por el calcio, puede ser activada por una alta concentracion de calcio, y
esta actividad puede ser importante en el retraso de la senescencia; sin embargo,
un incremento en la concentracion externa de calcio no necesariamente indica un
incremento en la concentracion interna. Asi como también a nivel celular, un
incremento en la concentracion de calcio citoplasmico como respuesta a una sefal
externa es un evento primario que conlleva a la activacion de CaM, proteinas
cinasas y otras enzimas; asi mismo los cambios en la composicion de las
membranas involucran la fosforilacion de fosfatidilinositol resultando en la
formacion de fosfatidilinositol-4-fosfato y de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato que
proporcionan un medio paralelo y sinérgico que amplifica las sefales externas. El
acido fosfatidico, formado por la accion de la fosfolipasa D ha sido ampliamente
reconocido por un componente clave en la via de la trasduccion de sefales. La
fosfolipasa D es una enzima clave que integra la accion receptora del etileno, el
incremento en el calcio citoplasmito y la generacion de acido fosfatidico, por lo
tanto, la regulacién de la actividad de esta enzima es un evento crucial en el

funcionamiento celular (Figura 13) (Ferguson, 1984; Mocrief et al., 1990).
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Figura 13. Senalizacion de la fosfolipasa D y su relacion con el etileno en la
degradacion de la membrana y pérdida de calidad y vida de anaquel (Aghdam et
al., 2012).

2.4 Participacion del selenio en el metabolismo del fruto

Actualmente el selenio se considera un elemento traza esencial para plantas y
animales, pero puede llegar a ser toxico en altas concentraciones. En humanos, el
selenio es un elemento importante en 25 selenoproteinas incluyendo glutation
peroxidasa, iodotironina deiodinasas y tioredoxina reductasas, las cuales estan
involucradas en muchos mecanismos de regulacion y proteccion redox (Rayman,
2012). En plantas el selenio es metabolizado por la via del azufre, su distribucion,
y acumulacion dependera de la especie quimica y la concentracion del elemento
suministrado a las raices o por via foliar, asi como de la naturaleza y la

concentracion de otras sustancias en la solucién (Terry et al., 2000). El selenio se
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encuentra en la naturaleza y sistemas biolégicos como selenato (Se*®), selenito
(Se**), selenio elemental (Se°) y seleniuro (Se?) (Broadley et al., 2006). Debido a
sus diferencias bioquimicas entre ellas, se pueden presentar modificaciones
isoméricas al interactuar con la flora microbiana y causar la oxidacién o reduccion,
asi como la formacion de compuestos organicos (Valdiviezo, 2012).

La aplicaciones de selenio via foliar o en el suelo mas utilizadas son el selenato
y el selenito sédico debido a que las plantas lo absorben con mayor facilidad que
otras formas de Se como las organicas (Selenocisteina y selenometionina) (Terry
et al., 2000). El selenato al ser muy similar al sulfato, no sélo es absorbido via los
transportadores del sulfato, sino también es incorporado en los aminoacidos de
cisteina y metionina. El selenato absorbido por las plantas es traslocado a los
brotes, y en los cloroplastos se reduce a selenito por reacciones catalizadas por
las enzimas ATP sulforilasa y adenosin fosfosulfato reductasa (Van Hoewyk,
2013). Esta reduccion parece estar limitada por la asimilacion de los iones
selenato. El selenito formado es convertido en selenido y posteriormente en
aminoacidos como selenocisteina (catalizada por la enzima cisteina sintasa) y
selenometionina. La selenocisteina puede ser incorporada en proteinas, y ya que
no tiene la forma normal de plegamiento de la cisteina, su accion como enzima
podria verse afectada (Van Hoewyk, 2013). Sin embargo, no se ha encontrado
evidencia directa del mal plegamiento de las selenoproteinas.

Por otro lado, las ROS tienen en las plantas papeles importantes en el
crecimiento, desarrollo e interacciones con el medio ambiente, y por tanto, se
producen en cantidades significativas durante la fotosintesis y la respiracion. Sin
embargo, se mantiene la homedstasis redox mediante mecanismos que controlan
la sintesis y depuracién. El desbalance entre la produccion y la eliminacion de las
ROS en los organismos conducen a lo que se conoce como estrés oxidativo
(Mittler, 2002). El selenio disminuye el estrés oxidativo debido a sus propiedades
antioxidantes que ayudan a controlar y disminuir las ROS mediante la activacion
de diferentes enzimas como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GSH-Px), ya que puede servir como cofactor de dichas
enzimas (Combs, 2001; Stadtman, 1990; Roman et al., 2014). Feng et al. (2013),
propone que la accion del selenio sobre las ROS ayudan a mantener la estructura
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y funcién celular bajo diferentes condiciones de estrés. Esto podria estar asociado
a una disminucion en el dafio peroxidativo sobre las membranas celulares y asi
poder mantener su integridad y la firmeza en frutos tratados con selenio. Esto ha
sido comprobado por Castillo-Godina et al. (2016), ya que reportaron que la
aplicacion en solucién nutritiva de 5 mg L™ de selenito de sodio sobre tomate,
presentd una mayor actividad de CAT, GSH-Px y SOD, y mantuvo una mejor
firmeza de los frutos. Ademas, se ha reportado en lechuga senescente y soya, que
el selenio mejora la capacidad antioxidante de dichos productos, ayudando a
inducir el crecimiento en lechuga (Xue et al., 2001) y retrasando la senescencia
por la disminucion de ROS en soya (Djanaguiraman et al., 2005). Aunado a esto,
se ha reportado que las bajas concentraciones de selenio disminuyen los efectos
de deterioro de diversos tipos de estrés ambiental incluyendo frio (Hawrylak-
Nowak et al., 2010), alta temperatura (Djanaguiraman et al., 2010), sequia
(Hasanuzzaman y Fujita, 2011), radiacion UV-B (Yao et al., 2010), desecacion
(Pukacka et al., 2011), agua (Wang, 2011), sal (Hasanuzzaman et al., 2011),
metales pesados (Kumar et al.,, 2012) y senescencia (Djanaguiraman et al., 2010;
Xue et al., 2001); ademas de estimular el crecimiento de las plantas (Hartikainen
et al., 2000). Sin embargo, en plantas los mecanismos bajo los cuales el selenio
mejora la resistencia a este tipo de estrés no son bien conocidos.

Estudios genéticos y moleculares realizados durante el proceso de desarrollo y
maduracion han permitido un gran avance en el conocimiento del mecanismo de
sintesis, regulacion y accién del etileno (Maunders et al., 1987; Seymour et al.,
1993). La sintesis de etileno inicia con el aminoacido metionina a través de una
serie de reacciones en las que participa la enzima metionina adenosil sintasa
(AdoMet sintasa), 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACC sintasa) y 1-
aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa (ACC oxidasa), y con la presencia de
intermediarios como la adenocin metionina (AdoMet) y el acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Figura 14) (Yang y Hoffman, 1984).
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Figura 14. Sintesis de etileno (Yang y Hoffman, 1984).

Se ha reportado que el selenio también retrasa la senescencia por

disminucion en

la producciéon de etileno,

retrasando

la maduracion

la

y

ablandamiento, incrementando la vida de anaquel y mejorando la calidad en

diferentes frutos como tomate (Pezzarossa et al, 2014), durazno y pera
(Pezzarossa et al., 2012) y platano (Nitin y Vinot, 1990).

Zhu et al. (2017), han reportado que la aplicacion foliar de 1 mg L™ de Na;SeO,

en tomate cv. 'Provence' disminuye la produccion de etileno debido a una
supresion transcripcional de los genes ACS2, ACS4 y ACO1, que codifican para la
actividad de las principales enzimas, ACC-sintasa (ACS) y ACC-oxidasa (ACO),

que participan en la sintesis de etileno, mejorando su calidad y retrasando su

ablandamiento.
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3. JUSTIFICACION

Los frutos de guayaba son altamente perecederos; maduran rapidamente
después de ser cosechados provocando principalmente una pérdida de firmeza o
ablandamiento y cambios en su calidad. Por lo cual, tienen una corta vida
poscosecha (5 a 7 dias en condiciones ambientales (25 °C) y dos semanas a 10
°C), limitando su mercado de exportacion. Se ha descrito que las aplicaciones de
calcio y selenio en pre-cosecha ayudan a mantener la firmeza, el calcio ayudando
a reducir la pérdida de peso y fortaleciendo los enlaces entre los polisacaridos de
la pared celular e inhibiendo la produccion de etileno y su accion en diferentes
frutas; mientras que el selenio ayuda a disminuir la produccion de etileno,
retrasando la maduracién e incrementando la actividad de enzimas antioxidantes
(CAT, SOD) que ayudan a disminuir las especies reactivas de oxigeno reduciendo
la peroxidacion lipidica y manteniendo la integridad de las membranas celulares.
Por lo tanto, es necesario profundizar en el estudio de la firmeza o ablandamiento
y la integridad de la membrana celular para proponer alternativas poscosecha para
extender su vida de anaquel y permitir aumentar su comercializacion en mercados

distantes.
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4. HIPOTESIS

El almacenamiento a baja temperatura altera el metabolismo de lipidos de
membrana afectando su permeabilidad y funcionalidad provocando pérdidas en la
textura de los frutos; mientras que las aplicacion de Ca(NOs),y NaSeO4 en pre-
cosecha modulan el proceso de maduracion de los frutos manteniendo la

resistencia mecanica durante el almacenamiento.
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5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios en la funcionalidad de la membrana celular durante el

almacenamiento en frio y la relacion con los cambios de textura; asi como evaluar

las aplicaciones en pre-cosecha de Ca(NOs),y NaxSeO4 para mantener la firmeza

de frutos de guayaba (Psidium guajava L.) cv. 'Media China” durante su

almacenamiento y maduracion.

5.1

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la
integridad de la membrana celular de frutos de guayaba (Psidium guajava
L.) cv. "Media China’.

Evaluar los efectos de la aplicacion poscosecha de calcio quelado con
glicina en la firmeza y maduracion de frutos de guayaba (Psidium guajava
L.) cv. "Media China’.

Mediante un estudio reoldgico, identificar el parametro mecanico que
mejor describa el comportamiento a la deformacién de los frutos de
guayaba.

Evaluar los efectos de la aplicacion pre-cosecha de Ca(NOs),y NaxSeO4
en la firmeza y maduracién de frutos de guayaba (Psidium guajava L.) cv.
"Media China’.

Identificar, mediante técnicas histoquimicas, la relacion entre el contenido
de Ca con la firmeza de los mismos.

Evaluar el efecto de la aplicaciéon de Ca(NOs), en la actividad de enzimas
asociadas a la degradacién de pared celular, poligalacturonasa (PG) y
pectinmetilesterasa (PME).

Evaluar el efecto de las aplicaciones de Se en la actividad de enzimas
asociadas al proceso de senescencia y estrés oxidativo (catalasa y
superoxido dismutasa); en frutos de guayaba (Psidium guajava L.) cv.
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"Media China” durante su almacenamiento y relacionarlas con los
cambios en la firmeza de los frutos.

Evaluar los efectos de las aplicaciones de selenio en la actividad de
enzimas de degradacion de lipidos (lipoxigenasa LOX) y la produccion de
malondialdehido (MDA) y relacionarlos con los cambios de firmeza.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Origen, cosecha y manejo de los frutos

Los frutos de guayaba (Psidium guajava L.) de la variedad ‘Media China’ fueron
recolectados en un huerto comercial ubicado en la comunidad “La Florida” del
municipio de Jungapeo Michoacan; las cosechas se realizaron en diferentes
meses del afo y en diferentes temporadas y de acuerdo a los experimentos que
se fueron realizando dentro del trabajo doctoral. En cada experimento, los frutos
se cosecharon manualmente en madurez fisioldgica indicada por un color de piel
verde-amarillo de acuerdo a lo sugerido por Mercado-Silva et al. (1998). Una vez
cosechados, los frutos se colocaron en cajas de cartdn protegidas en su base con
una capa de material suave para evitar el dafo mecanico. Las cajas fueron
transportadas al laboratorio de Fisiologia y Bioquimica de Poscosecha de Frutas y
Hortalizas de la Faculta de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro. En
el laboratorio, los frutos fueron almacenados a 10 °C durante 24 h antes de aplicar
los tratamientos.

Los tratamientos en campo fueron realizados en la misma comunidad en dos
huertos distintos donde las aplicaciones de los compuestos, las concentraciones
estudiadas en los distintos experimentos fueron aplicados por via foliar en distintos
periodos del ciclo de desarrollo del fruto utilizando una moto bomba de aspersién.
El numero de arboles y su distribucion dentro de los huertos se sefiala en cada
uno de los experimentos. Al final del ciclo del cultivo, los frutos se cosecharon y se

manejaron de acuerdo a lo sefialado en el parrafo anterior.

6.2 Estrategia experimental

El trabajo se divididé en cuatro estudios independientes: En el primero se
estudio el efecto de la temperatura de almacenamiento en la respuesta fisiologica
e integridad de la membrana celular. En el segundo se estudio el efecto de la
aplicacion poscosecha de glicina-calcio (Metalosate Calcio) en la calidad y firmeza
durante la maduracion de los frutos. En el tercero se estudio el efecto de la
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aplicacidon pre-cosecha de Ca(NOs)2 en la respuesta fisioldgica e integridad de la
pared celular durante la maduracién poscosecha de los frutos; y el cuarto abordd
el estudio de la aplicacién pre-cosecha de Na,SeO,4 en la respuesta fisioldgica e
integridad de la membrana celular durante la maduracion poscosecha de los

frutos. La estrategia experimental seguida se muestra en la Figura 15.
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A

| Almacenamiento 3 semanas a4y 10 °C I

Calidad y parametros Analisis integridad
fisiologicos de membrana celular

B | Cosecha I

[ Matalosate Ca (0, 0.02, 0.08 y 0.14 M) |

IAImacenamiento 20 dias a 10 °C |

Calidad y parametros Andlisis integridad
fisiologicos de pared celular
C  |[camNo,), (0,1,2y3%)|

I Almacenamiento 15 dias a 10 °C mas 5 dias a 20 °C I

Calidad y parametros Analisis Analisis integridad
fisiolégicos histoquimicos de pared celular

D [Na,Se0,(0,1,3 5mgL")|

| Almacenamiento 15 dias a 10 °C mas 5 dias a 20 °C |

Calidad y parametros | | Andlisis integridad de Analisis enzimas
fisiologicos membrana celular antioxidantes

Figura 15. Estrategia experimental seguida para el desarrollo de los experimentos
de temperatura (A), evaluaciones poscosecha (B) y evaluaciones pre-cosecha (C y
D).
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6.3 Meétodos

6.3.1 Aplicacion de tratamientos

6.3.1.1 Efecto de temperatura de almacenamiento

En un huerto comercial de Calvillo Aguascalientes, México se cosecharon 480
frutos y se dividieron en cuatro grupos de 120 frutos cada uno. Para provocar el
dafio por frio, un grupo de frutos se almaceno6 cuatro semanas a 4 °C mas tres
dias a 20 °C; dos grupos de frutos se almacenaron durante tres semanas a 4y 10
°C (temperatura optima) y posteriormente fueron transferidos tres dias a 20 °C; el
cuarto grupo fue el control almacenados 7 dias a 20 °C, a estos se les consider6
como frutos sin dafio.

Después del almacenamiento a 20 °C, se tomaron 40 frutos de cada
tratamiento para evaluar la calidad visual (CV), el contenido de proteina (CP),
fosfolipidos y volumen de membranas microsomales (VMM), el perfil de lipidos y
acidos grasos, y la actividad de FLD.

6.3.1.2 Tratamiento de frutos con calcio quelado con glicina
(Metalosate Calcio) en poscosecha

En un huerto comercial llamado “El salto” de Jungapeo Michoacan, se
cosecharon 180 frutos y fueron manejados de la forma descrita en el apartado
anterior. Los frutos fueron agrupados 5 lotes de 45 frutos cada uno y fueron
infiltrados bajo vacio con diferentes soluciones de glicina-calcio (Metalosate Ca)
(0.00, 0.02, 0.08 y 0.14 M) durante 10 minutos a una presion de vacio de 10 in Hg,
los frutos se dejaron secar al ambiente.

Alos 0, 5, 10, 15 y 20 dias de almacenamiento a 10 °C y 90% HR, se tomaron
12 frutos de cada tratamiento para evaluar la pérdida de peso, firmeza, calidad
visual, sélidos solubles totales, acidez titulable y fuga de electrolitos.
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6.3.1.3 Tratamiento de frutos con nitrato de calcio (Ca(NOs)2) en pre-

cosecha

En un huerto comercial llamado “El salto” de Jungapeo Michoacan, se
seleccionaron al azar 16 arboles de guayaba ‘Media China’ de edad y vigor
uniformes y distribuidos de manera aleatoria dentro del huerto. Las plantas fueron
mantenidas bajo el programa de fertilizacion, irrigacion y tratamiento fitosanitario
para control de insectos seguido por el productor.

Con los 16 arboles seleccionados, se subdividieron en cuatro conjuntos de
cuatro arboles a los que se asperjaron diferentes soluciones de Ca(NOs). (0, 1, 2
y 3% en peso). Las aplicaciones se realizaron cuando los frutos tenian un tamano
de 5 mm de diametro. La aplicacion se realizé en la primera semana de
septiembre de 2016, y la cosecha se realizé en Noviembre de 2016. De cada
tratamiento se cosecharon 120 frutos y fueron manejados de la forma descrita en
el apartado anterior. Después en el laboratorio se almacenaron a 10 °C por
distintos periodos de tiempo.

Alos 0, 5, 10 y 15 dias de almacenamiento a 10 °C y 90% HR mas 5 dias a
temperatura ambiente (20 °C) y 75% HR se tomaron 12 frutos de cada tratamiento
para evaluar su calidad visual, pérdida de peso, firmeza, solidos solubles totales,
acidez titulable, actividad enzimatica de poligalacturonasa y pectinmetilesterasa,
contenido de calcio y analisis histoquimico.

6.3.1.4 Tratamiento de frutos con selenato de sodio (Na.SeO,) en pre-
cosecha

En un huerto comercial de la comunidad de “La Florida” en Jungapeo
Michoacan, se seleccionaron al azar 8 arboles de frutos de guayaba ‘Media China’
completamente al azar, de edad y vigor uniforme. Las plantas fueron mantenidas
bajo el programa de fertilizacion, irrigacion y tratamiento fitosanitario para control
de insectos recomendado por el productor.

Los 8 arboles seleccionados, se subdividieron en 4 subconjuntos de dos arboles
los cuales fueron asperjados via foliar con diferentes soluciones de Na;SeO,4 (0,
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1,3y 5mgL™). La aplicaciones se realizaron cuando los frutos se encontraban en
un tamafio de 5 mm de diametro. La aplicacion se realizé en la primer semana de
marzo de 2017 y la cosecha para el tratamiento de 0 mg L™ se realizé a finales de
Abril de 2017; los tratamientos de 1, 3y 5 mg L™ se llevé a cabo a finales de mayo
de 2017. De cada tratamiento se cosecharon 120 frutos y estos fueron manejados
de la forma descrita en el apartado anterior. Los frutos fueron transportados al
laboratorio para su almacenamiento y analisis.

Alos 0, 5, 10 y 15 dias de almacenamiento a 10 °C y 90% HR mas 5 dias a 20
°Cy 75% HR, se tomaron 12 frutos de cada tratamiento para evaluar su calidad
visual, pérdida de peso, firmeza, solidos solubles totales, acidez titulable, actividad
enzimatica de lipoxigenasa, catalasa, superoxido dismutasa y el contenido de
malondialdehido.

6.4 Diseno experimental

Dada la magnitud y numero de experimentos, cada uno de ellos fue planeado
en forma independiente puesto que los experimentos no se realizaron de manera

simultanea.
6.4.1 Efecto de temperatura de almacenamiento

El estudio de la temperatura de almacenamiento se realizé un disefio
completamente aleatorizado en un arreglo factorial con dos factores: temperatura
de almacenamiento con tres niveles (4, 10 y 20 °C) y tiempo de almacenamiento
(7, 17 y 24 dias). La unidad experimental consistio de 40 frutos por replica y se
tomaron tres replicas por temperatura, a los cuales se les determinaron las

variables respuesta.
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6.4.2 Tratamiento de frutos con calcio quelado con glicina (Metalosate

Calcio) en poscosecha

El estudio de los tratamientos poscosecha se realizé aplicando un disefio
completamente aleatorizado en un arreglo factorial con dos factores: tratamiento
con cuatro niveles (0.00, 0.02, 0.08 y 0.14 M) y tiempo de almacenamiento (0O, 5,
10, 15 y 20 dias). Los analisis se realizaron en forma independiente para cada
periodo de muestreo (0, 5, 10, 15 y 20 dias a 10 °C). La unidad experimental
consistié de 1 fruto por replica y se tomaron 9 réplicas por tratamiento, a los cuales

se les determinaron individualmente las variables respuesta.
6.4.3 Tratamiento de frutos con Ca(NOs), y Na;SeO,4 en pre-cosecha

El estudio de los tratamientos pre-cosecha se realizé6 aplicando un disefio
completamente aleatorizado en un arreglo factorial con dos factores: tratamiento
con cuatro niveles (0, 1, 2 y 3% Ca(NOs),) (0, 1, 3y 5 mg L NaySeO,) y tiempo
de almacenamiento (0, 5, 10, 15 y 20 dias). Los analisis se realizaron en forma
independiente para cada periodo de muestreo (0, 5, 10 y 15 dias a 10 °C y su
respectiva transferencia a 20 °C). La unidad experimental consistié de 1 fruto por
replica y se tomaron 12 réplicas por tratamiento, a los cuales se les determinaron

individualmente las variables respuesta.
6.5 Meétodos utilizados
6.5.1 Calidad Visual
Para poder evidenciar los cambios en la calidad visual de cada uno de los

tratamientos, se tomaron fotografias de los frutos intactos en cada uno de los
muestreos por medio de una camara digital (OLYMPUS, TG-610).
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6.5.2 Métodos fisiolégicos
6.5.2.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso se evalué como indicador de pérdida de agua debida a la
transpiraciéon de los frutos. Se pesaron los frutos individualmente al inicio y
después cada muestreo en una balanza digital (Ohaus Scout Pro 400 g x 0.01 g);
la diferencia de peso inicial (Pi) y final (Pf) de cada fruto representd el peso
perdido durante el almacenamiento el cual se compard con el peso inicial y se
expres6 como porcentaje de pérdida de peso haciendo uso de la siguiente
expresion (Mahajan et al., 2011):

x100

o (Pi—Pf)
()

6.5.2.2 Firmeza de los frutos y analisis de la resistencia mecanica

Para los tratamientos en poscosecha de metalosate Ca, la firmeza se
determin6é mediante una prueba de compresion (Cheng-Chang y Ching-Hua, 2013)
en un texturometro TA-HD (Stable Micro Systems) equipado con una sonda
cilindrica plana de aluminio de 50.8 mm de diametro y 20 mm de altura, con las
condiciones siguientes: velocidad de prueba 2 mm s, hasta alcanzar 3% de
deformacion respecto del diametro ecuatorial maximo del fruto; registrandose la
fuerza maxima en newtons (N) necesaria para alcanzar dicha deformacion.

Los frutos son materiales viscoelasticos, los cuales combinan caracteristicas de
soélidos y liquidos, y su deformacion esta en funcion del tiempo en que se aplique
un esfuerzo. Para poder estudiar su comportamiento mecanico se realizé una
prueba de esfuerzo-relajacion, utilizando un texturémetro CT3 25K (Brookfield
CT3) equipado con una sonda cilindrica plana de aluminio de 50.8 mm de
diametro y 20 mm de altura que comprimié el fruto a una velocidad de 1 mm s’
hasta alcanzar una deformacion de 3 mm respecto del diametro ecuatorial

maximo. Alcanzada esa deformacién la sonda se detuvo y mantuvo la compresion
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durante 3 minutos. A partir de los reogramas o de la curva de esfuerzo-relajacion
se calcul6 la carga maxima (CM) reportada en newtons, deformacion recuperable
(DR) y no recuperable (DNR) reportada en mm y energia absorbida (EA) medida
en mJ; como se muestra en la Figura 16 (Mohsenin, 1970).

cM

EA=TC-TD

CARGA (N)

TD

Cmmmmmmmm—m e —————————— === >

V|-

> &
> €

DEFORMACION (mm)

Figura 16. Reograma de frutos de guayaba sometidos a una prueba de esfuerzo-
relajacion y parametros analizados: Carga maxima (CM), Deformacion recuperable
(DR), Deformacion no recuperable (DNR), Energia absorbida (EA), Trabajo de
carga (TC), Trabajo de descarga (TD).

6.5.2.3 Contenido de Solidos solubles totales

Los solidos solubles totales para este estudio, se tomaron Unicamente como
indicador de madurez y se midieron siguiendo el método 932.12 de la A.O.A.C
(2005). A 5 g de pulpa se afiadieron 10 mL de agua destilada, se homogenizaron
en un homogenizador ULTRA-TURRAX T25 durante 30 s a 13500 rpm; una gota
del homogenizado fue colocada en un refractrometro Hanna Instruments HI 96801,
previamente calibrado con agua destilada a temperatura constante de 20 °C y se

registraron los datos como °Brix considerando el factor de dilucion.
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6.5.2.4 Acidez titulable

La acidez titulable es también un indicador de madurez y se midi6 de acuerdo
al método de la AOAC (2005). Se homogeneizaron 5 g de pulpa del fruto con 30
mL de agua destilada el cual posteriormente fue filtrado. Se tomaron 10 mL del
filtrado y se colocaron en un matraz Erlenmeyer, y se adicionaron 2 gotas de
fenolftaleina (1% p/v en etanol), la mezcla fue titulada con una solucién de NaOH
0.1 N hasta obtener un vire de incoloro a rosa. El contenido de acidez fue
calculado por la siguiente expresion, reportandose como gramos de acido citrico
por 100 g de muestra:

(mL NaOH)(0.01N)(meq acido citrico)
X

160 g 100

g de acido citrico =

6.5.2.5 indice de maduracién (RPI)

El desarrollo del proceso de maduracion de los frutos se caracteriza por los
cambios en solidos solubles totales (SST) y acidez titulable (AT); no obstante,
también estd determinado por la pérdida de la firmeza de los frutos, la cual se
puede monitorear por la carga maxima (CM) derivada de la prueba de relajacion.
El RPI, por sus siglas en inglés (ripening index), es un parametro que involucra las
propiedades fisicas y quimicas de las frutas asociada con la percepcion sensorial
de su maduracion (Vasquez-Caicedo et al., 2005). Para su calculo se utiliza la

siguiente expresion:

RPI = In{ 100xCM (AT>
= XCMX [ ——
n SST

6.5.2.6 Dimensiones internas del fruto

Todos los frutos fueron utilizados en los diferentes experimentos fueron
seleccionados con un diametro maximo alrededor de 5 cm. Debido a que las
dimensiones del pericarpio y de la cavidad de alojamiento de las semillas pueden

tener un efecto en las mediciones de la firmeza; a todos los frutos se les midio el
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diametro maximo externo o diametro ecuatorial (D), el espesor del pericarpio
derecho (ED) e izquierdo (Elz), y la cavidad (CV) utilizando un vernier digital
(SURTEK) (Figura 17). Los datos fueron utilizados para realizar estudios de

correlacion y estimar su influencia en la resistencia mecanica de los frutos.

Figura 17. Dimensiones internas de los frutos con posible influencia en la
resistencia mecanica del fruto de guayaba 'Media China'.

6.5.2.7 Contenido total de compuestos fendlicos

El contenido total de compuestos fendlicos se determiné mediante el método
descrito por Folin y Ciocalteau modificado por Singleton y Rossi (1965). 200 L de
la muestra, previamente diluida (1:10), se hicieron reaccionar con 1 mL de agua
destilada y 200 yL de reactivo de Folin-Ciocalteu durante 5 a 8 minutos en un

ambiente en ausencia de luz. Posteriormente, se adicionaron 2 mL de NazCOg3 al

7% (p/v) y 1.6 mL de agua destilada. Se agitd6 y permanecié en incubacion a
temperatura ambiente durante 1 h. Se leyé su absorbancia a 750 nm en un
espectrofotometro (JENWAY, 6305, United King), empleando como blanco agua
destilada. La cuantificacion del contenido de polifenoles totales se realizé con una

curva de calibracién de acido galico de 0.02 a2 0.12 mg mL™".
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6.5.2.8 Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se calculé mediante el método descrito por Brand-
Williams et al. (1995). A 100 yL de muestra, previamente diluida (1:10), se le
adicionaron 2.9 ml de la solucion de DPPH, se agit6 vigorosamente y se mantuvo
en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
realizé la lectura en un espectrofotometro (marca JENWAY, modelo 6305, Bibby
Scientific, United King) a 517 nm, empleando como blanco metanol al 80% (v/v).
La determinacién de la actividad antioxidante se realizé con una curva de

calibracion de Trolox de 0.1 a 0.6 pmol EqTrolox mL™.
6.5.2.9 Perfil de compuestos fendlicos por HPLC

Para la identificacion de los compuestos fendlicos se emple6 el método descrito
por Flores et al. 2013, con modificaciones. Para la extraccion se utilizaron 0.2 g de
muestra liofilizada con 2 mL de metanol-agua (50:50) acidificado con 1% de acido
acético. Se coloco en un vortex y se dejo por un minuto, posteriormente se hizo
una extraccion ultrasénica durante 15 min y se centrifugd por 15 min. Se filtraron
las muestras con un filtro 0.22 um. La separacién se llevé acabo en un equipo
Merck Hitachi L-6200 con detector Waters 996 de arreglo de diodos, usando una
columna C18 (5umx250mm, Symetry) a 30°C. Se utilizaron dos fases moviles:
fase A (agua grado HPLC-1% de acido férmico) y fase B (100% acetonitrilo) con
un gradiente lineal como se establece en la Tabla 3. El tiempo de corrida para
cada muestra fue de 30 min a un flujo de 0.8 mL min™", el volumen de inyeccién

fue de 20 pL del extracto.
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Tabla 3. Gradiente de separacion de compuestos fenélicos por HPLC-DAD.

Minuto Flujo (mL/min) %A % B

0 0.8 90 10
5 0.8 80 20
10 0.8 70 30
20 0.8 60 40
30 0.8 60 40

Se realizé la cuantificacion de los compuestos fendlicos en fracciones

individuales en base a una curva estandar de acido galico.

6.5.3 Métodos bioquimicos. Actividades enzimaticas asociadas al
metabolismo de la pared celular.

6.5.3.1 Obtencion del extracto enzimatico

El extracto de enzimas se obtuvo mediante el método descrito por Carabali et
al. (2009), con ligeras modificaciones. Cinco gramos de la pulpa del fruto de
guayaba se molieron en un homogenizador ULTRA-TURRAX T25 durante 1 min a
13500 rpm, con 20 mL de buffer de extraccion (citrato-fosfato 0.1M, NaCl 0.1M,
DTT (ditiotreitol) 1TmM, pH 7). Posteriormente, se centrifugé a 10000 rpm a 4 °C
durante 30 min. El sobrenadante se filtr6 mediante vacio y constituyo el extracto
utilizado para la cuantificacion de proteina y la actividad de pectinmetilesterasa y
poligalacturonasa.

6.5.3.2 Actividad de Pectinmetilesterasa (PME)

La enzima PME hidroliza el enlace éster de las pectinas generando metanol, y

el C-6 presente en los residuos de acido galacturénico de las pectinas se

transforma en un grupo carboxilo. La disociacién de este grupo carboxilo genera
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protones que producen un descenso en el pH del medio de reaccién, lo cual nos
indica una mayor degradacion de las pectinas (Guillermo, 2007).

Se preparo una mezcla de reaccion con 2.5 mL de extracto enzimatico y 25 mL
de pectina citrica de alto metoxilo al 1 % y NaCl 0.2 M a pH 7.0 ajustando con
NaOH 0.01 N. La mezcla de reaccién se incubo a 30 °C por 20 min. La actividad
de la PME se determiné por cuantificacion de los grupos carboxilo liberados por la
PME mediante su titulacion por neutralizacion con NaOH 0.01 M. Para esto se
mid el volumen de hidréxido de sodio necesario para ajustar el pH nuevamente a
7.0. Se realizaron blancos de sustrato y de extracto, en los cuales se mantuvieron
las mismas condiciones de incubacion y de cuantificacion que en la mezcla de
reaccion. La unidad de actividad especifica de PME fue definida como los moles
de hidrégeno liberados por min por kg de proteina (Carabali et al., 2009).

6.5.3.3 Actividad de Poligalacturonasa (PG)

La actividad de PG se determind mediante la cuantificacion del acido
galacturonico liberado por la enzima después de un tiempo de reaccion sobre un
sustrato de acido poligalacturonico. La cuantificacion se realizd por
espectrofotometria mediante el método reportado por Da Costa Raposo y Finardi
Filho (2005), con algunas modificaciones. 100 pL de extracto enzimatico que se
incubaron con 0.3 mL de acido poligalacturénico al 0.5% v/v, durante 30 min a 37
°C. Transcurridos los 30 min, la reaccidn se detuvo utilizando 2 mL de buffer
borato (0.1 M. pH 9) y 0.4 mL de cianocetamida al 1% v/v. Después de parar la
reaccion, la mezcla se homogenizé y se llevd a ebullicion por 10 min.
Posteriormente, se enfri6 y se midi6 la absorbancia a 276 nm en un
espectrofotometro Perkin EImer Lambda 40. La liberacién de unidades de acido
galacturdnico se determind con base en una curva patron de acido galaturénico (0
a 48 ug) y la actividad especifica se expresé en unidades de acido galacturénico
liberado por kg de proteina en un minuto de reaccién (mol kg™ de proteina min™).
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6.5.3.4 Cuantificaciéon de proteina

Para estimar la actividad especifica de las enzimas se cuantifico la proteina por
el método de Bradford (1976). Se prepar6 una solucién estandar de sero albumina
bovina a una concentracién de 1 mg/mL, a partir de esta solucién, se prepard una
curva de calibracion de 0 a 100 ug, ajustando el volumen a 1 mL. Para el blanco,
se utilizé unicamente agua destilada. Tanto para la curva de calibracion como para
las muestras, se utilizaron 100 yL del extracto y se adicionaron 5 mL del reactivo
de Bradford. A los 5 min de reaccién, se lgd la absorbancia a una longitud de
onda de 595 mn en un espectrofotometro Perkin ElImer Lambda 40 (Bradford,
1976; Kruger, 2002); con este dato y la curva de calibracion se obtuvo la cantidad
de proteina en el extracto.

6.5.4 Contenido de calcio

El contenido de calcio fue determinado en la pulpa del fruto después de la
cosecha. 120 g de pulpa de fruta de cada uno de los tratamientos de calcio se
liofilizaron y pulverizaron. El polvo fue utilizado para ser digerido en una mezcla
2:1 de HNO3y HCIO4 y la solucion obtenida fue analizada por espectrometria de
absorcion atomica (Minamide et al., 1986).

6.5.5 Analisis histoquimico de Ca

La presencia de calcio en los tejidos de guayaba se realiz6 mediante el método
de tincion con acido tanico-cloruro férrico siguiendo la metodologia de Sandoval,
2005. Se obtuvieron secciones en forma triangular del endocarpo de dos frutos de
guayaba por tratamiento. A esas secciones se les realizé un corte transversal de
200 pm mediante un micrétomo manual (R. Jung Ag Heidelberg, 20175). Se
colocé el material sobre una solucidn acuosa de acido tanico al 1% por 10 min.
Posteriormente se lavd en una corriente de agua destilada por 10 min, después se

colocé en cloruro férrico al 3% por 5 a 10 min, se lavé con agua destilada y se
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observo al microscopio optico (Axiostar Plus, Carl Zeiss, 176045). La pared celular

con calcio debia tefiirse de color negro o azul obscuro (Sandoval, 2005).

6.5.6 Analisis de la integridad de la membrana celular

6.5.6.1 Fuga de electrolitos

La fuga de electrolitos evalua la pérdida de integridad de las membranas
durante la maduracion de los frutos. Esta estimacion se realiza mediante la
comparacion de la conductividad o liberacion de iones a un medio acuso respecto
de la liberacion de iones totales cuando las membranas son destruidas. 10 discos
(14 mm de diametro) de la pulpa de los frutos de guayaba se incubaron en 25 mL
de agua desionizada por 3, 6, 12, 30 y 60 minutos y se midié su conductividad con
un conductimetro (El-Hama Instruments Ltd., El-Hama, Israel). La conductividad
total se determiné en muestras similares congeladas por 24 h, se descongelaron a
temperatura ambiente y se llevaron a ebullicion en 25 mL de agua destilada por 15
minutos, se reajustd su volumen y se midio la conductividad. La pérdida de
electrolitos se expres6 como porcentaje de conductividad respecto a la
conductividad total (Maalekuu et al., 2006).

6.5.6.2 Separacion de membranas microsomales

Para poder analizar los cambios en la composicién de las membranas durante
la maduracion de los frutos de guayaba se separaron las membranas
microsomales de acuerdo a la técnica de particion de fases descrita por Gonzalez
de la Vara y Medina (1988). 120 g de la pulpa de guayaba fueron homogenizados
en una licuadora por 30 segundos con una solucion extractora (250 mM de
Sacarosa, 4.0 mM de 1-4 ditiotreitol (DTT), 0.5 mM de sal sddica del etilen-diamino
tetra-acético (EDTA), 0.1% (p/v) de albumina de suero de bovino, 0.5% (p/v) de
polivinilpirrolidona insoluble y 70 mM de hidroxiaminometano/acido clorhidrico
(Tris/HCI), pH 8, a 4 °C) y el homogenizado fue filtrado al vacio sobre tela de
algodon y centrifugado a 9 000 rpm por 15 min; el sobrenadante fue nuevamente
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centrifugado a 10 000 rpm por 2.5 h y el residuo de esta fraccion represento la
fraccion de las membranas microsomales. Posteriormente fueron resuspendidas
con 1.6 mL de una solucion reguladora (250 mM de sacarosa, 20 mM de DTT y 50
mM de hidroximetilaminometano y acido morfolinoetanosulfénico (Tris/MES), pH
de 6.5). Estas muestras fueron almacenadas a -80 °C para posteriormente
analizar su contenido de proteinas, lipidos, fosfatos de fosfolipidos y actividad de
FLD.

6.5.6.3 Contenido de proteina en membranas microsomales

Uno de los componentes dentro de las membranas celulares son las proteinas,
las cuales durante la maduracion de los frutos su contenido decrece en
consecuencia de la pérdida de la integridad de las membranas. El contenido de
proteina se determind por el método reportado por Bradford (1976). Se prepard
una solucion estandar de sero albumina bovina a una concentracion de 1 mg/mL,
a partir de esta solucién, se preparé una curva de calibracién de 0 a 100 ug,
ajustando el volumen a 1 mL. Para el blanco, se utilizé unicamente agua destilada.
Tanto para la curva de calibracion como para las muestras, se utilizaron 5-10 uL
de las membranas microsomales y se colocaron en un tubo Eppendorf y se
agregaron 5 ulL de desoxicolato al 0.2%, se agitd y dejo reposar por 10 min;
posteriormente se agregaron 25 uL de NaOH 0.1 N, se mezclé y se dejé reposar
por 10 min, se agrego agua destilada hasta 500 uL, se mezcl6 y adicionaron 500
uL del reactivo de Bradford. A los 5 min de reaccién, se lgd la absorbancia a una
longitud de onda de 595 mn en un espectrofotometro Perkin ElImer Lambda 40
(Bradford, 1976; Kruger, 2002); con este dato y la curva de calibracion se obtuvo
la cantidad de proteina en el extracto.

6.5.6.4 Contenido de fosfolipidos

Los fosfolipidos son los componentes mayoritarios de las membranas

celulares, los cuales sufren cambios o se degradan durante la maduracion de los
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frutos. El contenido de fosfatos se determiné de acuerdo al método reportado por
Ames (1966) y su conversion a fosfolipidos fue hecho suponiendo un peso
molecular promedio de 760, el cual corresponde a la fosfatidilcolina. 50 uL de
membranas microsomales se colocaron en un tubo de vidrio con 250 ulL de acido
perclérico y fueron calentadas hasta digestion completa de la materia organica, el
residuo se dejo enfriar y se recuperd con 5 mL de agua. Posteriormente se filtré y
el filtrado se llevdo a un matraz aforado de 10 mL. Para medir la cantidad de
fosfatos, se tomaron alicuotas de 1 mL a las cuales se les agrego el reactivo de
Ames (1.2 mL de molibdato de amonio al 0.42% en acido sulfurico 1 N con 0.2 mL
de acido ascorbico al 10% y 0.48 mL de agua), se agité y se mantuvo 45 min a 30
°C, para permitir el desarrollo de color, y se midi6 la absorbancia a 820 nm. Los
resultados fueron calculados mediante una curva estandar utilizando 1 mM de

KH,PO, de alta pureza.

6.5.6.5 Extraccion, separacién y cuantificacion de lipidos

Para poder identificar que tipo de lipidos se encuentran en las membranas
celulares de los frutos de guayaba, se realizé una extraccidn de los lipidos
mediante el método reportado por Bligh y Dyer (1959), con modificaciones de
Whitaker (1988). 200 uL de las membranas microsomales se mezclaron con 2.5
mL de isopropanol, y fueron calentadas por 15 min a 70 °C, se enfriaron a
temperatura ambiente y se agregaron 5 mL de la mezcla de cloroformo metanol
2:1 v/v que fue calentada a 70 °C por 15 min y filtrada. Al filtrado se le agregaron
0.5 mL de solucion de KCI al 0.88%, se agitd y fue separada la fase polar y el
residuo se lavo dos veces con 3 mL de la mezcla metanol agua 1:1 v/v. La fase
polar se llevo a sequedad a 60 °C en atmdsfera de Ny y el residuo fue almacenado
a -20°C.

Para la separacion por cromatografia de capa fina, el residuo con el contenido
de los lipidos, fue recuperado con 500 uL de cloroformo, se tomaron alicuotas de
50 uL y se aplicaron a una placa cromatografica de silica gel 60 (Merck). La

separacion de lipidos se realiz6 dentro de una camara cromatografica utilizando
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una solucion de cloroformo:metanol:acido acético:agua (160:40:8:4) y 5 uL de
estandares de fosfolipidos (mg/mL), acido fosfatico (AF), fosfatidilcolina (FC),
fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilglicerol (FG), fosfatidilinositol (FI), cardiolipina
(CL), monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y digalactosildiacilglicerol (DGDG).
Posteriormente las placas se secaron en una corriente de Nyg) y se revelaron con
solucién de 2.7 fluoresceina al 0.1% en metanol. Los lipidos fueron identificados
con estandares y con una lampara de luz UV y separados con una espatula de
acero inoxidable y colocados en un tubo de ensayo con tapa de rosca.

La cuantificacion se realizé en fracciones separadas que fueron recuperadas
con 2 mL de éter de petroleo y derivatizadas, se agregaron 2 mL de solucién de
BF; al 12% (Metcalfe et al., 1996) y 10 uL (1 ug/uL) de acido heptadecanoico
C17:0 como estandar interno, dicha mezcla fue calentada a 70 °C por 15 min, y
enfriada a temperatura ambiente, posteriormente se agregé 1 mL de agua
destilada, se volvid a agitar y se dejo reposar para conseguir que se separaran
dos fases. La fase polar fue extraida y secada en atmosfera de Ny, el residuo
(metil esteres) se recuperd en 50 uL de éter conteniendo antioxidante BHT al
0.01%. La cuantificacion de acidos grasos fue realizada por cromatografia de
gases; se inyecto 1 uL en una columna Innowax, en una rampa de temperatura de
120-250 °C, con un tiempo inicial de 1 min, incrementando la temperatura de 10 °C
min” y la temperatura final se mantuvo por 5 min. Las temperaturas del inyector y
detector FID fueron de 250 y 275 °C, respectivamente, con una velocidad de
registro de 0.7 cm min™, la atenuacién de 2 con area de rechazo de 2000. Los
tiempos de retencion se ubicaron utilizando patrones de acidos grasos saturados y

de acidos grasos insaturados previamente derivatizados.
6.5.6.6 Enzima Fosfolipasa D

La enzima fosfolipasa D se ha reportado como la principal degradadora de los
fosfolipidos y recambio en la composicion de las membranas celulares (Dyer et al.,
1994). La actividad de la fosfolipasa D se determind de acuerdo al método

reportado por Clermot y Douce (1970). 50 uL de membranas microsomales fueron
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colocadas en tubos de ensaye con 1.25 mL de buffer de acetatos 0.1 M de pH 5.6
y 0.5 mL de CaCl, 60 mM, se agitaron por 15 s y se agregaron 10 uL de
fosfatidilcolina (25 mg/mL de éter), se agitaron nuevamente y se incubaron 1 h a
30 °C, al final, la cantidad de fosfotidilcolina residual fue extraida y cuantificada de
manera similar a los lipidos de las membranas microsomales. Los resultados
fueron expresados en umoles de colina liberado por mg de proteina™ min™ y fue

utilizado como patrén de actividad de fosfolipasa D de 2500 unidades.
6.5.6.7 Lipoxigenasa (LOX)

El extracto se obtuvo mediante el método reportado por Mondal et al. (2009),
con ligeras modificaciones. 4 g del tejido se homogeneizaron en un
homogenizador ULTRA-TURRAX T25 durante 1 min a 10000 rpm, en 10 mL de
buffer de extraccion (fosfato 0.01M pH 7.5, 5% (p/v) polivinilpirrolidona (PVPP), 1
mM EDTA, 10 mM [B-mercaptoetanol). Posteriormente, se centrifugé a 10000 rpm
a 4 °C durante 20 min. Se utilizé 1 mL del sobrenadante y se mezclé con 2 mL de
etanol absoluto y 7 mL de etanol al 60%, y se centrifugd 15 min a 10000 rpm. El
sobrenadante se consider6 como el extracto enzimatico. Una muestra del
sobrenadante fue utilizado para la cuantificacién de proteina.

Para la preparaciéon del sustrato, se mezclaron 466 uL de acido linolénico, 466
pL de Tween 20 y 10 mL de agua destilada. Esta mezcla fue clarificada con 1 mL
de NaOH 1N por 10 min a 25 °C. La solucién fue llevada a 200 mL de buffer
fosfato pH 7 (Surrey, 1964).

Para la mezcla de reaccion se utilizd 1 mL de extracto enzimatico y 3 mL de la
solucion sustrato. La actividad de LOX fue medida a 30 °C por 3 min. El cambio en
la absorbancia fue medida a 234 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 40. Una unidad de actividad especifica de LOX especifica fue
considerada como un pmol de hidropéroxido de acido linolénico producido por
minuto por mg de proteina (umol hidropéroxido acido linolénico min mg protel’na'1)
(Anthon y Barret, 2000).
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6.5.6.8 Contenido de malondialdehido (MDA)

El contenido de MDA fue determinado por el método descrito por Heath y
Pecker (1968). Un gramo de tejido fue homogenizado en 5 mL de 0.1% (p/V) acido
tricloroacético (TCA) y centrifugado 15 min a 10000 rpm a 4 °C. 1 mL del
sobrenadante fue mezclado con 4 mL de 20% (p/V) TCA conteniendo 0.5 % (p/V)
acido 2-tiobarbiturico (TBA) y la mezcla fue incubada a 95 °C por 30 min. Las
muestras fueron enfriadas rapidamente en hielo, centrifugadas por 15 min a 10000
rom a 4 °C midiéndose la absorbancia del sobrenadante a 532 y 600 nm. La
concentracion de MDA fue calculada utilizando el coeficiente de extincion molar de
MDA de 155 mM™ cm™ (Mondal et al., 2009).

6.5.7 Analisis de enzimas antioxidantes
6.5.7.1 Catalasa (CAT)

La actividad de catalasa fue determinada por el método descrito por Blackwell
et al., (1990), con ligeras modificaciones. Cinco gramos de fruta congelada fueron
homogenizados en 50 mL de acetona a 4 °C y se filtraron. El residuo se lavé dos
veces con 25 mL de acetona a 4 °C y se dej6 secar. El polvo seco sirvié de base
para extraer la enzima. 0.5 gr de polvo de acetona se homogeneizaron con 10 mL
de buffer de extraccion (0.1 M Tris/HCI pH 8.5, 5 mM B-mercaptoetanol) y después
centrifugado por 20 min a 10000 rpm a 4 °C. El sobrenadante constituyo el
extracto enzimatico.

La mezcla de reaccion contenia 2.7 mL de 10 mM Tris/HCI pH 8.5 y 0.1 mL de
0.88% H202en 100 mM Tris/HCI pH 8.5; a la cual se agreg6 0.2 mL de extracto
enzimatico. La actividad de catalasa fue monitoreada a 240 nm por 10 min a
temperatura ambiente (24-26 °C) con un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda
40. Una unidad de actividad de CAT especifica fue reportada como la
descomposicion de 1 ymol de H2O, por minuto por gramo de proteina (1 umol

H,O, min™" g proteina™) (Rivera-Pastrana et al., 2013).
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6.5.7.2 Superoéxido dismutasa (SOD)

La actividad de superdxido dismutasa fue determinada de acuerdo al método
de Tejacal et al., (2005). La actividad de SOD, fue determinada mediante la
inhibicion de la reduccion fotoquimica del azul de nitrotetrazolio (NBT). La enzima
fue extraida de 0.5 gr de polvo de acetona, homogenizado con 10 mL de buffer
fosfato 50 mM pH 7.8 y centrifugado 20 min a 10000 rpm a 4 °C. El sobrenadante
constituyo el extracto enzimatico. El buffer de reaccion consisti6 de 27 mL de
buffer fosfato 50 mM pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 1.5 mL de solucién de L-metionina (30
mg mL™"), 1 mL de NBT (1.41 mg mL™") y 0.75 mL de solucién X-100 triton al 1%.

Para la reaccién a 0.03 mL de solucion de riboflavina (4.4 mg 100 mL™"), se
anadio 0.4 mL de extracto enzimatico y 2.57 mL del buffer de reaccion, y
posteriormente fue expuesta a luz fluorescente emitida por una lampara de 20 W
por 15 min a temperatura ambiente (24-26 °C), y la absorbancia fue medida a 560
nm en un espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 40. Una unidad de actividad
especifica de SOD fue definida como la concentracion de extracto enzimatico que
inhibe 50 % la formacion de NBT por minuto por gramo de proteina (U min”’ g

protel'na'1) (Rivera-Pastrana et al., 2013).
6.5.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en cada uno de los experimentos, fueron analizados
estadisticamente a través de un analisis de varianza para comparar el efecto de
los tratamientos mediante la comparacidon de medias a través de la diferencia
significativa (LDS) a través de la prueba de Tukey (a = 0.05) utilizando el paquete
estadistico JMP 8.0.1.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto de temperatura de almacenamiento

7.1.1 Componentes de la membrana celular

Los frutos de guayaba con severo dafno presentaron una reduccidén en el
contenido de proteina y fosfolipidos, asi mismo en el volumen de membranas
microsomales (47, 22 y 5 %), respecto a los frutos sin dafio. Por su parte, los
frutos almacenados a 4 °C y 10 °C presentaron una reduccion en el contenido de
proteina y fosfolipidos respecto a los frutos sin dafio, mientras que en el volumen
de membranas microsomales los frutos almacenados a 10 °C presentaron valores
similares a los frutos sin dafio (Tabla 4). Esto podria indicarnos que los frutos con
severo dafio por frio y almacenados a 4 °C estan induciendo la pérdida de
integridad de la membrana celular. Ademas, los frutos almacenados a 10 °C, al
mantener el volumen de membranas microsomales similar a los frutos sin dafo,
podria estar indicando que esta temperatura disminuye el dafo, incrementa su
vida poscosecha y siguen un proceso normal de maduracion. Un comportamiento
similar fue reportado en meldén, en donde se observd que conforme avanza el
proceso de maduracion, el contenido de fosfoslipidos disminuye, y esto se
correlacion6 con la pérdida en la integridad de la membrana (Lacan y Baccou,
1996). Por otro lado, se han reportado cambios en las proteinas de membrana
durante el proceso de senescencia de manzana (Malus domestica Borkh cv.
Golden Delicious), ya que se observa una reduccion del 30% de las proteinas en
frutos senescentes (25 pg/gpf), mientras que en frutos no senescente el contenido
de proteina fue mayor (37.5 pg/gpf), sefialando que dicha reduccidn de proteinas
se relaciona con una pérdida en la integridad de la membrana celular (Paliyath y
Poovaiah, 1985).
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Tabla 4. Contenido de proteina, volumen de membranas microsomales y
contenido de fosfolipidos de frutos de guayaba sin dafio por frio (sietes dias a 20
°C), con severo daio por frio (4 semanas a 4 °C), y almacenados a 4 y 10 °C por 3
semanas.

Temperaturas | oroin Miorosomales Fosfolipidos
(g g”) (WL g*) (mg mL")
Fruta sin dafio  7.60° 2.03° 19.21°
Fruta con 4.04° 1.93° 15.06°
severo daino
4°C 4.83° 1.98° 16.73°
10°C 4.74° 2.03° 16.51°

Valores con la misma letra mindscula en la misma columna son estadisticamente iguales (p<0.05)

7.1.2 Cambio en el perfil de lipidos y acidos grasos

Durante el almacenamiento a bajas temperaturas se observaron cambios
importantes en los lipidos de la membrana. El total del contenido de acidos grasos
en membranas microsomales de frutos con severo dafo por frio y almacenados a
4 y 10 °C, fueron reducidos 44%, 41% y 41%, respectivamente comparado con los
frutos sin dafo (Tabla 5). Los niveles totales de acidos grasos en MGDG en frutos
con severo dano y almacenados a 4 y 10 °C fueron reducidos 73%, 9% y 50%
respectivamente comparado con los frutos sin dafo. Mientras que el DGDG no fue
detectado en frutos con severo dano y almacenados a 4 °C; de manera
interesante el almacenamiento a 10 °C increment6 30% del total de acidos grasos
en DGDG comparado con frutos sin dafio. Sin embargo, los niveles de fosfolipidos
(FI, FC, FG, FE, CL y AF) en frutos bajo severo dafio por frio fueron reducidos
entre el 15-71% comparado con frutos sin dafio (Tabla 5). Similarmente los frutos
almacenados a 4 y 10 °C mostraron una reduccion en el contenido de fosfolipidos
entre 8-71% y 6-68%, respectivamente. Estos resultados podrian indicar que la
funcionalidad de las membranas esta comprometida durante el almacenamiento a
bajas temperaturas, especialmente el almacenamiento de los frutos de guayaba a
4 °C.

El contenido total de acidos grasos saturados en frutos con severo dafo por
frio y almacenados a 4 y 10 °C fueron reducidos 67%, 77% y 67%
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respectivamente, comparado con frutos sin dano por frio. Los niveles de acidos
grasos saturado en MGDG de frutos con severo dafio y almacenados a4y 10 °C
disminuyo 67%, 61% y 17%, respectivamente, comparado con frutos sin dafo.
Similarmente el DGDG no fue detectado en frutos con severo dafio y almacenados
a 4 °C; mientras que los frutos almacenados a 10 °C, el DGDG increment6 131%
comparado con fruta sin dafo por frio. Sin embargo, los niveles de fosfolipidos (Fl,
FC, FG, FE, CL y AF) en frutos con severo dafno por frio y almacenada a 4 y 10 °C
fueron reducidos entre 34-82%, 61-88% y 51-98%, respectivamente, comparados
con fruta sin dano por frio (Tabla 5). La pérdida general de acidos grasos
saturados en las diferentes especies de los lipidos podria indicar cambios en su
metabolismo, o un proceso de transicion de fase de los lipidos de la membrana en
una region especifica de la membrana enriquecida por estos acidos grasos.

El analisis total de acidos grasos insaturados revelé que los frutos con severo
dafio por frio almacenados a 4 y 10 °C mostraron una reduccion de 27%, 14% y
22%, respectivamente, comparado con frutos sin dafio por frio. Los niveles de
MGDG en acidos grasos insaturados en frutos con severo dafo por frio y
almacenados a 10 °C fueron reducidos 75 y 56%, respectivamente, comparado
con frutos sin dafo (Tabla 5). En contraste, los frutos almacenados a 4 °C
mostraron un incremento del 1% en los niveles de MGDG comparado con frutos
sin dafo. Sin embargo, el contenido de DGDG incrementdé 9% en frutos
almacenados a 10 °C y completamente perdido en frutos con severo dafio por frio
o almacenados a 4 °C. Los frutos con severo dafo por frio mostraron una
reduccion en Fl (70%) y CL (59%), y un incremento en FC (2%), FG (3%),
FE(44%) y AF (10%) comparado con frutos sin dafo. Mientras los frutos
almacenados a 4 °C mostraron una reduccion en Fl (76%), FC (36%) y FE (39%),
y un incremento en FG (66%), CL (65%) y AF (58%) comparado con frutos sin
dafio por frio. También los frutos almacenados a 10 °C mostraron una reduccion
en Fl (69%), FC (26%), CL (70%), y un incremento en FG (9%) y FE (5%),
comparado con frutos sin dafo. En general, la relacion de acidos grasos
insaturados y saturados fue de 1, 3, 5, y 3 en frutos sin dafio por frio, severo dafo
por frio y almacenados a 4 °C y 10 °C, respectivamente; indicando una posible
sustitucidon de acidos grados saturados por acidos grasos insaturados como
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respuesta al estrés por frio confirmando la idea de que a bajas temperaturas se
inducen cambios metabdlicos en los lipidos de la membrana y simultaneamente
una transicion de fase de los lipidos de la membrana propuesto en diferentes
grupos de investigacion (Lyons, 1973; Raison y Or, 1990). De acuerdo con estos
autores, el presente estudio muestra que el almacenamiento de los frutos a bajas
temperaturas afecta el metabolismo de los lipidos en las membranas celulares
(Figura 18), incluso la temperatura de 10 °C propuesta como la mejor temperatura
de almacenamiento (Kader, 1999). Estos resultados remarcan la necesidad de
nuevas estrategias de almacenamiento para reducir el dafio por frio en frutas.

Los efectos de las bajas temperaturas en el metabolismo de los lipidos de la
membrana también han sido reportados en otros modelos de frutas y plantas. Por
ejemplo, ha sido sugerido que el dafio por frio en tomate esta asociado a la
reduccion en galactolipidos debido a los cambios de la biosintesis de MGDG y
DGDG (Nguyen y Mazliak, 1990; Yu y Willemont, 1996). De esta forma, nosotros
hipotetizamos que las bajas temperaturas podrian inhibir las enzimas MGD y DGD
sintasa causando una reduccion en los niveles de MGDG y DGDG (Petroutsos et
al. 2014; Yuzawa et al. 2014). También ha sido sugerido que las rutas metabdlicas
de MGDG regulan los contenidos de acidos grasos insaturados en galactolipidos
durante la adaptacién a bajas temperaturas (Yuzawa et al. 2014), indicando un
importante rol del MGDG en el mecanismo del dafio por frio.

En el presente estudio, también fue revelado que la fruta con dafo por frio
experimenta una reduccion significativa en los niveles de AF y FG. Esta reduccion
podria estar causando disfuncion mitocondrial debido a que el AF y FG son los
principales precursores para la biosintesis de CL, principal componente de la
membrana mitocondrial (Acehan et al. 2011). También, la actividad de CL sintasa
depende de la CL asociada a la membrana mitocondrial (Nowicki et al. 2005).
Ademas, se ha mostrado que la CL es requerida para la producciéon de ATP
mitocondrial (Lange et al. 2001; Ren et al. 2014), ensamblado y estabilidad de los
super complejos respiratorios (Mileykovskaya y Dowhan, 2014; Pineau et al. 2013;
Schlame et al. 2000). Nuestros datos mostraron una fuerte pérdida de CL en frutos

almacenados a bajas temperaturas indicando alteraciones en la funcionalidad de
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la membrana mitocondrial como fue indicado en papaya con dafo por frio, la cual
experimento una reduccion en la sintesis de ATP (Yong-Gui et al., 2017).

Ademas, el bajo contenido de Fl encontrado en frutos de guayaba con dafo por
frio (Tabla 5) podria tener un importante impacto en la funcionalidad de la
membrana debido a que el inositol fosforilado esta involucrado en la senalizacion
celular (Boss y Im, 2012, Sharma y Kumar, 2015), trafico de membrana y procesos
de remodelacion de fosfolipidos (Thole y Nielsen, 2008). Igualmente, los bajos
niveles de fosfolipidos y galactolipidos podrian deberse al bajo contenido de AF
observado en las membranas (Tabla 5) de los frutos con severo dafo por frio
(Dubots et al. 2010 y 2012). Asi es posible que los bajos niveles de AF podrian
estar involucrados en la incidencia del dafo por las bajas temperaturas. Mas
estudios son necesarios para elucidar el rol de estos lipidos sobre el mecanismo
de dafo por las bajas temperaturas. Ademas, de encontrar una relacion del
cambio en el metabolismo y contenido de los lipidos anteriormente mencionados

con el ablandamiento en los frutos de guayaba.
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Tabla 5. Contenido de acidos grasos (ng g de membranas microsomales) en
diferentes fosfolipidos (FL) y galactolipidos (GL) de frutos de guayaba sin dafo por
frio (sietes dias a 20 °C), con severo dafio por frio (4 semanas a 4 °C), y
almacenados a 4 y 10 °C por 3 semanas.

FL/GL ng" AGsat AG insat T;\’g’" AGsat :s‘it
Frutos sin dano por frio Frutos con severo dano por frio
MGDG 30.8° 5.2° 25.6° 8.2° 1.7° 6.5°
DGDG 285° 4.9° 23.6° - - -
FI 51.32  24.2° 27.0° 16.5° 8.4° 8.0°
FC 106.6* 39.7° 66.9° 80.7° 12.3° 68.4°
FG 46.6° 23.2° 23.4° 39.6° 15.4° 24.2°
FE 36.2° 17.5° 18.7° 30.9° 4.0° 26.9°
CL 443 23.2° 21.1° 13.0° 4.2° 8.7°
AF 50.12  27.5° 22.6° 34.1° 9.2° 24.9°
Total 394.2° 1654°  228.8° 222.9° 55.2° 167.6°
4°C 10 °C
MGDG 27.9° 2.0° 25.9° 15.6° 4.3 11.3°
DGDG - - - 37.1° 11.4° 25.7°
FI 15.0° 8.5° 6.5° 16.8° 8.4° 8.3°
FC 48.8° 6.2° 42.7° 60.5° 11.4° 49.2°
FG 43.1°  4.1° 38.9° 36.5° 11.1° 25.4°
FE 17.4°  6.1° 11.4¢ 34.3° 4.0° 30.4°
CL 37.6° 2.7° 34.9° 26.3° 4.2° 22.1°
AF 445% 8.9° 35.7° 7.4° 0.6° 6.8°
Total 234.3° 384° 195.9° 234.5° 55.4° 179.1°

® Valores con la misma letra minuscula en la misma fila y por cada tipo de acido graso son
estadisticamente iguales (p<0.05)
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Figura 18. Porcentaje relativo de diferentes lipidos de membranas microsomales
de frutos de guayaba con severo dafio por frio, y almacenados 4 y 10 °C, respecto
a frutos sin dafio por frio. La linea colocada al 100 % significa el porcentaje relativo
de la fruta sin dafo por frio.
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7.1.3 Actividad de fosfolipasa D

La actividad de la enzima fosfolipasa D fue evaluada para corroborar el efecto
de la temperatura sobre el catabolismo de los lipidos de la membrana. Los frutos
con severo dafo por frio y almacenados a 4 y 10 °C presentaron mayor actividad
de fosfolipasa D en comparacion con los frutos sin dafo por frio (58.44, 44.6, 38.6
y 23.7 mmoles de colina por mg proteina™ min™, respectivamente) (Figura 19).
Estos resultado sugieren que el almacenamiento a bajas temperaturas induce un
dafio en la membrana, incluyendo la temperatura de 10 °C considerada como
optima. El incremento de la actividad de fosfolipasa D a bajas temperaturas ha
sido reportado en pepino (Mao et al., 2007), semillas de maiz (Pinhero et al., 1998)
y células de Arabidopsis (Ruelland et al., 2002). Ademas, se ha reportado que la
fosfolipasa D es la enzima que inicia el catabolismo de los lipidos, un proceso
ligado a la maduracion de los frutos (Pinhero et al. 2003; Jang et al., 2012). De
manera interesante, sea propuesto que la actividad de fosfolipasa induce la
biosintesis de AF y la subsecuente sintesis de fosfolipidos y galactolipidos para
mejorar la tolerancia a bajas temperaturas (Hong et al. 2016). Asi es posible que
los altos niveles de AF observados en este estudio podria representar una
respuesta del mecanismo contra las bajas temperaturas. Sin embargo, también
podria estar indicando una alteracion del metabolismo de los lipidos de la
membrana. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio nos podrian
indicar que aun en la temperatura 6ptima de almacenamiento la estabilidad e
integridad de la membrana celular se ve afectada, por lo tanto es importante tener
en cuenta estos efectos para poder establecer una relacion entre la pérdida de
integridad de la membrana celular y el mecanismo de ablandamiento de los frutos
de guayaba.
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Figura 19. Actividad de fosfolipasa D en frutos sin dafo por frio, frutos con severo
dafo por frio y almacenados a4 y 10 °C.

7.1.4 Calidad visual

La figura 20 muestra el efecto de las temperaturas de almacenamiento sobre
los frutos de guayaba ‘Media China’, después de ser transferidos a temperatura
ambiente. Los frutos almacenados 4 semanas a 4 °C resultaron con severo dano
por frio; presentaron incapacidad para madurar, obscurecimiento en la piel y un
ablandamiento acelerado (datos no mostrados), similar a lo observado en los
frutos almacenados 3 semanas a 4 °C. Mientras que los frutos almacenados a 10
°C mantuvieron mayor firmeza (datos no mostrados) y presentaron una apariencia
externa aceptable, muy similar a los frutos almacenados 7 dias a 20 °C (frutos sin
dafio por frio) (Figura 20). Estos resultados indican que las bajas temperaturas
estan provocando un dafo fisiolégico sobre la membrana celular de los frutos. Un
comportamiento similar ha sido observado en frutos de durazno cv. ‘Beijing 33’ con
dafio por frio, donde se observo obscureciemiento en la piel y un ablandamiento

acelerado (Changfeng y Shiping, 2009). Por su parte, frutos de pifia cv. ‘Trad-See-
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Thong’ con dafo por frio, presentaron los dafos principalmente en la pulpa como

pardeamiento y tejido traslucido (Om-arun et al., 2015).

Figura 20. Apariencia externa de frutos de guayaba almacenados tres semanas a
4 °C (A)y 10 °C (B), y cuatro semanas a 4 °C mas 3 dias a 20 °C (C).

7.2 Efecto de la aplicacion en poscosecha de calcio quelado con glicina
(Metalosate Ca) en la resistencia mecanica del fruto.

7.2.1 Efectos en la calidad visual

La calidad visual de los frutos tratados con 0.08 M de glicina Ca mostraron la
mejor calidad visual, mientras que los otros tratamientos presentaron un mayor
deterioro y marchitez (Figura 21). La mejor calidad visual observada en el
tratamiento con 0.08 M podria deberse a diferentes factores en los que interviene
el calcio en la fisiologia de la fruta (Aghdam et al., 2012). Por otro lado, se ha
observado en duraznos de la variedad ‘Andros’ que concentraciones mayores de
6% de CaCl,, lactato de calcio y propionato de calcio pueden ser perjudiciales
para la fruta debido a que se originan dafos en la piel, incrementa el
ablandamiento y se facilita el ataque de hongos (Manganaris et al., 2007).
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Figura 21. Calidad visual de frutos de guayaba tratados con glicina-calcio
almacenados 20 dias a 10 °C.

7.2.2 Cambios en la pérdida de peso y su elacion con la firmeza del fruto

La pérdida de firmeza en frutos se ha relacionado principalmente con la
degradacion de la pared celular por enzimas hidroliticas como la poligalacturonasa
(PG); no obstante, se ha reportado en tomate transgénico que la supresion del gen
qgue codifica para la enzima PG, tuvo efecto minimo en el ablandamiento o textura
de los frutos (Brummell y Harpster, 2001; Rose et al., 2003). Mientras que al
comparar la pérdida de peso, firmeza y turgencia celular durante la maduracién de
los mismos frutos se observd una relacién directa entre estos parametros. Estos
autores concluyeron que la pérdida de turgencia esta relacionada con la pérdida
de agua por transpiracion y que es otro factor importante que influye sobre el
ablandamiento (Saladié et al., 2007). En este estudio se observd un
comportamiento similar ya que en los frutos de guayaba con una pérdida de peso
de hasta el 6%, la firmeza disminuye drasticamente conforme se incrementa la
pérdida de peso y este efecto fue menor con mayores pérdidas de peso (Figura
22). Estos datos senalan que la pérdida de agua, en las primeras etapas de

almacenamiento, es un factor determinante de la pérdida firmeza de estos frutos.
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Figura 22. Relacion entre la firmeza y la pérdida de peso de frutos tratados con
glicina-calcio almacenados 20 dias a 10 °C.

Considerando de manera separada los efectos de los tratamientos en la
perdida de peso; este se incrementd gradualmente durante los 20 dias de
almacenamiento en todos los tratamientos (Figura 23), siendo los frutos tratados
con 0.08M de glicina-calcio, los que presentaron la menor pérdida de peso (9.7%),
mientras que los frutos tratados con 0.02M y 0.14M de glicina-calcio, y los frutos
control presentaron los valores mas altos (14.4%). Un comportamiento similar fue
observado por Mahajan et al. (2011) en guayaba cv. ‘Allahabad Safeda’, quienes
indicaron que frutos tratados con 2% de CaCl, presentaron una menor pérdida de
peso. Gopi y Hari (2002), trabajando con la misma variedad, compararon
diferentes sales de calcio observando que los frutos tratados con Ca(NOs),
presentaron menor pérdida de peso respecto de frutos tratados con CaCl,. Un
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comportamiento diferente fue observado en mango tratado con diferentes
concentraciones de CaCl,, donde se observd que a mayor concentracion de calcio
los frutos perdian menos peso (Galvis et al., 2003). También Kittemann et al.,
(2010) infiltrando manzanas con una solucién 150 mM de CaCl; por 10 min,
redujeron la produccion de etileno y la tasa de respiracion pero mantuvieron una
mejor firmeza, aunque las enzimas de degradacion de pared celular incrementaron
su actividad. La menor pérdida de peso observada en los frutos tratados con
0.08M glicina-calcio podria deberse a que el calcio puede retrasar la velocidad de
respiracion y disminuir la pérdida de agua por transpiracion, lo cual ayudaria a que
los frutos de guayaba mantuvieran una mejor apariencia, elasticidad, crugencia o
turgencia haciendo al producto con mejores caracteristicas sensoriales. Es posible
qgue al haber una menor tasa de respiracion ocurra una menor tasa de pérdida de
agua y por ello una mejor vida poscosecha del producto (Crisosto y Mitchell,
2007).
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Figura 23. Cambios en la pérdida de peso de frutos de guayaba tratados con
glicina-calcio almacenados 20 dias a 10 °C.

7.2.3 Cambios en la firmeza

La firmeza de la fruta disminuyo a lo largo del almacenamiento (Figura 24). Al
final del mismo, los frutos tratados con 0.08M de glicina-calcio presentaron la
mejor firmeza (3.1N), seguida por los frutos con 0.02M (2.2N), mientras que el
tratamiento con 0.14M, el tratamiento control y control infiltracion presentaron en
promedio la mayor pérdida de firmeza durante el almacenamiento (1.75N); no
obstante, las diferencias no fueron estadisticamente significativas entre los
tratamientos. Por su parte, Mahajan et al. (2011), observaron una mayor firmeza
en frutos de guayaba de la variedad ‘Allahabad Safeda’ tratados con CaCl,, en

comparacion con el tratamiento control. Otros investigadores han reportado un
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efecto benéfico de las aplicaciones de CaCl; en la firmeza de mango y durazno
(Galvis et al., 2003). Aunque no se observaron diferencias estadisticas, la mejor
calidad observada en los frutos tratados con 0.08M de glicina-calcio, podria indicar
que este compuesto tiene otros efectos adicionales al fortalecimiento de la pared
celular (Lionetti et al., 2010) que afectan la pérdida de peso y la fisiologia
poscosecha de los frutos (Conway et al., 1995; Mahajan y Dhatt, 2004).
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Figura 24. Cambios en la firmeza de frutos de guayaba tratados con diferentes
concentraciones de glicina-calcio almacenados 20 dias a 10 °C.

7.2.4 Contenido de soélidos solubles totales (SST) y acidez titulable (AT)

Durante el almacenamiento el contenido de soélidos solubles totales incrementd
en todos los frutos tratados en un rango de 6.7 a 9.0 °Brix, asi mismo en la acidez

titulable se observa un ligero incremento en un rango de 0.5 a 1.6 g de acido

85



citrico 100 g”' de peso fresco, no presentando diferencias significativas entre los
tratamientos. Este mismo comportamiento lo observd Mercado-Silva et al., (1998)
en frutos de guayaba de la variedad ‘Media China’ de la temporada primavera-
verano, mientras que en los frutos de la temporada otofo-invierno, la acidez
titulable fue mayor y se mantuvo durante las diferentes etapas de maduracion. El
incremento observado en el contenido de solidos solubles totales es caracteristico
de un fruto climatérico y podria deberse a la hidrdlisis del almidon en azucares
simples (Singh et al., 2014). Estos datos sefalaron que la maduracion no fue
afectada por la aplicacion de los tratamientos poscosecha.

7.2.5 Contenido total de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

El contenido total de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante se analizo
durante los 15 dias de almacenamiento a 10 °C. Durante este periodo no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos de calcio aplicado. No
obstante, los valores registrados en el contenido de compuestos fendlicos variaron
en un rango de 279 a 304 mg EQAG 100 g™, similar a lo reportado por Zapata et
al. (2013), en frutos de guayaba de la variedad ‘Agria’ donde el contenido de
compuestos fendlicos presentd valores de 385 mg EQAG 100 g™'. Mientras que la
capacidad antioxidante registr6 valores altos durante el almacenamiento en un
rango de 3104 a 3575 umol EQTrolox 100 g™'. Por su parte, Zapata et al. (2013) en
frutos de guayaba de la variedad ‘Agria’ reportaron valores mas bajos (1177 umol
EQTrolox 100 g™).

7.2.6 Cambios en el perfil de compuestos fendlicos por HPLC

El perfil de compuestos fendlicos por HPLC se registr6 durante 15 dias de
almacenamiento a 10 °C. La Figura 25 muestra el perfil de los extractos
metanolicos de los frutos de guayaba al inicio del almacenamiento. La técnica
cromatoégrafica aplicada permitio separar 7 compuestos que no se identificaron por
falta de estandares; no obstante, fue posible observar que dicho perfil cambio
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durante el almacenamiento (Figura 26). A partir de los cinco dias y hasta el final
del almacenamiento el numero de compuestos fendlicos separados se elevo a 10
fracciones. Estos resultados sugieren que durante la maduracion de los frutos hay
una sintesis de nuevos fenoles aunque los cambios para cada uno de las fraccion

fueron diferentes y parecieron estar influidos por los tratamientos de calcio

aplicado.
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Figura 25. Cromatograma de fracciones de compuestos fendlicos de frutos de
guayaba tratados con quelato de calcio al inicio del almacenamiento.
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Figura 26. Cromatograma de fracciones de compuestos fendlicos de frutos de
guayaba tratados con quelato de calcio a partir de cinco dias de almacenamiento.

Durante el almacenamiento, las mayores concentraciones fueron observadas
en las fracciones 2, 3, 5 y 8. En la fraccion 2, se observd un incremento en los
frutos tratados con 0.02 y 0.14 M de quelato de calcio y los frutos control, siendo
los frutos tratados con 0.14 M los que presentaron la mayor concentracion (75.09
ug EQAG/g); mientras que los frutos tratados con 0.08 M de quelato de calcio y los

frutos control infiltrados con agua no mostraron cambios (Figura 27 A). Por otro
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lado, la fraccion 3 incrementd sus contenidos en todos los tratamientos, siendo el
tratamiento control infiltrado con agua el que presentdé la mayor concentracion
(109.03 pg EQAG/g) (Figura 27 B). La fraccion 5, también incrementd su contenido
durante almacenamiento en todos los tratamientos, aunque el tratamiento control
fue el que presentd la mayor concentracion (46.75 uyg EQAG/g) (Figura 27 C). La
fraccion 8, no se observé al inicio del almacenamiento en ninguno de los
tratamientos, y registrando su presencia en el dia cinco de almacenamiento e
incrementando hasta el final del almacenamiento, siendo el tratamiento control
infiltrado con agua el que presentd la mayor concentracion (75.48 ug EQAG/Q)
(Figura 27 D).
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Figura 27. Cambios en la concentracion de las fracciones 2 (A), 3 (B), 5 (C)y 8
(D) de compuestos fendlicos en frutos de guayaba almacenados 15 dias a 10 °C.

Los resultados indicaron que durante la maduracion de los frutos de guayaba
hubo sintesis de nuevos compuestos fendlicos y otros, ya presentes, aumentaron

su contenido durante el almacenamiento. Los tratamientos de calcio parecieron
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solo promover el incremento del compuesto de la fraccidon 2 mientras que en las

otras fracciones estos tratamientos parecieron retrasar o disminuir su sintesis.

Estos resultados podrian indicar que el calcio tiene efectos diferenciales en la
sintesis de fenoles en algunos casos activando y en otros no tuvo efecto o la
redujo. Por ello es posible que también la actividad de la fenilalanina amonioliasa
(PAL) pudo ser afectada diferencialmente llevando a los cambios observados. No
obstante, estos cambios tampoco parecen sefalar un efecto en la firmeza de los
frutos aunque en otros reportes se ha sefialado que los flavonoides como la
catequina, epicatequina, epigalocatequina y epigalocatequina-3-galato al
interaccionar con la membrana podrian mejorar el ordenamiento de los lipidos y
asi proteger la membrana celular (Abram et al., 2013) y probablemente ayudando

a mantener la firmeza.

7.2.7 Fuga de electrolitos

El porcentaje de fuga de electrolitos no presentd cambios durante el
almacenamiento, ni se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.
No obstante, los valores registrados variaron dentro de valores bajos (11-21%)
indicando que la permeabilidad de las membranas pareciera no estar muy alterada
y es posible que los efectos de las infiltraciones en la calidad de los frutos se deba
a otros factores que implican al Ca en la fisiologia del fruto. Mientras en que otros
frutos como meldn, kiwi y litchi el porcentaje de fuga de electrolitos varia dentro de
valores mas altos (10-100%), presentando alteraciones fuertes en la
permeabilidad e integridad de la membrana celular (Antunes y Sfakiotakis, 2008;
Lacan y Baccou, 1996; Yi et al., 2008).
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7.3 Descripcion biomecanica de la guayaba en diferente estado de

madurez sometido a relajacion.

De manera tradicional en tecnologia poscosecha, la evaluacién de firmeza de
frutos se realiza mediante pruebas de penetracion o compresion (Bourne, 1966;
Costell et al., 1997). No obstante, estas determinaciones no proporcionan una
evaluacion dinamica de la resistencia mecanica del proceso de ablandamiento ya
que este esta influido por el estado de madurez, la perdida de agua (como se
indico anteriormente) y del mismo proceso de maduracidon que incluye
degradacion de la pared celular, hidrolisis de carbohidratos entre otros, los cuales
no pueden ser evaluados por una prueba simple de compresion o penetracion.

Se partié del concepto que los frutos responden diferencialmente cuando son
sometidos a una carga o una deformacion constantes de compresion, es decir no
son completamente elasticos (como un solido que responde a la ley de Hooke) ni
son completamente liquidos y por tanto no son liquidos Newtonianos; ademas la
relacion esfuerzo deformacién depende de la velocidad con la que se aplique
dicha deformacion y del tiempo de aplicacion. Por ello fue importante identificar
otra metodologia que permitiera generar parametros biomecanicos relacionados a
la resistencia del fruto que describiera la deformacioén registrada cuando son
sometidos a una fuerza de compresion uniaxial ejercida durante un tiempo
constante. Estos estudios corresponden a las pruebas de relajacion, las cuales
nos muestran como responde un material cuando es sometido a un esfuerzo o
deformacion constante durante un tiempo establecido. La Figura 28 muestra el
esfuerzo de relajacion de diferentes frutos de guayaba durante el desarrollo de la
prueba hasta alcanzar 3 mm de deformacion y mantenida durante 180 segundos
(3 min). Claramente se observa que los frutos de guayaba son materiales
viscoelasticos y que la respuesta mecanica relajacion es parecida. Esta prueba se
realiz6 con frutos verde amarillos (aparentemente de un mismo estado de
madurez); no obstante, se observa que la carga maxima para alcanzar la
deformacion establecida fue diferente lo que permite establecer en el mismo color

del fruto que estos se encuentren en distinto estado de madurez.
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Figura 28. Curvas de esfuerzo de relajacion de frutos de guayaba del mismo
estado de madurez sometidos a una deformacion de 3 mm durante 180 segundos.

La prueba de relajacion refleja de manera mas aproximada el comportamiento
mecanico del fruto en un sistema de manejo poscosecha real cuando es sometido
a esfuerzos de compresion en su cadena de manejo. Las caracteristicas
geomeétricas del fruto asi como su conformacion estructural de baya son factores
que afectan su resistencia a la compresion. Estos mismos reogramas pueden ser
representados mediante las variables de carga vs deformacion; bajo condiciones
geomeétricas similares, los frutos de guayaba verde maduro sometidos a una
deformacion de 3 mm durante 3 minutos, mostraron un reograma con una carga
maxima mayor respecto de un fruto en estado amarillo firme (Figuras 29 A y B).
Para un sdlido elastico; una vez liberada la carga, la deformacion alcanzada
durante la compresion este debe regresar al punto inicial. Los frutos de guayaba
en ambos estados de madurez, no regresaron al punto inicial y quedando una
deformacion no recuperable después de la prueba lo cual demostréo su

comportamiento viscoelastico.
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Figura 29. Reogramas obtenidos de pruebas de relajacién en frutos de guayaba
verde-maduro (A) y amarillo maduro (B).

El comportamiento viscoelastico de los frutos puede ser analizado a través de
diferentes modelos matematicos. El modelo de Maxwell asume que el sdlido esta
conformado por una fraccion sélida, que aporta los elementos de elasticidad, y una
fraccion liquida que aporta los elementos de un fluido viscoso y puede ser
representado mediante la siguiente ecuacion (Mohsenin, 1970):

t
o(t) = oyze Tre + o,

Donde a(t) significa el esfuerzo a cualquier tiempo “t”, o4 la caida del esfuerzo
o esfuerzo de relajacidn y o, el esfuerzo de equilibrio o la resistencia del fruto
después de un tiempo infinito de aplicacion de la deformacién establecida. No
obstante, para materiales que son sujetos a un esfuerzo constante, este modelo
solo representa el comportamiento de un fluido Newtoninano pero no representa la
deformacion elastica retardada que muestra el material con el tiempo. Por ello se
ha desarrollado otro modelo llamado modelo de Maxwell generalizado (Mohsenin,
1970).

El modelo de Maxwell Generalizado es comunmente utilizado para representar
el esfuerzo de relajacion. Si este modelo esta sujeto a una deformacion constante

€0 a tiempo t=0, el esfuerzo total en el modelo decrece con el tiempo y puede ser
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representado por el Modelo general con n elementos. Considerando solamente

dos elementos de Maxwell se obtiene la siguiente ecuacion (Mohsenin, 1970):

t t
o(t) = eg(Eqre T + Egze T2 + E,)

Donde T4, y T2, son los tiempos de relajacién (T.), correspondientes a dos
elementos del modelo de Maxwell. El tiempo de relajacidon es el tiempo requerido
para que el esfuerzo caiga 1/e veces o0 36.8 % de su valor original, esto es, a una
deformacion constante un elemento de Maxwell relaja su estrés exponencialmente

a una velocidad determinada por el T, (Mohsenin, 1970).

Con los datos obtenidos de las determinaciones realizadas, se aplicaron los
dos modelos para establecer el grado de ajuste de ambos modelos con los datos
experimentales. Utilizando el paquete estadistico JMP V8, se llevo a cabo una
regresion no lineal utilizando las ecuaciones propuestas. El modelo de Maxwell
Generalizado fue el que mejor ajustd los datos obtenidos de la prueba de
esfuerzo-relajacion (Figura 30 A y B), demostrando que este modelo explica mejor
el comportamiento viscoelastico de los frutos cuando son sometidos a esfuerzos o

deformaciones constantes.
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Figura 30. Modelo de Maxwell (A) y Maxwell Generalizado (B) aplicados para
describir el comportamiento viscoelastico de frutos de guayaba. Linea roja indica
el ajuste del modelo a los datos de la prueba de esfuerzo-relajacion.
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A través de las regresiones no lineales se obtuvieron las constantes de
elasticidad del modelo asi como los tiempos de relajacion en los frutos verde
maduro y amarillo maduro. No se observaron diferencias estadisticas significativas
en la constante de elasticidad inicial y las elasticidades de cada elemento del
modelo; mientras que la constante de tiempo de relajacion de los dos elementos
de Maxwell (T1 y T2) mostraron diferencias significativas asociadas al estado de
madurez, el estado de madurez amarillo maduro presentd los menores valores
respecto de los frutos verde amarillos (Tabla 6). Esto indicé que los frutos maduros
presentan su punto de inflexibn mas pronto que los frutos verde amarillos. Estos
resultados sugieren que conforme avanza la maduracion de los frutos su
comportamiento es mas similar a un liquido que a un sélido, indicando que los
frutos son mas viscosos y en consecuencia menos firmes. Estos resultados
sefalan que el Modelo de Maxwell Generalizado de dos elementos explica el
comportamiento mecanico de los fruto de guayaba cuando son sometidos a
esfuerzos constantes de deformacion. Un comportamiento similar fue observado
por Kanjuna et al. (1998) en platanos ‘Musa AAA’, quienes indicaron que frutos
mas maduros presentaron menor valor en las constantes de tiempo de relajacion y

una menor firmeza.

Tabla 6. Cambios en las constantes del Modelo de Maxwell Generalizado de
frutos de guayaba 'Media China' en dos estados de madurez.

Estado
Madurez
Verde 1.4° 21.7%° 109.6° 505 4.7° 41.1°
Amarillo 0.7 17.0° 735° 64.6* 32° 23.0°

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (p<0.05).

Ea1 T4 Ea2 T Ee

El modelo anterior represent6 adecuadamente el comportamiento mecanico de
los frutos en distintos estados de madurez. No obstante, es necesario también
investigar si con los reogramas obtenidos de la prueba de relajacion es posible
obtener un parametro estimador de los cambios en la resistencia del fruto cuando

sea sometidos a diferentes tratamientos. Siguiendo la metodologia descrita en la
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seccion 6.5.2.2, se obtuvieron los parametros biomecanicos de carga maxima
(CM); deformacion recuperable (DR); deformacién no recuperable (DNR); trabajo
de compresion (TC); trabajo de descompresion (TDC) y energia absorbida (EA).
De cada fruto analizado, también se obtuvieron el diametro maximo de los frutos
(D), el espesor del pericarpio (EP); el diametro de la cavidad de las semillas (CV).
Con el contenido de AT y SST y CM se obtuvo el indice de maduracion (RPI). Con
excepcion de los SST y la AT, los demas factores disminuyeron conforme avanzoé
la maduracion (Tabla 7). Estos resultados son logicos ya que a medida que se
madura el fruto, disminuyen sus dimensiones geométricas y la resistencia
mecanica.

La deformacion no recuperable (DNR) incrementé a medida que avanzo la
maduracion. El comportamiento del RPI durante la maduracion es logico puesto
que en su expresion se incluye la CM que es mayor en estado verde maduro; al
igual que los valores de acidez, aunque los valores de SST fueron menores. Si la
DNR es menor en estado verde maduro (el fruto es mas elastico) y se incrementa
con la maduracion se hace mas viscoelastico e incrementa su deformacion (Tabla
7).

Tabla 7. Cambios de las propiedades fisicoquimicas y biomecanicas de frutos de
guayaba 'Media China' en dos estados de madurez.

Estado
Madurez
Verde  10.1* 0.70° 32.8° 0.99° 20° 37.7° 54° 576° 152° 425°
Amarillo  9.4° 066° 17.6° 049° 25° 247° 47° 525° 127° 39.9°

SST AT CM DR DNR EA RPI D EP cv

®Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (p<0.05). Sélidos solubles totales (SST),
acidez titulable (AT), carga maxima (CM), deformacién recuperable (DR), deformaciéon no
recuperable (DNR), energia absorbida (EA), indice de madurez (RPI), diametro del fruto (D),
espesor del epicarpio (EP) y cavidad de alojamiento de las semillas (CV).

La identificacion de los mejores parametros que expliquen el comportamiento
biomecanico de los frutos se enfocd a través de un analisis multivariado que
permite sefalar el grado de interaccion entre las diferentes variables analizadas.

La Tabla 8 muestra los coeficientes de correlacion de Pearson entre los
parametros biomecanicos, el RPI y aquellos que definen la geometria del fruto. El
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diametro de fruto, el espesor del pericarpio, la dimension de la cavidad de las
semillas asi como el contenido de sélidos solubles totales y la acidez no mostraron
una interaccion significativa. Por otro lado la DNR mostréo coeficientes de
correlacion negativos altamente significativos con la DR, el TC, TDC, la EA, CM y
el RPIl. Tomando estos datos en su conjunto parece indicar que la DNR pudiera

ser un factor a utilizar como el indicador de la resistencia mecanica de este fruto.

Tabla 8. Coeficientes de correlacion entre los parametros biomecanicos, de
madurez y geometria del fruto de guayaba.

CM DR DNR TC TDC EA SST AT RPI D EP cv

CM 1.00 0.81 -0.81 1.00 0.94 097 -0.16 0.38 0.81 0.46 0.21 0.37
DR 0.81 1.00 -1.00 0.81 0.78 0.78 -0.27 0.45 0.77 0.55 0.11 0.57
DNR -0.81 -100 1100 -0.812 -0.78 -0.78 0.27 -045 -0.77 -0.55 -0.11 -0.57
TC 1.00 0.81 -0.81 1.00 0.93 098 -0.15 0.39 0.81 0.45 0.20 0.36
TDC 0.94 0.78 -0.78 0.93 1.00 0.84 -0.14 0.29 0.70 0.44 0.17 0.38
EA 0.97 0.78 -0.78 0.98 0.84 1.00 -0.14 042 0.83 0.42 0.20 0.33
SST -0.16 -0.27 0.27 -0.15 -0.14 -0.14 100 -037 -0.62 0.17 0.23 0.00

AT 0.38 045 -045 0.39 0.29 042 -037 1.00 0.65 0.04 -0.26 0.28
RPI 0.81 0.77 -0.77 0.81 0.70 0.83 -0.62 0.65 1.00 0.25 0.03 0.28
D 0.46 0.55 -0.55 045 0.44 0.42 0.17 0.04 0.25 1.00 0.60 0.67
EP 0.21 0.11 -0.11 0.20 0.17 0.20 0.23 -0.26 0.03 0.60 1.00 -0.19
cv 0.37 0.57 -0.57 0.36 0.38 0.33 0.00 0.28 0.28 0.67 -0.19 1.00

El analisis multivariado por estados de madurez permitié identificar que las
interacciones cambian con el estado de madurez (Tablas 9 y 10). En estado verde
maduro, las relaciones de la DNR se mantuvieron como se anot6 anteriormente;
no obstante, en el estado maduro los coeficientes de correlacion dejaron de ser

significativos.
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Tabla 9. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los parametros
fisicoquimicos, biomecanicos y de dimension del fruto de guayaba en estado verde
maduro.

CM DR DNR TC TDC EA SST AT RPI D EP cv

CM 1.00 0.79 -0.79 1.00 0.97 098 -0.20 0.33 0.79 0.24 -0.10 0.28
DR 0.79 1.00 -1.00 0.80 0.78 0.78 -035 048 0.78 -0.02 -0.58 0.1
DNR -0.79 -1.00 100 -0.80 -0.78 -0.78 035 -048 -0.78 0.02 0.58 -0.51
TC 1.00 0.80 -0.80 1.00 0.96 099 -0.19 0.35 0.80 0.21 -0.12 0.26
TDC 0.97 0.78 -0.78 0.96 1.00 091 -0.16 0.27 0.71 0.34 -0.10 0.36
EA 0.98 0.78 -0.78 0.99 0.91 1.00 -0.21 0.38 0.83 0.12 -0.12 0.20
SST -0.20 -035 035 -0.19 -0.16 -0.21 1.00 -0.38 -0.67 0.34 0.27 0.01

AT 0.33 0.48 -0.48 0.35 0.27 0.38 -0.38 1.00 0.65 -0.26 -045 0.21
RPI 0.79 0.78 -0.78 0.80 0.71 0.83 -0.67 0.65 1.00 -0.12 -0.30 0.19
D 0.24 -0.02 0.02 0.21 0.34 0.12 034 -0.26 -0.12 1.00 0.31 0.50
EP -0.10 -0.58 0.58 -0.12 -0.10 -0.12 0.27 -045 -0.30 0.31 1.00 -0.68
cv 0.28 051 -0.51 0.26 0.36 0.20 0.01 0.21 0.19 0.50 -0.68 1.00

Tabla 10. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los parametros
fisicoquimicos, biomecanicos y de dimension del fruto de guayaba en estado
maduro.

CM DR DNR TC TDC EA SST AT RPI D EP cv

CM 1.00 -0.20 0.20 0.99 0.21 0.97 0.19 0.17 055 -0.09 0.13 -0.22
DR -0.20 100 -100 -0.18 037 -0.27 0.01 -0.27 -0.21 0.22 0.32 -0.04
DNR 0.20 -1.00 1.00 0.18 -0.37 0.27 -0.01 0.27 0.21 -0.22 -032 0.04
TC 0.99 -0.18 0.18 1.00 0.20 0.98 0.20 0.17 053 -0.05 011 -0.16
TDC 0.21 037 -0.37 0.20 1.00 -001 0.13 -0.16 0.02 -0.13 0.26 -0.38
EA 0.97 -0.27  0.27 098 -0.01 1.00 0.18 0.21 053 -0.03 0.06 -0.08
SST 0.19 0.01 -0.01 0.20 0.13 0.18 1.00 -0.31 -0.70 0.55 0.49 0.17

AT 0.17 -0.27  0.27 0.17 -0.16 0.21 -0.31 1.00 052 -036 -0.57 0.11
RPI 0.55 -0.21  0.21 0.53 0.02 053 -0.70 0.52 1.00 -0.56 -0.37 -0.28
D -0.09 0.22 -0.22 -005 -0.13 -003 055 -0.36 -0.56 1.00 0.51 0.65
EP 0.13 032 -032 0.11 0.26 0.06 049 -0.57 -037 051 1.00 -0.33
cv -0.22 -0.04 0.04 -0.16 -0.38 -0.08 0.17 0.11 -0.28 0.65 -0.33 1.00
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Estos resultados indicaron que la madurez es el factor mas importante que
modifica las propiedades biomecanicas de los frutos. También se determiné que el
espesor del pericarpio, el diametro de la fruta y el diametro de la cavidad de las
semillas no tuvieron influencia significativa en esas propiedades biomecanicas del
fruto. También estos analisis demostraron que los sdlidos solubles totales o °Brix y
la acidez titulable alcanzados en los diferentes estados de madurez no se
correlacionaron con las propiedades mecanicas del fruto; no obstante, el RPI (que
incluye estos valores y la CM) si mostro correlaciones significativas con las
propiedades mecanicas, sefialandose con esto que los cambios en las
propiedades biomecanicas estan influidos por el estado de madurez y por los
cambios estructurales que el tejido sufre en ese proceso de maduracion. Por ello,
el RPI es un buen indicador del estado de madurez y puede ser utilizado como
indicador de la maduracion de los frutos. Por lo anterior, en los siguientes
experimentos se utilizo el RPI para indicar el estado de madurez de los frutos.

Estos resultados difieren de lo observado por Li et al, (2015) en frutos de
tomate donde observaron que la contribucion del exocarpo en la dureza de la fruta

aumento a medida que transcurrio la maduracion.

7.4 Aplicaciéon de Ca(NO3); en pre-cosecha

7.4.1 Contenido de calcio en el fruto.

Independientemente de los efectos que tengan las aplicaciones de calcio en la
resistencia mecanica de los frutos; se espera que el contenido de este mineral en
el tejido se incremente de manera dependiente a la concentracion aplicada. La
concentracion de calcio en los frutos tratados con 1 % fue estadisticamente similar
que los frutos control, por otro lado las aplicaciones foliares de 2 y 3 % de
Ca(NOs),2, mostraron contenidos significativamente mayores al grupo control pero
significativamente similares entre si (Tabla 11). Un comportamiento similar fue
observado en frutos de manzana, fresa y durazno, con las aplicaciones foliares de

CaCl,, donde se observo que a mayor concentracion de CaCl, mayor contenido de
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calcio en los frutos (Erincik et al., 1998; Manganaris et al., 2007; Peryea y Neilsen,
20006).

Tabla 11. Contenido de calcio en frutos de guayaba tratados en pre-cosecha con
diferentes concentraciones de Ca(NOs);

Tratamientos % Ca

Control 0.1565°¢
1% Ca(NOs), 0.1525°
2% Ca(NOs); 0.1905°
3% Ca(NOs); 0.20852

®Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (p<0.05)

7.4.2 Calidad Visual

La calidad visual de los frutos tratados con calcio no presentd un efecto
respecto a los frutos control, presentandose una apariencia externa aceptable en
todos los tratamientos (Figura 31). Estos resultados sugieren que el Ca no
interviene en los procesos fisiologicos del fruto, tal como lo menciona Aghdam et
al., (2012). Un comportamiento diferente fue observado por Mandal et al., (2010)
en frutos de guayaba de la variedad 'Sardar' tratada en pre-cosecha con diferentes
concentraciones de Ca(NOs), (0.5, 1.0 y 1.5%), donde observaron que los frutos
con mejor color y sabor fueron los tratados con la concentracion de calcio mas alta
(1.5 %). Por otro lado, se ha observado en duraznos de la variedad ‘Andros’
tratados en poscosecha con diferentes concentraciones de cloruro de calcio,
lactato de calcio y propionato de calcio, que concentraciones mayores de 6%
pueden ser perjudiciales para la fruta debido a que se origina un incremento en el

ablandamiento y se ve reflejado en su calidad visual (Manganaris et al., 2007).
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Dias de
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Control

1% Ca(NO,),

20/0 Ca(NO3)2

3% Ca(NO,),

Figura 31. Calidad visual de frutos de guayaba tratados en pre-cosecha con
diferentes concentraciones de Ca(NO3), almacenados 5, 10, y 15 dias a 10 °C y
15 dias a 10 °C mas 5 dias a 20 °C.

7.4.3 Cambios en la pérdida de peso

La pérdida de peso incrementd durante todo el almacenamiento en todos los
frutos tratados, no presentando diferencias significativas entre ellos (Figura 32).
Los resultados observados podrian sugerir que el calcio no esta participando en el
metabolismo del fruto. Un comportamiento diferente ha sido reportado por Mandal
et al., (2010) en frutos de guayaba ‘Sadar’ tratados en pre-cosecha con diferentes
concentraciones de Ca(NOs), (0.5, 1.0 y 1.5%), donde observaron que a mayor
concentracion de calcio menor pérdida de peso. De igual forma, Gopi y Hari (2002)
reportaron que frutos de guayaba ‘Allahabad Safeda’ que los frutos tratados con
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Ca(NOs), presentaron una menor pérdida de peso en comparacion con los frutos

tratados con CaCls.

12 + _
—e&— (Control ¥

101 —a— 1% Ca 3
O— 2% Ca T A
8 | A 3% Ca -T- T

% Pérdida de Peso
»

0 L 1 ! L
0 5 10 15 15+5TA

Tiempo (dias)

Figura 32. Cambios en la pérdida de peso de frutos de guayaba tratados en pre-
cosecha con diferentes concentraciones de Ca(NOs), almacenados 15 dias a 10
°C y 5 dias a 20 °C.

En el experimento anterior, se observd que la pérdida de agua podria ser un
factor determinante en la pérdida de firmeza. Por lo tanto, en este estudio al
comparar todas las propiedades mecanicas con la pérdida de peso se pudo
observar que tanto la carga maxima, la energia absorbida, la deformacion
recuperable y la deformacioén no recuperable estan directamente relacionadas con
dicho parametro (Figuras 33 A, B, C y D), siendo la deformacion recuperable y no
recuperable las propiedades mecanicas que mas se ven afectadas. Estos
resultados nos podrian sugerir que las propiedades mecanicas son fuertemente
afectadas por la pérdida de agua.

101



40t
A —8— CONTROL
35}

—B— 1% Ca

0l ©— 2% Ca 140
—A 3%Ca 135
25} o {30
20} \-/ {25
15 | Q {20

o

. |

> <

Carga maxima (N)
Energia absorbida (mJ)

C D

26

08}
24

06}

04} e

B . . . e . . . o5
0 3 6 9 12 0 3 6 9

Deformacion recuperable (mm)
Deformacién no recuperable (mm)

% Pérdida de peso % Pérdida de peso

Figura 33. Relacion de la pérdida de peso con las propiedades biomecanicas de
frutos de guayaba tratados con diferentes concentraciones de Ca(NOs), en pre-
cosecha y almacenados 15 dias a 10 °C y 5 dias a 20 °C. Carga maxima (A),
energia absorbida (B), deformacion recuperable (C) y deformacion no recuperable

(D).

7.4.4 Analisis de resistencia mecanica

El comportamiento mecanico de los frutos de guayaba se estimé mediante los
parametros de carga maxima (CM), energia absorbida (EA), deformacion
recuperable (DR) y no recuperable (DNR) generados del reograma obtenidos de la
prueba de esfuerzo-relajacion (Mohsenin, 1970).

La CM, EA y DR, disminuyeron a lo largo del almacenamiento (Figuras 34 A, B
y C), mientras que la DNR incrementd (Figura 34 D). Estos resultados sugieren

102



que dichas propiedades estan directamente relacionadas con el proceso de
maduracion de los frutos, y confirman lo observado en la seccion 7.3.

En cuanto a la CM, al final del almacenamiento, los frutos tratados con 1%
Ca(NO3), y el tratamiento control presentaron la mayor CM (14.5 N y 13.4 N,
respectivamente), en comparacion con el tratamiento con 2y 3 % Ca(NO3), (6.7 N
y 9.6 N, respectivamente) (Figura 34 A). Un comportamiento diferente fue
observado en frutos de guayaba de la variedad ‘Sardar’ tratados en pre-cosecha
con diferentes concentraciones de Ca(NOs), (0.5, 1.0 y 1.5%), donde a mayor
concentracion de calcio mayor firmeza en los frutos (Mandal et al., 2010). Por otro
lado, Manganaris et al., (2007), reportaron en duraznos de la variedad ‘Andros’
tratados por inmersion con diferentes concentraciones de cloruro de calcio, lactato
de calcio y propionato de calcio, que concentraciones mayores de 6% pueden ser
perjudiciales para los frutos debido a que se observd un incremento en el
ablandamiento.

En cuanto a la EA, DR y DNR, se observa que los tratamientos con calcio
presentaron una menor EA y DR, y una mayor DNR respecto al tratamiento control
(Figuras 34 B, C y D). Yurtlu y Erdogan, (2005) calculando la energia absorbida de
frutos de pera ‘Ankara’ después de una prueba de impacto también observaron
que esta disminuia durante el almacenamiento; estos autores sefialaron que dicha
energia estuvo directamente relacionada con un incremento en el volumen de
magullamiento. En nuestro estudio, no se realizaron estas determinaciones, si se
observaron dafos visibles en frutos maduros después del proceso de compresion.
Un comportamiento diferente fue reportado por Yuwana y Duprat (1998) en
manzanas ‘Golden Delicious’ almacenada a 0 °C quienes indicaron que la energia
absorbida disminuyd, y que el nivel de el magullamiento no se correlacioné con la

energia absorbida.
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Figura 34. Cambios en la carga maxima (A), energia absorbida (B), deformacion
recuperable (C) y deformacién no recuperable (D) de frutos de guayaba tratados
en pre-cosecha con diferentes concentraciones de Ca(NO3), almacenados 15 dias
a10°Cy 5 dias a 20 °C.

Estos resultados sugieren que las altas concentraciones de calcio aceleran el
proceso de maduracion, afectando las propiedades mecanicas de los frutos de
guayaba ‘Media China’, siendo la deformacion recuperable y no recuperable las
propiedades que mejor explican su comportamiento viscoelastico.

El incremento de las concentraciones de calcio citosélico provocan la activacion
de proteinas cinasas que son dependientes de calcio (CDPKs) (White y Broadley,
2003). Estas proteinas participan en la fosforilacion de la enzima ACC sintasa
(ACS) que cataliza el paso limitante en la biosintesis del etileno, activando su

produccion y asi acelerando la maduracion e incrementando el ablandamiento de
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los frutos (Sebastia et al., 2004; Tatsuki y Mori, 2001). Esto podria explicar lo
observado en este estudio en las propiedades mecanicas.

Por otro lado, al incrementarse el calcio citosélico, se inhiben las enzimas Ca*%-
ATPasa y H'-ATPasa (enzimas que regulan el calcio dentro de la célula), e
incrementan la actividad de la enzima fosfolipasa D (FLD), principal enzima que
inicia el catabolismo de los lipidos de membrana (Paliyath et al., 2008; Pinhero et
al.,, 2003). Esto ha sido reportado en fresas de las variedades ‘Aromas’ y
‘Seascape’ donde las altas concentraciones de calcio citosdélico incrementan la
actividad de FLD en membranas mitocondriales y microsomales (Yuan et al.,
2005). Por su parte, Pinhero et al. (2003), reportaron en tomate transgénico que al
suprimir el gen que codifica para la enzima FLD, su actividad disminuye y la
firmeza se mantiene en comparacion con la fruta silvestre. Esto sugiere que
nuestros resultados en firmeza también podrian estar relacionados con la pérdida
de la integridad de la membrana celular por la actividad de FLD pues los frutos
control mostraron menor deformacién no recuperable y mayor deformacion

recuperable.

7.4.5 Cambios en el contenido de sélidos solubles totales (SST) y acidez
titulable (AT)

Durante el almacenamiento se observa un incremento en el contenido de
soélidos solubles totales en todos los tratamientos; asi mismo se observa un ligero
incremento en la acidez titulable, no presentando diferencias significativas entre
los tratamientos (Tabla 12). Un comportamiento similar fue observado en frutos de
guayaba de la variedad ‘Media China’ de la temporada otofio-invierno, donde se
observé que la acidez titulable se mantiene durante las diferentes etapas de
maduracion (Mercado-Silva et al., 1998). El incremento observado en el contenido
de solidos solubles totales es caracteristico de un fruto climatérico y podria
deberse a la hidrolisis del almidon en azucares simples (Singh et al., 2014). Dicho
comportamiento indicé que la maduracion no fue afectada por la aplicacién de los

tratamientos pre-cosecha.
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Tabla 12. Cambios en el contenido de solidos solubles totales (°Brix) y acidez
titulable (AT) de frutos de guayaba tratados en pre-cosecha con diferentes
concentraciones de Ca(NOs), almacenados 15 dias a 10 °C y 5 dias a 20 °C.

Periodo de almacenamiento (dias)

TRAT SST AT

0 5 10 15 15+5TA 0 5 10 15 15+5TA
Control 9.56° 8.81% 881" 11.90° 11.18° 0.61° 0.64° 0.64° 0.72* 0.72°
1% Ca 9.94° 8.88" 8.44° 1169 11.38° 0.59° 0.57° 0.63° 0.75* 0.75°
2% Ca 10.63° 8.31° 8.50° 11.19° 11.56° 0.63* 0.66° 0.69° 0.74* 0.60°
3% Ca 10.56° 8.94° 8.56° 12.19° 11.63° 0.57* 0.66° 0.64° 0.70° 0.66°

®Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (p<0.05)
7.4.6 Cambios en el indice de madurez (Ripening Index; RPI)

Durante el almacenamiento el RPI disminuye en todos los tratamientos. Al final
del almacenamiento los frutos control y los tratados con 1 % de Ca(NOs),
presentaron los mayores valores de RPI, respecto a los frutos tratados con 2y 3 %
de Ca(NOs), (Tabla 13). Los menores valores observados en las altas
concentraciones de calcio nos sugiere que los frutos se encuentran en un estado
de madurez mas avanzado, ya que dicho parametro al relacionar la carga maxima,
la acidez titulable y el contenido de sdlidos solubles totales, nos define de manera
mas eficiente la madurez de los frutos. Un comportamiento similar fue observado
en mango de la variedad ‘Osteen’, donde se observo que el fruto mas maduro
presentd el menor indice de maduracion (Cortés et al., 2016).

Estos resultados nos podrian corroborar que el calcio esta acelerando el
proceso de maduracidn en los frutos de guayaba ‘Media China’, como ya se
discutio en la seccién 7.4.3.
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Tabla 13. Cambios en el indice de madurez (RPI) de frutos de guayaba tratados
en pre-cosecha con diferentes concentraciones de Ca(NO3), almacenados 15 dias
a10°Cy 5 dias a 20 °C.

Periodo de almacenamiento

Tratamiento RPI
0 5 10 15 15+5TA
Control 5.12 5.42 5.32 4.82 4,32

1% Ca(NO3), 4.9% 50® 50 48 45
2% Ca(NO3); 5.0 5.0°° 51° 45 35
3% Ca(NO3); 4.7° 51° 48° 43° 3.9°

®Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (p<0.05)

7.4.7 Cambios en la actividad enzimatica de pectinmetilesterasa (PME) y

poligalacturonasa (PG).

La actividad de PME y PG se ha relacionado directamente relacionada con la
pérdida de firmeza en diferentes frutas (Posé et al., 2015). En este estudio,
aunque hubo cambios de las actividades durante el almacenamiento, no se
observaron diferencias entre los diferentes tratamientos de Ca(NOs), (Figura 35).
La PME mostro actividades relativamente altas hasta los 10 dias y disminuyeron
hasta el final del almacenamiento. Por su parte, la actividad de PG fue alta al inicio
del almacenamiento en el tratamiento de 2% de Ca(NOs),, después todos los
tratamientos parecen disminuir su actividad, seguido de un aparente incremento
en el dia 10 y después una tendencia a disminuir hasta el final del
almacenamiento. No obstante, no existi6 una correlacion con los cambios en la
resistencia mecanica de los frutos, lo cual parece indicar que la actividad de éstas
enzimas no parece estar directamente relacionada con el proceso de

ablandamiento.
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Figura 35. Cambios en la actividad de PME (A) y PG (B) de frutos de guayaba
tratados en pre-cosecha con diferentes concentraciones de Ca(NO3);
almacenados 15 dias a 10 °C y 5 dias a 20 °C.

Abu-Goukh y Bashir, (2003) reportaron un comportamiento similar de las
actividades de estas enzimas en frutos de guayaba blanca y rosada sin
aplicaciones de calcio, donde la actividad de PME alcanzé un maximo y
posteriormente disminuy6d hasta el final del almacenamiento. La actividad de PG,
también incrementd durante la maduracion y su actividad se correlacion6 con la
pérdida de firmeza de dichos frutos. Nuestros datos confirman esa tendencia en
los frutos control, pero las aplicaciones de Ca no alteraron esos perfiles de
actividad. En contraste con nuestros estudios, Kittemann et al., (2010) infiltrando
manzana ‘Elstar’ con CaCl, observaron que los tratamientos disminuyeron la
produccion de etileno y retrasaron el ablandamiento aunque las actividades de las
enzimas de degradacion de pared celular incrementaron su actividad. Estos datos
sugieren que la presencia de calcio en frutos de guayaba no alteré la actividad de
las enzimas de degradacién de pectinas ni el proceso de ablandamiento de los

frutos.

7.4.8 Observaciones histoquimicas

Las observaciones histoldgicas del exocarpo mostraron células epidérmicas
que van de formas rectangulares a alargadas cubiertas con una cuticula delgada;
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seguida de células del colénquima con reserva de sustancias ergasticas, que se
vierten en cavidades o canales multicelulares; una capa gruesa de células del
parénquima con paredes delgadas y poligonales, conteniendo muchos grupos de
esclereidas o células pétreas, las cuales le dan la textura arenosa caracteristica
del fruto de guayaba y constituyen cerca del 78% (Figura 36), dichas células

tienen una fuerte lignificacion de las paredes celulares (Azcarraga et al., 2010).

Figura 36. Corte histolégico del fruto de guayaba ‘Media China’ mostrando
epidermis (E), cavidad multicelular (CA), parénquima (PA) y esclereidas (ES).

Las pectinas de las paredes celulares en el tejido de los frutos fueron tenidas
con rojo de rutenio para observarlas con un color rosado o rojo intenso (Johansen,
1940), para mostrar los efectos de la aplicaciéon de Ca(NOs),. Una mayor
intensidad del color rojo en las paredes sugiere la formacion de pectinas en los
frutos de guayaba. En contraste con los frutos control, el tratamiento con 2y 3 %
de Ca mostraron las paredes celulares intensamente tefiidas sugiriendo una
mayor presencia de pectinas (probablemente pectatos de calcio); también se
observaron estructuras grandes tefidas de rojo intenso, las cuales corresponden a
las esclereidas (Figura 37). Un aspecto notable de estas observaciones
histoquimicas fue la presencia de acumulaciones de pectinas al interior de las

células especialmente en el tejido de frutos tratados con 3 % de Ca(NOs), donde
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se observé un mayor numero de estas estructuras (Figuras 37 y 38). Estas
estructuras también fueron observadas por Abreu et al., (2012) durante el proceso
de maduracion de guayaba ‘Pedro Sato’, estos autores indicaron que estas
acumulaciones de pectinas, en el interior de la célula, se incrementaban a medida
que transcurrié la maduracion de los frutos. Nuestras observaciones, seialan que
los frutos control mostraban un menor numero de estas estructuras en
comparacion con los frutos tratados. Aunque no se conoce el mecanismo
bioquimico por el cual ocurre esta acumulacion, parece ser que este proceso se
vio acelerado por el mayor contenido de Ca en el tejido.

Las muestras de los tejidos que fueron utilizados para las observaciones,
fueron tomadas un dia después de la cosecha; las actividades de las enzimas
PME y PG se muestran en la Figura 35; al inicio del almacenamiento (un dia
después de la cosecha), la actividad de PG fue mayor en las muestras de 3 % de
Ca respecto de los frutos control. Esto puede sugerir que la actividad de esta
enzima pudiera estar relacionada con dicho proceso de acumulacion interna de las
pectinas, aunque falta mas investigacidon para establecer una relacién que
confirme esta hipotesis.

Xisto et al., (2004) reportaron que las aplicaciones de CaCl, en poscosecha
indujeron una menor proporcion de pectinas solubles en guayabas ‘Pedro Sato’;
aunque en este trabajo no se analizd6 este polisacario, es posible que los
tratamientos en pre-cosecha de Ca(NOs), también pudieran alterar el metabolismo
de las pectinas provocando una mayor acumulacion de ellas al interior de los

frutos.
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Figura 37. Corte histoquimico de frutos de guayaba tefidos con rojo de rutenio
mostrando pectinas en paredes celulares en tratamiento control (A) y tratamiento
con 3% de Ca(NOs), (B). Obsérvese una mayor intensidad en las paredes
celulares de los frutos tratados y acumulacioén interna de pectinas —.

Los pectatos de calcio fueron identificados por un color negro o azul obscuro
mediante la tincion con acido tanico (Sandoval, 2005). Los tratamientos con calcio
mostraron mayor intensidad del color en comparacién con el tratamiento control
(Figura 38), confirmando lo observado mediante la técnica de rojo de rutenio.
También bajo esta tincion se observo la acumulacion de pectinas al interior de las

células.
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Figura 38. Tincion de pectatos de calcio mediante acido tanico en frutos de
guayaba control (A) y tratada con 3% de Ca(NOs), (B). Se observan pectinas
acumuladas al interior de las células —.

Estos resultados en su conjunto indicaron que los tratamientos de Ca(NOs), en
pre-cosecha inducen acumulacién del mismo en las paredes celulares pero que
estas acumulaciones no presentaron un efecto significativo para mantener la
firmeza de los frutos. No obstante, fue posible detectar que el metabolismo de las
pectinas durante la maduracién involucra un traslado de las mismas hacia el
interior de las células y que este proceso parece ser favorecido por los

tratamientos de calcio al 3 % aplicados.

7.5 Efectos de las aplicaciones pre-cosecha de Na,SeO, en la vida

poscosecha

La cosecha de los frutos tratados con Selenato de sodio (Nax;SeO4) se retraso
60 dias respecto de los frutos control. Un comportamiento similar fue observado
en tomate tratado con diferentes concentraciones de Na;SeO4 (2.5, 5y 10 mg L™),
donde también se sefald que todas las concentraciones retrasaron la cosecha de
los frutos (Pezzarossa et al., 1999).

Este efecto importante sobre el desarrollo y maduracion de lo frutos puede
estar ligado al metabolismo del selenio (Se) que sigue la misma ruta de
asimilacion del azufre (S), dado que ambos elementos tienen muchas similitudes

quimicas, y por lo tanto, las enzimas involucradas en el metabolismo del S pueden
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catalizar reacciones analogas con los correspondientes sustratos del Se, formando
productos finales de su asimilacion como la selenocisteina o selenometionina
(Anderson, 1993). La selenocisteina y selenometionina pueden ser incorporadas
en proteinas, cambiando su estructura espacial de la proteina con lo que pierde la
forma normal de plegamiento de la cisteina, y por ello su actividad enzimatica
podria verse afectada (Van Hoewyk, 2013). Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que la formacion de selenometionina disminuye la metionina libre,
principal sustrato en la sintesis de etileno, provocando una disminucion en la
produccion de etileno y asi retrasando la maduracién de los frutos de guayaba
"Media China’.

Este aspecto fue sefalado por Zhu et al., (2017), quienes indicaron que la
aplicacion foliar de 1 mg L de Na;SeOs en tomate Solanum lycopersicon cv.
‘Provence’ disminuy6é la produccion de etileno debido a una supresion
transcripcional de los genes ACS2, ACS4 y ACO1, que codifican para la actividad
de las principales enzimas de la ruta se sintesis de etileno, ACC-sintasa (ACS) y
ACC-oxidasa (ACO). Esto podria explicar el retraso en la maduracion de los frutos
de guayaba "Media China’.

7.5.1 Calidad visual

En la figura 39 se muestra el efecto de Na,SeO, sobre la calidad visual de los
frutos. Durante el almacenamiento a 10 °C, los frutos tratados con 5 mg L™ de
Na>SeO4 mostraron un mayor retraso en el proceso de maduracion, seguidos por
los frutos tratados con 1 mg L' Na,SeO,, mientras que los frutos tratados con 3
mg L™ de Na;SeQ, y el tratamiento control presentaron la madurez mas avanzada.
Al ser transferidos a 20 °C todos los tratamientos presentaron un proceso normal
de maduracién y una apariencia externa aceptable (Figura 39). Estos resultados
sugieren que el selenio tiene efectos importantes en el proceso de maduracion de
los frutos, lo cual podria ayudar a incrementar su vida poscosecha a 10 °C, sin
afectar su proceso de maduracion al ser transferidos a temperaturas de
comercializacion (20 °C). Un comportamiento similar fue observado por Zhu et al.,
(2017) en frutos de tomate ‘Solanum lycopersicon’ cv. ‘Provence’, sefialando que
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la aplicacion de 1 mg L” de selenato de sodio en pre-cosecha retrasé la
maduracién durante su almacenamiento poscosecha manteniendo su calidad

visual.

Dias de
0 5 10 15 15+5TA almacenamiento

Control

1mgL'Se

3mgL"'Se

5mgL’ Se

Figura 39. Calidad visual de frutos de guayaba tratados en pre-cosecha con
diferentes concentraciones de Na,SeO,4 almacenados 15 dias a 10 °C y 5 dias a
20 °C.

7.5.2 Cambios en la pérdida de peso

La pérdida de peso incrementd gradualmente durante los 20 dias de
almacenamiento en todos los tratamientos (Figura 40). A temperatura de 10 °C no
se presentan diferencias significativas entre el tratamiento control y los
tratamientos con selenio. No obstante, en frutos transferidos a 20 °C, los
tratamientos con 1 y 5 mg L™ presentaron la menor pérdida de peso (185 y
16.8%, respectivamente), respecto de los tratamientos control y el tratamiento con
3 mg L' (20.8 y 19.8%, respectivamente). Este comportamiento también fue
reportado por Zhu et al. (2017), quienes sefialaron que la aplicacién de 1 mg L™ de
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selenato de sodio en tomate (‘Solanum lycopersicon’ cv. ‘Provence’), presento la

menor pérdida de peso, menor tasa de respiracion y menor produccion de etileno.
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Figura 40. Cambios en la pérdida de peso de frutos de guayaba tratados en pre-
cosecha con diferentes concentraciones de Na,SeO4 almacenados 15 dias a 10 °C
y 5 dias a 20 °C.

La menor pérdida de peso observada en los frutos de guayaba 'Media China’
en los tratamientos con 1y 5 mg L™ transferidos a 20 °C sugiere un retraso o
disminucién en la velocidad de respiracion debida a una menor produccion de
etileno con lo cual podria reducir la pérdida de agua manteniendo la apariencia,
elasticidad y turgencia y probablemente mejorando la firmeza de los frutos.

En los experimentos descritos previamente se sefialé que las propiedades
mecanicas estan directamente relacionadas con la pérdida de agua o pérdida de
peso. En este estudio, la carga maxima, la energia absorbida y la deformacion
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recuperable disminuyen conforme se incremento la pérdida de peso, mientras que
la deformacion no recuperable incremento (Figuras 41 A, B, C y D). El tratamiento
control con 6% de pérdida de peso, sus propiedades mecanicas disminuyen
drasticamente aunque a mayores pérdidas de peso no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Por otro lado, durante los primeros 15 dias de
almacenamiento, los frutos tratados con 1 mg L' mostraron mayores valores de
CM, EA y DR para pérdidas de peso equivalentes de los otros tratamientos,
mientras que la DNR fue menor respecto de los otros tratamientos dentro del
mismo periodo de almacenamiento. Al término del almacenamiento todos los

tratamientos no mostraron diferencias significativas.
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©—2mgL"Se
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Figura 41. Relacion de la pérdida de peso con las propiedades biomecanicas de
frutos de guayaba tratados con diferentes concentraciones de Na,SeO, en pre-
cosecha y almacenados 15 dias a 10 °C y 5 dias a 20 °C. Carga maxima (A),

energia absorbida (B), deformacion recuperable (C) y deformacion no recuperable
(D).
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Estos resultados sefialaron que el tratamiento con 1 mg L™ de selenato mejord

las caracteristicas mecanicas de los frutos.
7.5.3 Analisis de la resistencia mecanica

Asi como en el experimento anterior, se observa que la CM, EA y DR
disminuyen durante el almacenamiento, mientras que la DNR incrementa (Figuras
42 A, B, C y D). De igual forma se observa que dichas propiedades son afectadas
de manera importante por el estado de madurez de los frutos. En cuanto a la CM,
EA, DR y DNR durante el almacenamiento a 10 °C, el tratamiento con 1 mg L™ de
Na,SeO4 presentd los mejores valores (39.9 N, 43. 8 mJ, 0.61 mm y 2.39 mm,
respectivamente), seguido por el tratamiento con 5 mg L™ Na,SeO, (32.9 N, 38.2
mJ, 0.48 mm y 2.52 mm, respectivamente), mientras que el tratamiento con 3 mg
L™ Na,SeO,y el tratamiento control presentaron los menores valores (29.1N, 34.5
mJ, 045 mm y 045 mm; y 225 N, 304 md, 045 mm y 257 mm,
respectivamente). No obstante, al ser transferidos a temperatura de 20 °C todos
los tratamientos disminuyeron su CM, EA y DR, e incrementé su DNR. Un
comportamiento similar fue observado en frutos de durazno (Prunus persica
Batch., cv. ‘Flavorcrest’), pera (Pyrus communis L., cv. ‘Conference’) y tomate (S.
lycopersicon, cv. ‘Provence’), donde se observo que la aplicacion en pre-cosecha
de 1 mg L de selenato de sodio permitié desarrollar la mayor carga maxima en
los frutos (Pezzarossa et al., 2012; Zhu et al., 2017).

Por otro lado, la menor DR y mayor DNR, observada en los frutos de guayaba
'Media China' tratados con 1 mg L' Na,SeO, nos podria estar indicando que al
retrasar la maduracién, se disminuye la pérdida de agua, y el fruto se hace menos

viscoelastico y asi se disminuye su deformacion.
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Figura 42. Cambios en la carga maxima (A), energia absorbida (B), deformacion
recuperable (C) y deformacién no recuperable (D) de frutos de guayaba tratados
en pre-cosecha con diferentes concentraciones de Na,SeO,4 almacenados 15 dias
a10°Cy 5 dias a 20 °C.

Nuestros resultados nos sugieren que el selenio altera el metabolismo de los
frutos para mantener sus propiedades mecanicas en los frutos de guayaba 'Media
China', retrasa su maduracién mediante la disminucion de enzimas involucradas
en la produccion de etileno. En este sentido, Zhu et al., 2017, confirmaron que la
aplicacién de 1 mg L' de Na;SeO; en tomate (Solanum lycopersicon, cv.
‘Provence’) disminuyé la produccion de etileno debido a la supresion
transcripcional de los genes ACS2, ACS4 y ACO1, los cuales codifican para la
sintesis de las principales enzimas, ACC-sintasa (ACS) y ACC-oxidasa (ACO),
involucradas en la sintesis de etileno. También es posible que la menor actividad
de estas enzimas podria deberse a que el metabolismo del selenio sigue la misma
ruta de asimilacion del S, por sus similitudes quimicas, y por lo tanto afectando las

estructuras de las enzimas involucradas en el metabolismo del S pueden catalizar
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reacciones analogas con los correspondientes sustratos del Se, formando
productos finales de su asimilacion como son la selenocisteina o selenometionina,
e incorporarse a las proteinas afectando su actividad catalitica (Anderson, 1993;
Bottino et al., 1984; Brown y Shrift, 1980).

7.5.4 Cambios en el contenido de sélidos solubles totales (SST) y acidez
titulable (AT)

El contenido de SST incrementé a medida que transcurrié el almacenamiento
en todos los tratamientos (Tabla 14). No obstante, los frutos con el tratamiento de
5 mg L de Na,SeO, presentaron el menor incremento en el contenido de SST,
seguido por los frutos tratados con 1 mg L, mientras que los frutos con el
tratamiento de 3 mg L de Na,SeO, y los frutos control presentaron el mayor
incremento en el contenido de SST. Al transferir los frutos a 20 °C, todos
incrementaron su contenido de SST independientemente del tratamiento, lo cual
nos indicé que siguieron un proceso normal de maduracion. En cuanto a la acidez
titulable, durante el almacenamiento se observa un ligero incremento en todos los
tratamientos, no presentando diferencias significativas entre ellos (Tabla 14).
Mercado-Silva et al., (1998) observaron también incrementos de SST durante el
proceso normal de maduracion de frutos de guayaba ‘Media China’ de la
temporada primavera-verano, mientras que en los frutos de la temporada otofio-
invierno, la acidez titulable fue mayor y se mantiene durante las diferentes etapas
de maduracion. El incremento observado en el contenido de solidos solubles
totales es caracteristico de un fruto climatérico (Singh et al., 2014).
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Tabla 14. Cambios en el contenido de sdlidos solubles totales (°Brix) y acidez
titulable (AT) de frutos de guayaba tratados en pre-cosecha con diferentes
concentraciones de Na;SeO,4 almacenados 15 dias a 10 °C y 5 dias a 20 °C.

Periodo de almacenamiento (dias)

TRAT SST AT

0 5 10 15 15+5TA 0 5 10 15 15+5TA

Control 8.81* 9.19° 10.00° 10.50° 10.86° 0.84° 0.89° 087° 094° 097°
1mgL”" 7.33%° 9.58%® 992°° 10.00® 11.08% 0.85 1.00° 1.07° 097° 0.86°
3mgL" 7.92° 967° 10.13° 10.33° 11.08° 0.84° 0.92° 1.02° 0098 0.89%
5mgL”’ 7.75° 9.00° 917° 9.92° 10.92° 0.85® 0.92°°® 0.97* 097 0.89%

®Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (p<0.05)

7.5.5 Cambios en el indice de madurez (RPI)

El RPI disminuyé a medida que transcurrio el almacenamiento en todos los
frutos tratados. No obstante, los frutos tratados con 1 mg L' de Na,SeOj
presentaron el mayor valor de RPI, seguido de los frutos con tratamiento de 5 mg
L™ de Na,SeO,, mientras que los frutos tratados con 3 mg L™ de Na;SeO,y los
frutos control presentaron el menor valor de RPI. A 20 °C, los frutos control y los
tratamientos con Na;SeO4 no presentaron diferencias significativas (Tabla 15).
Estos resultados demuestran que los tratamientos con 1y 5 mg L™ de Na;SeO,
retrasaron la maduracion de los frutos a temperatura de refrigeracion y que al ser
transferidos a temperatura ambiente todos siguieron un proceso normal de
maduracion. Pezzarossa et al., (2012) también sefialaron que frutos de durazno y
pera tratados con 1 mg L de Se retrasaron la maduracién y mantuvieron la

firmeza.
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Tabla 15. Cambios en el indice de madurez (RPI) de frutos de guayaba tratados
en pre-cosecha con diferentes concentraciones de Na,SeO4 almacenados 15 dias
a10°Cy 5 dias a 20 °C.

Periodo de almacenamiento

Tratamiento RPI

0 5 10 15  15+5TA
Control 6.4° 6.0° 5.1° 5.2° 4.5°
1 mgL"’ 7.0° 65 66° 58° 4.6°
3 mgL" 6.4° 6.1 59 56 44°
5 mgL™ 6.7° 62° 6.0° 56° 4.3°

@Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (p<0.05)

7.5.6 Efecto de los tratamientos en la actividad de enzimas relacionadas

con la integridad de la membrana celular
7.5.6.1 Cambios en la actividad de Lipoxigenasa (LOX)

La actividad de la enzima LOX presentd variaciones durante el almacenamiento
en todos los frutos tratados, no observandose diferencias significativas entre ellos
(Tabla 16) aunque con fluctuaciones hacia arriba y hacia abajo, las muestras de
los tratamientos con selenio tendieron a mostrar valores mas altos de actividad
respecto de los frutos control hasta los 15 dias de almacenamiento. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Martins-Silva et al., (2018) quienes
sefalaron que las aplicaciones de Se en cultivos de garbanzo, las concentraciones
por arriba de 50 g ha™' indujeron una mayor peroxidacion de lipidos. También
estos resultados coinciden con lo observado por Rios et al., (2009) en plantas de
lechuga Lactuca sativa L. cv ‘Philipus’, donde se observo que la aplicacion de
dosis elevadas de selenio (80-120 pM) incrementa la actividad de LOX y con ello
la peroxidacion de los lipidos de la membrana (Rios et al., 2009).
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Tabla 16. Cambios en la actividad de LOX en frutos de guayaba tratados en pre-
cosecha con diferentes concentraciones de Na,SeO, almacenados 15 dias a 10
°C y 5 dias a 20 °C.

Periodo de almacenamiento (dias)

Tratamiento pmol hidroperéxidos min™' kg proteina™
0 5 10 15 15+5TA
Control  1.01x0.1°® 1.36x0.2"® 0.88+0.1°® 1.19£0.3"® 1.21+0.1%°
1mgL'  1.1120.1%% 1.47+0.1%% 1.06£0.1%% 1.42+0.2** 0.87+0.1°°
3mgL'  1.08#0.1%% 1.47+0.2** 1.05+0.1%% 1.38%0.2°% 1.09+0.2°°
5mgL’  1.09+0.1%% 1.49+0.2"* 1.02+0.1%% 1.21%0.2*® 1.06x0.3"°

AValores con la misma letra mayuscula en la misma fila son estadisticamente iguales (p<0.05)

®Valores con la misma letra minuscula en la misma fila son estadisticamente iguales (p<0.05)

7.5.6.2 Cambios en el contenido de Malondialdehido (MDA)

Consecuente con la actividad de la LOX, el contenido de MDA incrementé
durante el almacenamiento en todos los frutos tratados. Siendo especialmente
notorio la produccion de este metabolito en los frutos transferidos a 20 °C. De
manera interesante, los frutos tratados a 5 mg L™" mostraron un menor incremento
en la produccién de este metabolito (14.62 mmol g ™), respecto de los tratados con
1y 3 mg L' de Nay;SeO, y frutos control (Tabla 17). Martins-Silva et al., (2018)
observaron una notable produccion de MDA que estuvo asociada a la dosis de Se
aplicada al cultivo de garbanzo, dosis por arriba de 50 g ha™ indujeron mayores
actividades de lipoxigensa y mayor produccion de MDA. Estos autores afiaden que
los efectos negativos del Se estan asociados a una disminucion en los diametros
del floema y al menor espesor del parénquima en empalizada de las hojas de la
planta. Estos efectos en la estructura se adicionan a los efectos moleculares en la
sintesis de etileno. No obstante, la comparacion con los frutos control los datos de
MDA son similares con los frutos tratados a 1 y 3 mgL™". Nuestros resultados
sugieren que las altas concentraciones de selenio al retrasar el metabolismo del
fruto, podria disminuir la peroxidacion de los lipidos de la membrana, no obstante,
esto no correlaciona con lo observado en las propiedades mecanicas de los frutos

122



con dichos tratamientos. Un comportamiento similar fue observado en frutos de
guayaba de la variedad ‘L-49" y ‘Hisar Safeda’, en su proceso normal de
maduracion donde se observd un incremento en el contenido de MDA conforme
avanzaba su maduracion, siendo la variedad de ‘Hisar Safeda’ la que presenté el
mayor contenido de MDA y los menores valores de firmeza (Mondal et al., 2009).
De manera interesante, en otros modelos de plantas como lechuga y centeno, la
aplicacidon de selenio incrementa el contenido de MDA, y lo han asociado con una
mayor peroxidacion de los lipidos de la membrana (Cartes et al., 2005; Rios et al.,
20009).

Tabla 17. Cambios en el contenido de MDA en frutos de guayaba tratados en pre-
cosecha con diferentes concentraciones de Na,SeO, almacenados 15 dias a 10
°C y 5 dias a 20 °C.

Periodo de almacenamiento (dias)

Tratamiento pmol hidroperéxidos min™' kg proteina™
0 5 10 15 15+5TA
Control 10.19+£1.5%%® 9.73£2.9°%%® 10.58+1.7%% 11.61x1.2%%° 21.43+2.1"
1 mgL"’ 10.78+1.5%% 12.55+2.0%% 12.49+0.2%% 12.20+0.6%* 21.15+1.5™
3mgL’ 11.31£1.1%%  12.16£3.3% 12.9720.8%% 12.40+1.5% 22.16+3.3*
5mg L’ 9.81+0.8%° 10.51x0.9°° 12.06x2.1%° 12.14x1.9%° 14.62+1.5"

AValores con la misma letra mayuscula en la misma fila son estadisticamente iguales (p<0.05)

®Valores con la misma letra minuscula en la misma fila son estadisticamente iguales (p<0.05)

7.5.7 Cambios en las actividades de enzimas antioxidantes

7.5.7.1 Actividad de catalasa (CAT)

La determinacion de la actividad de estas enzimas son idicadoras del estrés
oxidativo de los tejidos en estudio. La actividad de CAT disminuyé ligeramente
durante el almacenamiento en todos los frutos tratados, siendo los frutos con
tratamientos con selenio los que presentaron la mayor actividad respecto de los
frutos control (Figura 43). Martins-Silva et al, (2018) también observaron
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actividades mayores de esta enzima en plantas de garbanzo que estuvieron
relacionadas con la concentracion de Se aplicado hasta una concentracion de 100
mg ha” y una disminucién de esta actividad con aplicaciones de 1600 mg ha™;

dicho comportamiento es similar al observado en este trabajo para aplicaciones de

5mg L.
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Figura 43. Actividad de CAT de frutos de guayaba tratados en pre-cosecha con
diferentes concentraciones de Na;SeO4 almacenados 15 dias a 10 °C y 5 dias a
20 °C.

El incremento observado en la actividad de CAT en los frutos con tratamientos
con selenio podria indicar una respuesta al estrés oxidativo que genera peréxido
de hidrogeno induciendo el incremento en la actividad de esta enzima y de esta
manera proporcionando una defensa para ese tipo de estrés provocando un

menor dafio en la membrana celular (Puccinelli et al., 2017).
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De manera interesante, este trabajo muestra datos que sefialan una relacion
positiva de los tratamientos de selenato con una mayor resistencia mecanica de la
fruta. Una mayor carga maxima fue observada en frutos tratados con 1 mg L™ de
Na,SeO4 y una menor pérdida de integridad de la membrana probablemente
explicada por una mayor actividad de CAT. Un comportamiento similar fue
observado en frutos de tomate saladette “Toro’, donde la concentracion de 5 mg L
" incrementd la actividad de CAT y también presenté la mayor firmeza (Castillo-
Godina et al., 2016).

Estos datos sugieren la necesidad de realizar mas investigaciéon para
esclarecer el mecanismo por el cual el Se incide en el mantenimiento de la firmeza
de los frutos aun cuando se induce un estrés oxidativo podria dafar la integridad

de la membrana celular.
7.5.7.2 Cambios en la actividad de superéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima SOD también disminuy6 durante el almacenamiento
en todos los tratamientos aplicados (Figura 44), no presentando diferencias
significativas entre ellos. La disminucion de esta actividad, también fue observada
durante el proceso de maduracion a temperatura ambiente de frutos de guayaba
de la variedad ‘L-49’ y ‘Banarsi Surkha’ (Ram, 2007).

Martins-Silva et al., (2018) no observaron cambios significativos en la actividad
de esta enzima en plantas de garbanzo cuando las dosis de Se aplicadas se
encontraban en el rango de 100 a 800 g ha™ pero dosis mayores de 1200 o 1600
g ha™ induce una mayor actividad. Algunos autores han sefialado que las altas
actividades de CAT disminuyen la presencia de peroxido de hidrogeno inhibiendo
la sintesis de SOD (Martins-Silva et al., 2018), de acuerdo con esto, el estrés
oxidativo de los frutos estaria siendo controlado por las mayores actividades de
CAT. No obstante, también se ha sefialado que la presencia de Se impacta
negativamente la actividad de esta enzima (Hartikainen et al., 2000), nuestros
resultados solo muestran este efecto al final del periodo de almacenamiento
(Figura 44).
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Figura 44. Cambios en la actividad de SOD de frutos de guayaba tratados en pre-
cosecha con diferentes concentraciones de Na>SeO4 almacenados 15 dias a 10 °C

y 5 dias a 20 °C.

En conjunto los resultados de este experimento demostraron que las
aplicaciones de 1 mg L™ aplicado via foliar indujo un retraso de 60 dias en la
maduracion de los frutos los cuales mostraron una mayor resistencia mecanica
durante su almacenamiento poscosecha. Este procedimiento podria ser utilizado
en la produccion comercial de guayaba donde, ademas de generar frutos de mejor
resistencia, también podria ser utilizado para la produccién de fruta fuera de

temporada.
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8. CONCLUSIONES

El almacenamiento de frutos a 4 °C durante 3 y 4 semanas indujo dafio por
frio provocando pérdida de membranas, fosfolipidos y galactolipidos, que
alteraron la permeabilidad y funcionalidad de las membranas celulares
acelerando el ablandamiento de los frutos.

La temperatura de 10 °C fue la mejor temperatura de almacenamiento,
debido a un menor dafio en la membrana celular. No obstante, también esta
temperatura afect6 el metabolismo de los lipidos.

La aplicacion en poscosecha de calcio mantiene la firmeza y calidad de los
frutos de guayaba ‘Media China’. No obstante, la técnica de comprension
comunmente utilizada no explico el comportamiento viscoelastico de los
frutos.

La resistencia mecanica de los frutos fue mejor evaluada con un una
prueba de esfuerzo-relajacion, que describe adecuadamente el
comportamiento viscoelastico de los frutos;

Los parametros mecanicos carga maxima, deformacion recuperable,
deformacion no recuperable y energia absorbida mostraron una alta
correlacion positiva con el indice de madurez (RPI), sefalando que estos
parametros podrian ser utilizados para describir la resistencia de los frutos y
que la DNR podria ser el mejor indicador de la deformacion sufrida durante
sSu compresion.

El RPI se correlacion6 de manera mas eficiente con el estado de madurez y
la resistencia mecanica de los frutos.

Aunque las aplicaciones foliares de Ca(NOs), indujeron un mayor contenido
de Ca en los tejidos de los frutos tratados, esto no mejord la firmeza de los
frutos.

Los estudios histoquimicos mostraron que las aplicaciones de Ca(NOs); al 3
%, promueven la movilizacion de aglomerados de pectina al interior de la

célula.
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El estudio histoquimico sefalé que las mayores aplicaciones en pre-
cosecha de Ca(NOs), presentaron una mayor formacién de pectatos de
calcio. No obstante, las evaluaciones no se asociaron con el incremento en
la firmeza de los frutos.

La aplicacion pre-cosecha de Na;SeOy4 retras6 la maduracion de los frutos
de guayaba y el proceso de maduracion durante el almacenamiento
poscosecha.

Este tratamiento también mejord la resistencia mecanica de los frutos y
podria ser recomendado para su aplicacion comercial

El selenio incremento la actividad de CAT en los frutos de guayaba. Lo cual
puede representar que los frutos tratados muestran una mejor capacidad
para resistir el estrés oxidativo. La actividad de SOD no presenté cambios
respecto de las aplicaciones de selenio, esto parece confirmar que la
actividad de CAT inhibe la sintesis de esta enzima.
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