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RESUMEN

La guayaba es un fruto de importancia econémica y nutricional en México. No
obstante, es un producto altamente perecedero, susceptible al dafio mecanico y al
dafio por frio, lo que provoca altas pérdidas poscosecha para los productores y
comercializadores. El Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de la
UAQ, ha mostrado evidencias que las aplicaciones foliares de 5 mg L de selenato
de sodio (NazSeQs) retrasa el desarrollo y la cosecha hasta 45 dias. El objetivo de
este trabajo fue evaluar los efectos de esas aplicaciones en el proceso general de
maduracion y en la estructura del sistema de defensa al estrés oxidativo a través de
la cuantificacion del acido ascorbico; las actividades de la glutation peroxidasa,
catalasa y superéxido dismutasa. En un huerto comercial, se hicieron aplicaciones
foliares de 5 mg L de selenato de sodio 10 dias después del amarre de frutos (0.5
cm de diametro mayor), en la cosecha se colectaron 150 frutos y fueron llevados al
laboratorio para su andlisis de tasa de respiracion, produccion de etileno, calidad
visual y fisicoquimica, firmeza, contenido de vitamina C y las actividades del sistema
enzimatico antioxidante glutation peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa, y la
capacidad antioxidante. La aplicacién de 5 mg L de selenato de sodio en frutos de
guayaba de 5 mm de didmetro maximo no afecté el crecimiento del fruto. Durante
la conservacion a 10 °C, no se afectd la tasa de respiracion, pero disminuy6
ligeramente la produccién de etileno que retrasé el cambio de color y la maduracion;
ademas, se mantuvo una mejor firmeza de los frutos, disminuyé el contenido de
acido ascérbico e incrementd las actividades de superdxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa, lo cual indujo una mejor capacidad antioxidante total. El
tratamiento con selenato de sodio puede ser una alternativa adecuada para mejorar

la vida poscosecha de este fruto.

Palabras clave: Psidium guajava, selenato de sodio, estrés oxidativo, enzimas

antioxidantes, capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

Guava is a fruit of economic and nutritional importance in Mexico. However, it is a
highly perishable product, susceptible to mechanical damage and chilling injury,
which causes high post-harvest losses for producers and marketers. The
Postharvest Physiology and Biochemistry Laboratory of the UAQ has shown
evidence that foliar applications of 5 mg L of sodium selenate (Na2SeQa4) delays
development and harvest up to 45 days. The objective of the present study was to
evaluate the effects of NazSeO4 applications on ripening process. Also, oxidative
stress defense system was evaluated via ascorbic acid, glutathione peroxidase,
catalase and superoxide dismutase activity quantification. In a commercial orchard,
foliar applications of 5 mg L of sodium selenate were made after fruit setting (fruit
with 0.5 cm of greater diameter), at harvest, 150 fruits were harvested and taken to
the laboratory for analysis of respiration rate, ethylene production, visual and
physicochemical quality, firmness, and ascorbic acid content. Also, activity of
antioxidant enzyme system as glutathione peroxidase, catalase and super oxide
dismutase were evaluated. The application of 5 mg L of sodium selenate in guava
fruits with a maximum diameter of 5 mm did not affect fruit growth. During storage at
10 °C, respiration rate was not affected; however, ethylene production decreased
slightly, causing a delay in color change fruit, ripening, and loss of firmness; also,
Na2SeOatreatments decreased ascorbic acid content and increased the activities of
super oxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase which induced a total
antioxidant capacity. These results indicate that treatment with sodium selenate can

be a suitable alternative to improve the postharvest life of this fruit.

Keywords: Psidium guajava, sodium selenate, antioxidant activity enzymes,
antioxidant capacity, oxidative stress
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1. INTRODUCCION

La produccion mundial de guayaba supera los siete millones de toneladas. México
ocupa el quinto lugar en la produccién con 311 594 toneladas en el 2018 (SIAP,
2018). Es un fruto muy apreciado por sus caracteristicas sensoriales y altos
contenidos de vitamina C (200-300 mg 100 g*). Su consumo es principalmente en
estado fresco y por ello, demanda procedimientos adecuados de conservacion que
permitan su distribucién a los mercados de destino en volumen y precio adecuados
(Prance, 2003). La problemética de manejo de este fruto en México es que la
produccién se concentra en los ultimos meses del afio lo cual genera sobre oferta
de fruta y caida de precios, ademas de ser un fruto altamente perecedero debido a
su susceptibilidad al dafio mecanico y dafio por frio que limita su comercializacion y

manejo poscosecha.

Para resolver esta problemética se han desarrollado diferentes trabajos tanto en
precosecha como en poscosecha. Entre los trabajos precosecha que parcialmente
resuelven parte de esta problemética incluye el control de riegos para forzar la
floracion y produccion de fruta fuera de temporada y la aplicacion de soluciones de
calcio para mejorar la firmeza de la fruta (De Mello Prado y col., 2005; Goutam y
col., 2010).

En trabajos previos del Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de la
UAQ, se realizaron aplicaciones foliares de selenato de sodio observando que la
cosecha se retrasé hasta dos meses después de los picos de produccion, con frutos

de mejor firmeza y menor tasa de maduracion (Alba-Jiménez, 2018).

Se tiene antecedentes que la aplicacién de selenio (Se) en tomate actia como
antioxidante y que tiene efectos importantes en la expresion de genes asociados a
la sintesis de etileno en frutos de tomate (Pezzarozzay col., 2014; Zhu y col., 2017).
Mediante estudios de expresion diferencial de genes de la 1-aminociclopropano-1-

carboxilato sintasa (ACS) y de 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACO) en



frutos de tomate control y tratados se observo que las aplicaciones de Se foliar hubo
una menor expresion de estas enzimas lo cual explico una mayor vida de anaquel
de los frutos. En este estudio se aporta conocimiento de los cambios que ocurren
en el proceso de maduracién de los frutos de guayaba y los efectos que dichas
aplicaciones tienen sobre el contenido de vitamina C y la respuesta del fruto al
estrés oxidativo tomando como base las actividades enzimaticas de la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa (GSH-Px), asi como los niveles
de la capacidad antioxidante total y para atrapar especies reactivas de oxigeno del

fruto.

Este trabajo, profundiza en el conocimiento de los efectos que tiene la aplicacion
foliar de selenato de sodio (Na2SeOa), en la fisiologia poscosecha de los frutos, los
cambios en la composicion, la firmeza de los frutos, la capacidad antioxidante y la
actividad de enzimas relacionadas al sistema de defensa contra el estrés oxidativo
en frutos de guayaba cv ‘Media China’ y sentar bases para un manejo éptimo de

esta tecnologia de produccion de fruta fuera de temporada.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del fruto de guayaba
2.1.1 Origen y distribucion del cultivo

La guayaba (Psidium guajava) es un fruto importante de climas tropicales y
subtropicales alrededor del mundo, aunque su origen es incierto se le ha ubicado
en Mesoamérica en un area comprendida entre México y Peru (Mata y Rodriguez
1990). Desde donde fue llevada a diferentes continentes, y actualmente se cultiva y
comercializa en diferentes regiones del mundo. A pesar de que el lugar de origen
se ubica en el continente americano, la FAO reporta al continente asiatico como el
principal productor y consumidor de este fruto, en el afio 2019 la India ocupoé el
primer lugar en produccion, estimandose que obtuvo el 52% de la produccion global
total (Tridge, 2021.)

A los frutos tropicales se les ha dividido en 2 grupos, mayores y menores, esto con
base en el volumen de produccién alcanzado. La FAO clasifica a la guayaba dentro
de los frutos tropicales mayores, donde la ubica en un grupo junto con el mango y
mangostan, dentro de los reportes no se requiere la informacion de produccién
exacta para cada fruto, por lo que el volumen oficial de produccion se desconoce,
sin embargo, se estima que dentro de este grupo el mango ocupa el 75 % de
produccion total, la guayaba el 15 % y el 10 % restante el mangostan (FAO, 2021).
En el 2020, México tuvo una produccién de 2.37 millones de toneladas de mango,
mangostan y guayaba, ubicando a nuestro pais en el tercer lugar de produccion a
nivel global en este grupo (FAO, 2018). El Servicio de Informacion Agroalimentaria
y Pesquera reporto un volumen de produccion nacional que alcanzo las 287,243.02
toneladas en el aio del 2020 (SIAP, 2020).

Aproximadamente el 70 al 80 % de la produccién en México se consume en fresco
y también puede ser procesada en jugos, ates, jaleas, etc., es rico en provitamina

A, vitamina B y C. La variedad cultivada mas importante en México es la ‘Media



China’, pero a nivel mundial hay una gran diversidad de variedades con frutos

diversos en color de la pulpa, forma y tamafo (Prance, 2003).

2.1.2 Descripcion taxondémica y botanica
La guayaba pertenece a la familia Myrtaceae, la cual comprende 131 géneros y
4620 especies (FACENA, 2015), la Tabla 1 sefiala la clasificacion taxonémica de

esta planta.

Tabla 1. Taxonomia de la guayaba (Bandera y Perea, 2015)

Nombre Cientifico: Psidium
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Tribu: Myrteae
Género: Psidium
Especie Psidium guajava

El guayabo es un arbol pequefio, aunque puede alcanzar hasta 10 m de altura, con
tallos ramificados, de consistencia dura y lefiosa con colores que van del café
grisaceo al café claro, sus hojas son opuestas, oblongas con un largo que va desde
los 7.5 a los 18 cm de largo y un ancho de 8 cm aproximadamente, pubescentes,
con nervaduras sobresalientes y paralelas en el envés. Sus flores son blancas,
estas pueden estar solas o en grupos de dos o tres en el extremo de cada yema
floral. Posterior a la floracién, el fruto requiere de aproximadamente 120 a 190 dias
para su completo desarrollo dependiendo de las condiciones climéticas de las zonas

de cultivo (Mercado-Silva y col., 1998).



El fruto es una baya carnosa, ovoide o periforme, con multiples semillas, éste puede
llegar a pesar hasta 500 g, siendo mas comun encontrarlas en un rango de 60 a 120
g dependiendo de la variedad y el ambiente, tiene piel delgada cuyo color varia
conforme transcurre el proceso de maduracion, cambiando desde el verde obscuro
al amarillo, en la pulpa podemos observar variaciones de color entre rojo, rosa,
blanco o amarillo, con sabor dulce a ligeramente acido y aroma fuerte y penetrante
(Morton, 1987).

Segun datos del SIAP, (2019) para una adecuada produccién, la geografia del
terreno debe tener las siguientes caracteristicas: altitud sobre el nivel medio del mar
de 0 a 1400 msnm, con precipitaciones de 600 a 1000 mm, la temperatura ambiental
estar entre 16 a 34 °C, con suelos francos, limosos, y franco-arcillosos que tengan
un pH de 4.5 a 8 y profundidad mayor a 60 cm (SIAP, 2019).

2.2 Importancia econémica de la produccion en México

2.2.1 Produccion de guayaba en México

A nivel mundial, México es uno de los cinco principales productores de guayaba,
para el afio 2019 fue el 4° productor por debajo de India, Indonesia y China, siendo
notable que la India produce aproximadamente 10 veces mas que México (TRIDGE,
2021).

A nivel nacional y de acuerdo con los datos del Sistema de Informacion
Agropecuaria (SIAP) la produccion alcanzada a nivel nacional en el afio 2020 fue
de 287 243 toneladas, siendo los estados de Michoacan (172 730 ton),
Aguascalientes (62 897 ton) y Zacatecas (32 252 ton) quienes concentraron el 93
% de la produccion (SIAP, 2020). Para ese afo, la superficie sembrada a nivel
nacional fue de 20 873 ha y el valor de la produccion alcanzé los 1 664 millones de
pesos (SIAP, 2020).

Aunqgue esta produccién puede cambiar ligeramente en diferentes temporadas, para

el afio 2020 la participacion porcentual de cada uno de los estados fue la siguiente:



Michoacan (60%), Aguascalientes (22%) y Zacatecas (11%) (SIAP, 2020). Es decir
gue estos tres estados concentraron el 93 % de la produccion. Durante el afio 2020
la derrama econdmica de este cultivo en el pais fue de 1 504 364. 70 y Michoacan
alcanzo 826 050. 93 miles de millones de pesos equivalentes al 55 % de ese valor
(SIAP, 2020).

En nuestro pais se cultivan tres variedades de guayaba. En el 2020 la superficie
dedicada a la produccion de esas variedades fue “China” (1291.5 ha), “Media China”
(17,853.77 ha) y “Criolla” (1169.15 ha), siendo la segunda la que cuenta con el 90%
del &rea de cultivo (Mondragdn-Jacobo y col., 2008) (SIAP, 2020).

De acuerdo con el valor de produccién agricola para el 2020, el Anuario estadistico
de la produccién agricola, sefiala que la guayaba ocupé el numero 22 dentro de los
cultivos perennes (Tabla 2); lo cual resalta su importancia econémica en el pais y

en particular para los principales estados productores (SIAP, 2020).

Tabla 2. Principales cultivos nacionales perennes y su valor de produccion para el
afio 2020 segun datos del SIAP

(miles de

Pesos)
1 Aguacate 49,369,370.99
2 Cafa de 42.640,394.69
azucar
3 Agave 33,403,629.49
21 Durazno 1,792,183.61
22 Guayaba 1,664,607.62

Total 287,249,621.37



La produccion de guayaba enfrenta problemas de oferta y demanda que afectan los
precios durante la comercializacion. Esto se debe a que el grueso de la produccion
se concentra en los Ultimos meses del afio (octubre-diciembre) (Gonzélez y col.,
2002), provocando una caida de precios en el mercado y su consecuente efecto en
toda la cadena de comercializacion. La concentracion de la cosecha en los ultimos
meses del afio se aprecia en la Tabla 3 que resume los volumenes de cosecha en
los diferentes meses del afio 2020. En la Tabla 4 se expresan los porcentajes de la
cosecha total en los diferentes meses del afio.

Tabla 3. Volumenes mensuales acumulados de produccién para los cinco
principales estados productores de guayaba en el afio 2020.

Meses Michocan Ags Zac. México Jal Gro.
1 12,298.14 0 0 0 0 35.55
2 15,996.04 0 0 0 0 1,035.07
3 22,655.66 22,000.00 2,710.00 0.00 0.00 1,035.07
4 30,100.66 22,000.00 5,300.00 2,556.00 681.78 1,075.16
5 45,774.42 22,000.00 9,622.95 7,045.76 1,249.14 1,085.97
6 76,890.69 22,000.00 9,622.95 7,831.34 1,453.68 1,114.58
7 88,413.51 22,000.00 9,622.95 8,062.41 1,984.38 1,139.24
8 98,779.56 22,000.00 14,002.85 8,073.71 2,159.66 1,144.54
9 113,429.54 22,960.00 14,002.85 8,704.63 2,265.77 2,053.54
10 154,920.26 39,300.60 25,112.85 9,229.91 2,959.95 2,069.36
11 165,625.05 65,219.50 28,271.78 9,507.32 3,255.67 2,085.86
12 166,163.04 92,617.74 32,252.48 9,731.03 3,500.67 2,139.49



Tabla 4. Porcentajes de la cosecha acumulada para los cinco principales estados
productores de guayaba en el afio 2020.

Meses Michoacan Ags. Zac. México Jal Gro.
1 7.4012488 0 0 0 0 1.66161094
2 9.62671362 0 0 0 0 48.3792867
3 13.6345965 23.7535487 8.40245463 0 0 48.3792867
4 18.1151356  23.7535487 16.4328449 26.2664898 19.4757004 50.2530977
5 27.5478951 23.7535487 29.8363103 72.4050794 35.6828836 50.7583583
6 46.2742437  23.7535487 29.8363103 80.4780172 41.5257651 52.0955929
7 53.2088905 23.7535487 29.8363103 82.852586 56.6857202 53.248204
8 59.4473717 23.7535487 43.4163512 82.9687094 61.6927617 53.4959266
9 68.2640014 24.7900672 43.4163512 89.4522985 64.7238957 95.9826875
10 93.2338864 42.4331235 77.8633147 94.8502882 84.553814 96.722116
11 99.6762276 70.4179351 87.6576933 97.7010656 93.0013397 97.4933278
12 100 100 100 100 100 100

En el estado de Michoacan, (principal estado productor de guayaba), del 53 al 99 %
de la cosecha se recoge en los meses de julio a noviembre; mientras que para
Aguascalientes del 75 al 100 % de la produccion se recoge en los meses de
septiembre a diciembre; para Zacatecas del 57 al 100 % de la produccién se recoge
también entre los meses de septiembre y diciembre. Claramente los datos de los
tres principales estados productores sefialan una concentracién importante de la
produccion en los meses de septiembre a diciembre. También Jalisco aporta del 53
al 100 % de su produccion en los meses de julio a diciembre. Esta concentracion de
la cosecha provoca una mayor oferta de fruta con la consecuente caida de precios
en el mercado. Es interesante notar que Michoacan ha logrado distribuir su

produccion en un mayor periodo de tiempo y que el Edo de México cosecha el 75-



90% de su fruta entre los meses de mayo y agosto; de igual forma el estado de

Guerrero cosecha el 50 a 95% de su fruta en los meses abril a septiembre.

Para resolver el problema de concentracién de la produccién y su caida de precios,
los productores aplican diferentes técnicas en la produccion de la fruta como el
manejo de estrés de sequia a través de la suspension de riegos para mover las
fechas de floracion y asi obtener frutos fuera de temporada. Otro procedimiento
aplicado es la poda programada para inducir floraciones en diferentes periodos del
afo y asi lograr producciones fuera de temporada (Mata y Rodriguez, 1990; Adhikari
and Kandel 2015; Carballosa-De la Paz et al 2019).

2.1.2 Comercializacién de guayaba en México

Como se ha mencionado, la concentracion de la cosecha en unos meses del afio
tiene efectos importantes en los precios al productor (se pagan los precios méas
bajos con alta oferta de fruta). La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) realiza evaluaciones mensuales de los margenes de
comercializacion de guayaba. Para el mes de diciembre, la participacion de los
costos en la cadena de comercializacion en el precio de fruta al consumidor fueron
17.6 % al productor, 43.4 % al mayorista y 39 % al menudeo. En ese mes, los
precios pagados al productor variaron de 3-3.85 pesos/kg; mientras que los precios
pagados al mayorista variaron de 6.97-21 pesos/kg y para el consumidor final los

precios variaron de 16-27 pesos/kg.

En el mes de mayo, la participacion de los costos en la cadena de comercializacion
en el precio de fruta al consumidor final fueron 27.5 % al productor, 28.5 % al
mayorista y 44 % al menudeo. No obstante, en ese mes, los precios pagados al
productor variaron de 3.35-5.50 pesos/kg; mientras que los precios pagados al
mayorista variaron de 8.92-21 pesos/kg y para el consumidor final los precios
variaron de 15.21-29.32 pesos/kg. De acuerdo a estos datos, los precios pagados
al productor son los mas bajos aun en temporada de poca oferta y el consumidor
también paga aproximadamente el mismo precio quedando los mayores margenes

de comercializacion entre los comercializadores al mayoreo.



La guayaba producida en los principales estados productores tiene distintos
mercados de destino en el pais (Figura 1), y los sistemas de distribucién son
variables, en las que dominan los compradores que asisten a los centros de acopio
donde adquieren la fruta ya empacada y la trasladan a los mercados de destino;
también hay cadenas de supermercados que a través de contratos establecen
volimenes y precios de compra durante el afio y también hay productores con
medios de transporte que llevan su fruta hasta los mercados de destino. En estos
sistemas, los margenes de comercializacion varian para el productor los cuales son
considerablemente menores que eventualmente pueden no cubrir los costos de la
cosecha, quedando la misma en los campos de produccion contribuyendo de esta

manera a pérdidas precosecha de la fruta.

Tijuana, s.c.

Cd. Judrez, chin.

Hermosillo, son.

Colima, co.. Michoacan Puebla, pie.  Veracruz, Ver\ Chetumal, o Roo.

"
Guerrero
Toluca, edo. de Méx. ) Villahermosa, .

Acapulco, o, 03XaCA, 0ax.

Figura 1. Principales puntos de origen (*) y destino de guayaba en México (SIAP, 2015).
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2.2.2 Problemas generales de conservacion

Ademas de las presiones de la oferta y la demanda, este fruto también enfrenta
problemas de manejo como es su alta perecibilidad (4 dias a temperatura ambiente
0 2 semanas a 10°C) y su alta sensibilidad al dafio mecéanico. Estos problemas se
ven potenciados por la gran tendencia de cosechar la fruta en estado maduro o
amarillo disminuyendo su potencial de vida de anaquel. La nula o escasa aplicacion
de sistemas de pre enfriado en las zonas productoras provoca que el fruto sea
transportado con el calor de campo que acelera su proceso de maduracion.

Durante su comercializaciéon hay un escaso uso de sistemas de conservacion en
refrigeracion y cuando estos son utilizados, no se tiene en cuenta su sensibilidad al

dafio por frio y que obliga a conservarlo a 10 °C (Alba-Jiménez y col., 2018).

2.2.3 Cambios durante el desarrollo, maduracion y deterioro del fruto

El conocimiento de los eventos del desarrollo y maduracion del fruto, asi como la
aplicacion de diferentes tecnologias de conservacién poscosecha, son herramientas
que pueden ser utilizadas para resolver los problemas de manejo que este fruto

presenta.

El desarrollo del fruto de guayaba consta de varias etapas, estas abarcan desde la
floracion hasta la senescencia; la duracion de estos eventos esta afectada por varios
factores como el clima o factores ambientales (Mercado-Silva y col., 1998;
Coronado, 2014). Durante las primeras etapas del desarrollo del fruto y durante el
pico climatérico de la maduracion se tiene la mayor actividad metabdlica (Mercado-
Silva y col., 1998), durante estas etapas se llevan a cabo procesos metabdlicos
basicos, como la respiracion que implica la degradacion de carbohidratos y
generacion de metabolitos precursores para las reacciones de sintesis de
compuestos indispensables de la estructura celular, hasta reacciones de biosintesis

asociadas a la maduracion del fruto.
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El cambio de color en el pericarpio y endocarpio se observa cuando se da un
incremento en el contenido de carotenoides, también se observan cambios en el
contenido de sélidos solubles y acidez titulable, los cuales son utilizados como
parametros para determinar el indice de madurez del fruto (Kader, 1992; Medina y
Herrero, 2016).

En la guayaba existen varios indices de cosecha que permiten identificar el
momento apropiado para la cosecha, ya que un producto cosechado inmaduro es
mas susceptible al dafio por frio que aquél que es cosechado en la etapa de
maduracién ideal o madurez fisioldgica; un producto cosechado en madurez de
consumo tiene menor vida de anaquel que aquel cosechado en madurez fisioldgica.
Se entiende como madurez fisioldgica al estado de desarrollo donde el fruto es
capaz de continuar su maduracion normal hasta su senescencia separado del arbol
(Kitinoja y Kader, 2015; Coronado, 2014).

Determinar el estado de maduracion ideal del fruto puede ser un proceso
complicado, en el caso de la guayaba, existen varios parametros a tener en cuenta
al momento de la cosecha. Mercado-Silva y col., (1998) correlacionaron de manera
satisfactoria la maduracion con el cambio de color en el fruto en la variedad ‘Media
China’, sefialando que el color puede ser un buen indicador de madurez, asi el
cambio de color verde oscuro a verde amarillento es un indice de cosecha apropiado
y no destructivo, aunque se puede correlacionar con otras mediciones, como el
contenido de sélidos solubles, la acidez titulable y la firmeza del fruto (Coronado,
2014).

Uno de los factores a considerar durante la maduracion del fruto y que influye en la
vida poscosecha es la tasa de respiracion. Durante este proceso las
macromoléculas, como carbohidratos, proteinas y lipidos, son utilizadas por el fruto
como sustrato, degradandolas hasta moléculas simples. Para llevar a cabo este
proceso el oxigeno actlia como aceptor final de electrones, teniendo como producto
final agua y COz2, con liberacion de energia (Kader y Saltveit, 2003). La produccion
de CO2 sigue patrones diferentes dependiendo del tipo de fruto, y de acuerdo con
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esto, los frutos de guayaba se pueden clasificar como climatéricos. La guayaba
presenta un incremento en la tasa de respiracion durante la etapa de maduracion,
que se acompafia de una mayor produccion de etileno (Kader y Yahia, 20112 ; y
Mercado-Silva y col., 1998).

El etileno es la hormona clave asociada al proceso de maduracion del fruto y
crecimiento de la planta, existen diversos factores, bioticos y abioticos, que inducen
su sintesis en los diferentes tejidos. Dependiendo de la concentracion de esta
molécula (C2H4) se provocan cambios que pueden ser benéficos o perjudiciales, ya
que esta implicada en una gran variedad de eventos fisioldgicos entre ellos la

maduraciéon (Cheny col., 2018).

Las diferentes variedades de guayaba muestran un comportamiento no homogéneo
en cuanto a su tasa de respiracion y produccion de etileno. Garcia-Velasco (1997);
Mercado-Silva y col., (1998) y Azzolini y col. (2005) indicaron, mediante el uso de
bloqueadores de la accion del etileno, la importancia que tiene el etileno en el
proceso de maduracion de la guayaba y que solo requiere los niveles de produccion
que el propio fruto tiene y que por ello no responde a las aplicaciones exdgenas de

esta fitohormona por lo que se considera como un fruto no climatérico.

Durante los cambios ocurridos en el proceso de maduracion del fruto, la firmeza de
la guayaba se ve notablemente disminuida, el ablandamiento del fruto ocasiona
grandes pérdidas en la cadena de distribucién del producto, por lo que el estudio de
los mecanismos que rigen este cambio en el fruto es de vital importancia. En
diversos estudios se menciona que el proceso de senescencia en los frutos es un
fenbmeno oxidativo, dénde se requiere de la accién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) como el peroxido de hidrégeno y el anidén superoxido, por lo que es
probable que el sistema antioxidante de las plantas sea de vital importancia, este
incluye enzimas como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa
(POD), y otras enzimas que junto con agentes antioxidantes como el glutatién, acido
ascorbico y otros compuestos fendlicos protegen a la célula del dafio oxidativo

(Jiménez y col., 2002). La produccion excesiva de ROS, durante la respiracion,
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puede dafar proteinas, acidos nucleicos y lipidos, y como consecuencia afectar la
integridad y funcionalidad de las membranas ocasionando la pérdida de firmeza
(Mondal y col., 2004; Mondal y col., 2009).

2.3 Métodos para incrementar la vida de anaquel

2.3.1 Factores poscosecha. Manipulacion de la temperatura y del ambiente
de conservacion.

Uno de los métodos mas utilizados en poscosecha para alargar la vida de anaquel
del producto es el almacenamiento a bajas temperaturas, ya que la temperatura es
el factor individual externo mas importante que disminuye el metabolismo y retrasa
el deterioro del fruto (Singh, 2011).

A bajas temperaturas se reduce la actividad metabdlica, decrece la incidencia de
enfermedades poscosecha y retrasa el desarrollo, Al disminuir la temperatura
ambiental, también se incrementa la humedad relativa del aire con lo que se reduce
la pérdida de agua; mientras que a altas temperaturas se reduce la humedad relativa
y se incrementan las velocidades de todos los factores de deterioro. Una
temperatura elevada incrementa la tasa de respiracion consumiéndose mayor
cantidad de peso seco y disipAndose una mayor cantidad de calor; que incrementa
la velocidad de deterioro, sin embargo, temperaturas muy bajas (menores a 8 °C,
factor dependiente del fruto) pueden causar dafio por frio (Singh, 2011). A este
respecto, el fruto de guayaba es sensible al dafio por frio cuando se somete a
temperaturas por debajo de 8 °C, observandose alteraciones en la estructura de las
membranas microsomales, asi como en el metabolismo de los lipidos de la

membrana (Benito-Bautista, 2002; Alba-Jiménez y col., 2018).

El almacenamiento también provoca pérdida de peso, a medida que aumenta la
temperatura y disminuye la humedad relativa del sistema de almacenamiento, se ve
incrementada la pérdida de peso. Suarez y col. (2009) indicaron que en guayaba cv

“Criolla Roja”, almacenada 20 dias a 12, 17 y 27°C, incrementé su pérdida de peso
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y disminuyé mas rapidamente la firmeza del fruto a mayor temperatura. Asi las altas
temperaturas activan el metabolismo del fruto, provocando cambios fisiolégicos y
bioguimicos, mientras que bajas temperaturas de almacenamiento, retrasan el
proceso de maduracion al disminuir la tasa de respiracion y la pérdida de firmeza
del fruto (Coronado, 2014).

En conjunto con el manejo de bajas temperatura y la modificacion del ambiente de
conservacion, se ha implementado el uso de atmoésferas controladas (Benito-
Bautista y Mercado-Silva, 1997; Sing y Pal, 2008), la aplicacion de ceras (Espinoza-
Zamoray col., 2010), uso de bloqueadores de la accién del etileno (Ortiz-Hernandez
y col., 2010) con el fin de modificar el metabolismo del fruto y asi retrasar su

senescencia e incrementar la vida de anaquel.

2.3.2 Tratamientos precosecha.

Para que un producto fresco sea llevado a la cadena de comercializacién y
entregado al consumidor con la calidad requerida, se hace uso de diversas
tecnologias, entre estas se encuentran los tratamientos precosecha que implican
aplicaciones de compuestos quimicos, como el nitrato de calcio, ya sea de manera
foliar o al suelo, estos han mejorado la calidad de los frutos, reportando una menor
pérdida de peso, menor pérdida de firmeza y la reduccion del deterioro (de Mello
Prado y col., 2005; Goutam y col., 2010).

Ademas de las aplicaciones de nitrato de calcio que retrasan la senescencia del
fruto y mantienen la firmeza; también se ha investigado los efectos de otros
elementos que también participan en el metabolismo del fruto, tal es el caso del
selenio, del cual se conoce que por si solo este elemento presenta actividad
antioxidante ayudando a controlar los efectos de las especies reactivas de oxigeno
(ROS). Se ha observado que la aplicacién de selenito de sodio en dosis de 5 mg L-

! en plantas de tomate aument6 la actividad de enzimas antioxidantes como
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catalasa, glutation peroxidasa y superoxido dismutasa (Castillo-Godina y col.,
2016).

Por otro lado, Zhu y col., en 2017 mostraron que un pretratamiento foliar con
selenato de sodio a una concentraciéon de 1 mg L™ retrasa la maduracién y mantiene
la calidad en frutos de tomate mediante el incremento en el mecanismo antioxidante
de los frutos; asi mismo estos autores observaron que derivados de la aplicacion de
este elemento, las expresiones de genes de la ACC sintasa y de la ACC oxidasa se
disminuyeron provocando menor sintesis de etileno y sefialaron que esta
disminucién de expresion de genes explica el mecanismo del Se para retrasar la
maduracién de los frutos, asi mismo, Alba-Jiménez (2018) también observo que la
aplicacion foliar de 5 mg L de selenato de sodio, cuando los frutos tenian un
diametro menor de 0.5 cm, retraso el desarrollo de los frutos hasta 60 dias respecto

del control.

2.4 Estrés oxidativo

La presencia de especies reactivas de oxigeno en plantas, esta asociada a eventos
de generacion y control importantes en la fisiologia de las plantas y son parte de
mecanismos de sefializacion y respuesta en diferentes etapas de crecimiento y
desarrollo (Jankl y col., 2019), su produccién y control esta altamente regulado por

rutas enzimaticas especificas en diferentes compartimentos de la célula.

La maduracion y senescencia de los frutos se describe como un proceso oxidativo
gue provoca alteraciones en el metabolismo del fruto, involucrando la activacién de
diferentes sistemas enzimaticos, entre ellos las enzimas del sistema antioxidante y
otros metabolitos secundarios (Hodges, 2003). Como consecuencia de este
proceso se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que son moléculas
altamente reactivas derivadas del oxigeno, las cuales actian como oxidantes en la
célula (Orabi y Abouhussein, 2019).

Las ROS se producen de manera constante en los sistemas biolégicos, para su

control, la planta cuenta con un sistema de defensa antioxidante; pero este puede
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ser rebasado y alcanzar a un estado donde las ROS superan la capacidad que tiene

el fruto para neutralizarlas induciendo su senescencia (Mondal y col, 2004).

El estrés oxidativo se puede definir como el momento donde las ROS superan al
sistema antioxidante, provocando la peroxidacion lipidica, desnaturalizacion de
proteinas y mutaciones en el DNA, como consecuencia de estas alteraciones en el
metabolismo celular causan un dafio molecular que una vez acumulado genera la
muerte celular. También puede ser definido como un factor que causa dafio celular,
similar al estrés por sequia, por salinidad, etc., que activa cascadas de sefializacion

y respuestas de defensa (Demidchik, 2015, Orabi y Abouhussein, 2019).

Existen diferentes factores que contribuyen a un incremento en la generacién de
ROS, entre estos se encuentran factores intrinsecos del fruto u hortaliza, como el
genotipo, y factores extrinsecos derivados del manejo poscosecha, desde la etapa
de madurez en la que se encuentra el fruto, las operaciones de manejo en campo,

temperatura y atmosfera de almacenamiento, entre otras (Hodges, 2004).

Las plantas comunmente tienen dos formas principales de lidiar con el estrés
oxidativo, pueden evitarlo o tolerarlo, sin embargo, durante la poscosecha los
productos hortofruticolas tienen limitado su sistema para regular la produccién de
ROS. Debido a esto, dependen de sus recursos 0 son necesarias las acciones

externas para disminuir el estrés oxidativo.

Algunas plantas han evolucionado debido a que constantemente tienen que lidiar
con diferentes factores de estrés, esto por medio de mecanismos como la
modificacion morfo-anatdémica, hormonal y bioquimica que les permite sobrellevar y
prosperar aun en condiciones de estrés (Dar y Rhesi., 2021). El hecho de que el
estrés oxidativo pueda desencadenar cascadas de sefalizacion y respuestas de
defensa ha generado un enfoque de estudio sobre los cambios a nivel molecular en
los genes de respuesta al estrés, ya que al inducir el estrés de manera controlada
se pueden obtener productos con una mayor capacidad para sobrellevar los efectos

negativos de las ROS.
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2.4.1 Tipos de ROS

2.4.1.1 Radical superoxido

El radical superéxido (O2") se forma a partir de la activacion del oxigeno triplete (O2)
cuando este acepta un electron. Este proceso se puede dar por diferentes medios,
diversas moléculas se pueden oxidar en presencia de oxigeno y dar lugar a la
formacion de superoxido, asi como durante la cadena de transporte de electrones,
esta Ultima se cree que es la principal fuente de superoéxido, ya que del 1 al 5 % de
electrones se pierden y algunos de estos electrones parecen tener como objetivo
activar el oxigeno y generar el superoxido. El Oz™ participa en varias reacciones, sin
embargo, la principal es la que da lugar al radical hidroperoxilo (HO2™"). Dos
moléculas de este radical pueden reaccionar y formar Oz y H202, esta reaccién se
conoce como dismutacion del superoxido. Si bien el radical superoxido no posee
por si solo la capacidad de generar cambios quimicos en macromoléculas es uno

de los principales agentes en el estrés oxidativo (Demidchik, 2015; Engwa, 2018).

2.4.1.2 Pero6xido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno (H202) es una especie reactiva de oxigeno que no es
radical libre, por lo que es una de las ROS mas estables. Esta molécula tiene
diferentes funciones en la célula, ya que ademas de ser una fuente de estrés
oxidativo, participa en diferentes cascadas de sefializacion (Cerny y col., 2018).
Existen diferentes fuentes de generacion de H202, siendo las principales la
fotorespiracion, la cadena de transporte de electrones y reacciones redox en el
apoplasto. El H202 es un oxidante débil y no puede modificar quimicamente el ADN,
aminodacidos ni lipidos. Es considerado una ROS debido a que una acumulacién
excesiva de este puede dar lugar a un incremento en la formacion del radical
hidroxilo, ademas de que no posee impedimentos para atravesar las membranas
celulares y acumularse en diferentes partes de la célula (Demidchik, 2015; Cerny y
col., 2018; Engwa, 2018).
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2.4.1.3 Radical hidroxilo

El radical hidroxilo es uno de los principales agentes causantes de dafo oxidativo a
proteinas y acidos nucleicos, asi como uno de los principales causantes de la
peroxidacion lipidica. Posee un par de electrones no apareados que pueden
reaccionar con O:y debido a su corta vida (10° s) es uno de los radicales mas
reactivos. Una de las principales vias de sintesis es a través de la reaccion de
Fenton en presencia de H202 y metales de transicion. Tiene una alta importancia
debido a que su acumulacion ocasiona dafios al aparato fotosintético resultando en
el mal funcionamiento de los cloroplastos (Demidchik, 2015; Meitha y col., 2020).

2.4.1.4 Oxigeno singulete

El oxigeno singulete es un subproducto de la fotosintesis, donde el oxigeno se
encuentra en el estado mas bajo de excitacion. Se forma principalmente cuando las
plantas se someten a un exceso de luz, donde se forma a través del fotosistema |l
en las membranas tilacoides, por lo que su acumulacion afecta la eficiencia de la
fotosintesis, llevando a la muerte celular, ademas puede ocasionar dafios en
membranas, proteinas y acidos nucleicos. Su acumulacion es contrarrestada por 8-
carotenos en el centro de reaccion del fotosistema Il, agua, tocoferol, plastoquinol o
flavonoides (Demidchik, 2015; Dmitrieva y col., 2020; Meitha y col., 2020).

2.4.2 Mecanismos para contrarrestar la acumulacion de ROS

Las plantas poseen sistemas de defensa enzimaticos y no enzimaticos que le
confieren proteccion ante ROS (Blokhina y col., 2003), entre estos se encuentran
eximas como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa
(APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa
(DHAR), glutation reductasa (GR), glutation S-transferasa (GST), glutation
peroxidasa (GSH-Px) y peroxidasas (POX), asi como compuestos no enzimaticos

como el ascorbato (AsA) y glutation (GSH) (Hasanuzzaman y col., 2012).
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2.4.2.1 Superoéxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa se encuentra en la primera linea de defensa contra el
estrés oxidativo. Cataliza la dismutacion de Oz~ en H202 y Oz en todos los
compartimentos celulares, reduciendo asi la formacion de radical hidroxilo. Se
encuentra presente en células aerobias y en subcompartimentos celulares sensibles
al estrés oxidativo como cloroplatos, mitocondrias, nucleo, peroxisomas, citoplasma
y apoplastos). Los genes que codifican para esta enzima son sensibles al estrés por
factores ambientales, por lo que un incremento en su actividad se correlaciona con

una mayor tolerancia al estrés (Sharmay col., 2012).

2.4.2.2 Catalasa

La produccion de H202 es contrarrestada en gran parte por la catalasa,
disminuyendo los niveles intracelulares de este compuesto a través de la
degradacion del H202 en oxigeno y agua con una alta eficiencia. Se encuentra
predominantemente en los peroxisomas, donde captura el H202 formado durante la
fotorespiracion y B-oxidacién de acidos grasos (Arora y col., 2002; Ahmad y col.,
2011).

2.4.2.3 Glutatién peroxidasa

La glutation peroxidasa (GSH-Px) es una enzima antioxidante primaria responsable
de la desintoxicacion por radicales libres. A expensas de peréxidos, GSH-Px
cataliza la oxidacién de GSH (glutatién reducido) a GSSG (glutation disulfuro) que
posteriormente es reducido por GR (glutatién reductasa) para formar nuevamente
GSH (Maiorino y col., 1995).
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Figura 2. Reacciones catalizadas por las enzimas glutatién peroxidasa (GPX) y glutation
reductasa (GR) como mecanismo de defensa ante ROS utilizando como sustrato
antioxidantes no enzimaticos como GSH (glutatién reducido). GSSG (glutation disulfuro).
Maodificado de: Gill y Tuteja, 2010.

A su vez, las NADPH oxidasas, o las oxidasas homologas de la explosion
respiratoria (Rbohs) tienen un rol primario en la generacion de ROS (Suzuki y col,
2011), asi una menor expresion de los genes rbohl probablemente causa una

disminucién en las ROS durante el proceso de maduracion.

2.4.2.4 Ascorbato

El ascorbato tiene diferentes roles de respuesta al estrés abiotico, entre ellos se
encuentra su rol como antioxidante, es uno de los principales antioxidantes no
enzimaticos en la célula. Su método de accion puede ser directo o indirecto a través
del ciclo glutation-ascorbato, logrando un efecto sobre ROS radicales y no radicales.
Puede mitigar el efecto de las ROS en cloroplastos mediante la reaccion de Mehler,
donde participan enzimas como la SOD y APX. El ascorbato se encuentra presente
en casi todos los compartimentos celulares (apoplasto, citosol, vacuola,
mitocondria, cloroplastos), a nivel intracelular se encuentra en su mayoria de forma
reducida a excepcion de cuando la planta esta sometida a estrés oxidativo, mientras
gue en la matriz extracelular su estado depende de la edad del tejido y el grado de
estrés al que la planta haya sido sometida (Horemans y col., 2000; Zechmann, 2011;
Venkatesh y Park, 2014; Xiao y col., 2021).
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2.5 Selenio

El selenio (Se) es un elemento traza esencial para los seres vivos, su absorcion y
metabolismo dependen del tipo de planta, el estado de desarrollo, asi como del
organo donde se encuentre, aunque en la mayoria de las plantas se acumula mas

en brotes y hojas que en la raiz (Zayed y col., 1998).

La biodisponibilidad de este elemento depende del estado de oxidacion, o forma
guimica en que se encuentre, estas pueden ser: selenato (6*), selenito (4%), Se
elemental (0) y selenuro (2°), aunque las formas predominantes en los suelos

cultivados suelen ser selenito y selenato inorganicos (Hasanuzzaman y col., 2010).

En plantas superiores, se ha propuesto que el selenio es absorbido a través de
transportadores de sulfatos en la membrana plasmatica de la raiz (Arvy, 1993), sin
embargo, la absorcion y movimiento del selenio en la planta, dependera de la forma
quimica en que se encuentre; y se ha sefialado que el selenato se transporta mas
rapidamente que el selenito elemental o el selenio organico (Zayed y col., 1998), de
igual forma su capacidad de acumularse es mayor en la forma de sal (De Souzay
col., 1998).

2.5.1 Ruta metabdlica del selenio en plantas

Como ya se ha mencionado, la planta puede absorber distintas formas quimicas del
selenio, en el caso de absorcion de selenato, este se reduce a selenito y
posteriormente a selenuro por medio del glutation reducido (GSH), posteriormente
el selenuro es transformado a Se-Cys y puede ser metabolizado a Se-Met de una
forma similar a sus anélogos de azufre (S). Una vez que se encuentra en forma de
Se-Met o0 Se-Cys puede formar. Se-adenosil-Se-Met, Se-MeSeMet que
posteriormente es convertida a Se-MeSeCys y y—glu—-SeMeSeCys (Figura 2)
(Dumont y col., 2006). Como puede observarse, este elemento tiene amplia

interaccién con metabolitos de la sintesis del etileno, especificamente con el
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aminoacido metionina que es el precursor de dicha fitohormona, debido a esta
interaccion puede ser un factor importante en el proceso de maduracion al disminuir

los niveles de metionina disponible para la sintesis de etileno.

Se?

l y-glutamil-Se-metil-selenocisteina

Se-Cys T
/ \ Se-metilselenocisteina

‘ 1
l Se-metilselenometionina
Se-Met

Figura 3. Rutas metabdlicas de transformacion del Se en plantas. Modificado de: Dumont
y col., 2006.

Se0,?

Se-proteinas

2.5.2 Efectos del selenio en el crecimiento y desarrollo de la planta

Las respuestas que se generen en la planta por las aplicaciones de Se, dependeran,
entre otros factores, de la concentracion del selenio. En concentraciones traza, es
importante para un crecimiento y desarrollo normal, en concentraciones moderadas
se puede almacenar para mantener funciones homeostaticas y en altas

concentraciones puede ser toxico (Hamilton, 2004).

2.5.2.1 El papel antioxidante del selenio

Se ha demostrado que el selenio, ademas de promover el crecimiento y desarrollo
celular en las plantas, también incrementa la resistencia y la capacidad antioxidante
en plantas sometidas a estrés (Hartikainen y Xue, 1999; Djanaguiraman y col., 2005;
Peng y col., 2002).
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Esto se debe a que forma parte de 25 selenoproteinas que incluyen: glutation
peroxidasa, yodotirodina deiodinasas, y tiorredoxina reductasas, las cuales estan
implicadas en mecanismos redox de regulacién y proteccion celular (Rayman, 2012;
Janku y col., 2019)

De igual forma, se ha reportado que a bajas concentraciones de selenio puede
contrarrestar los efectos inducidos por diferentes factores de estrés, como metales
pesados, sequia, salinidad, estrés hidrico, senescencia, estrés por frio, entre otros
(Kumar y col., 2012; Hasanuzzaman y Fujita, 2011; Hartikainen y col., 2000; Chu y
col., 2010). Sin embargo, a altas concentraciones puede ser toxico, actuando como

prooxidante y causando dafio a la planta (Hasanuzzaman y col., 2010).

Hartikainen, y col., (2000) reportaron su acciébn como antioxidante, al inhibir la
peroxidacion lipidica en centeno a concentraciones de 0.1y 1.0 mg Se kg™. De igual
forma, Xue y col. (2001) sefialaron que la capacidad antioxidante del selenio se da
por un incremento en la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD). De
igual forma, estudios recientes sefalan un efecto promotor del selenio a 1 ppm de
la actividad de las enzimas del sistema antioxidante como catalasa, ascorbato
peroxidasa, glutatién reductasa y peroxidasa en frijol mungo bajo estrés salino (Kaur
y Nayyar, 2015).

A suvez, Zhuy col. (2017) sefialaron que el selenio suprime la acumulacién de ROS
en frutos de tomate por medio de la induccién de sistemas de defensa, tanto
enzimaticos como no enzimaticos, ya que también observan un incremento en la
actividad de las enzimas glutation peroxidasa (GPX) y glutation reductasa (GR), asi
como una disminucion en las enzimas oxidasas homologas Rboh1 asociadas al pico

climatérico de respiracion.

En 2018, Alba-Jiménez observo un retraso de 60 dias en el desarrollo de los frutos
y una mejor resistencia mecanica en poscosecha al aplicar diferentes
concentraciones de selenato de sodio via foliar, asi mismo un incremento en la
actividad de la enzima catalasa. No obstante, esta autora no sefial6 los mecanismos

por los cuales este elemento contribuyd a generar esas respuestas.
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2.5.2.2 El selenio y su relacién con el etileno

El etileno es una fitohormona responsable de cambios en la germinacién, floracion,
desarrollo y maduracion del fruto, el inicio de respuestas de defensa en la planta,
asi como de la “comunicacion” con otras fitohormonas (Stepanova y Alonso, 2005;
Abelesy col., 2012; Suttle, 2017). Si bien tiene un papel importante en el crecimiento
y desarrollo de la planta, también puede inducir el deterioro. EI concimiento genético
de las enzimas de biosintesis y de los mecanismos involucrados en su respuesta
ha llevado a la obtencién de plantas transgénicas con diferentes niveles de
produccion de esta fitohormona (Czarny y col., 2006). Desde el punto de vista del
manejo poscosecha de frutos climatéricos, el etileno es la fitohormona que
desencadena el proceso de maduracién y por ello es un factor que afecta

directamente la calidad y vida de anaquel del fruto.

Este es un compuesto favorable para procesos de desverdizado de citricos, donde
el etileno acelera la degradacién de clorofila, sin embargo, en otros productos
agricolas como el brécoli o vegetales de hoja verde ocasiona el deterioro (Pathak y
col., 2017).

Para la biosintesis de etileno, se requiere en primer lugar de S-adenosil metionina
(SAM), la cual también participa en diferentes rutas metabdlicas como precursor. El
aminoacido metionina es el precursor de SAM, y requiere de la accion de la enzima
S-adenosil metionin sintasa para catalizar esta reaccion. Posteriormente SAM es
convertida en &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y 1-metiltioadenosina
(MTA) por accion de la ACC sintasa (ACS), ésta reaccion es considerada como el
paso limitante en la sintesis de etileno. Mientras que la MTA es reciclada, en el ciclo
de Yang, para mantener estables los niveles de metionina durante la produccion de
etileno , el ACC es oxidado a etileno, y otros productos, en presencia de oxigeno a
través de la reaccion catalizada por la ACC oxidasa (ACO) (Botton y col., 2019)
(Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de Yang y su relacién con la biosintesis de etileno. 1. S-adenosil metionina
sintasa; 2. ACC sintasa; 3. ACC oxidasa; 4. ACC -N-malonil transferasa; 5. MTA.
nucleosidasa; 6. MTR cinasa; 7. Transaminasa; 8. Reaccion espontanea (Modificado de
Botton y col., 2019).

Con el conocimiento de la ruta de sintesis del etileno y la aplicacién de técnicas
moleculares para el estudio de expresion de genes, se han desarrollado diferentes
alternativas que pueden desembocar en un mejor control de estos procesos con

impactos importantes en la vida de anaquel del fruto (Czarny y col., 2006).
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El selenio no sélo esta implicado en la capacidad antioxidante de la planta, sino que
también se ha visto que puede regular la expresion de genes asociados a la sintesis
de etileno. En tomate se han investigado 4 genes pertenecientes a la familia ACO,
entre ellos, ACOL1 tiene una expresion predominante, mientras que ACS2 y ACS4
rigen la produccion de etileno al pasar al sistema 2 (Nakatsuka y col., 1998). En un
estudio realizado en tomate suplementado con Se, se observé una disminucion en
la produccion de etileno y una menor tasa de respiracion, lo cual se asocié a una
menor expresion de los genes ACO1, ACS2 y ACS4 (Zhu y col., 2017).

Anteriormente, Pezzarossa y col., (2014) habian probado en tomate una solucion
de nutrientes adicionada con Se, observandose que los frutos tratados con estas
soluciones biosintetizaron menores concentraciones de etileno. También,
Pezzarossa y col., (2012) observaron en pera y durazno que la aplicacion de Se
retrasaba la maduracion, hipotetizando que el Se acumulado en el fruto podia

reducir la sintesis de etileno en poscosecha.

De acuerdo con los antecedentes planteados, el selenio puede influir de diferentes
maneras en el metabolismo del fruto, por una parte, incrementando el sistema
antioxidante al formar parte de las proteinas que mitigan el efecto de las ROS vy, por
otro lado, al interactuar con el aminoacido necesario para la sintesis de etileno, la
metionina, o bien mediante la supresion de genes que codifican para sintesis de
etileno, ACS y ACO.

De acuerdo con estos antecedentes, se identifica que hay un vacio de informacion
sobre los efectos que tiene las aplicaciones precosecha de selenato de sodio en
plantas de guayabo sobre la actividad antioxidante, la sintesis de etileno y su
impacto en la calidad y vida de anaquel del fruto. Por ello este trabajo se enfoco al
estudio de los efectos de la aplicacion precosecha de selenato de sodio en la
fisiologia poscosecha de los frutos (tasa de respiracion, produccién de etileno,
pérdida de peso, retencidon de firmeza); sus efectos en el estrés oxidativo y su accién
sobre el sistema enzimatico de defensa contra el estrés oxidativo y asociar estos

cambios con la calidad y vida de anaquel de los frutos.
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3. JUSTIFICACION

México es el tercer productor de guayaba en el mundo, con una produccion
alrededor de las 300 000 toneladas en el 2020. No obstante, este cultivo enfrenta
fuertes problemas de oferta concentrada en los ultimos tres meses del afo, una alta
susceptibilidad al dafio mecéanico y al dafio por frio. La implementacion de técnicas
precosecha que modifiquen el desarrollo del fruto y permitan la produccion de frutos
fuera de temporada ofrecera ventajas econdmicas a los productores y posibilidades

de colocar su fruto en mercados distantes.

Por otro lado, al incrementar el conocimiento sobre los efectos de la aplicacion del
Na-SeOa, para controlar el metabolismo y fisiologia poscosecha de la guayaba,
permitira el disefio de estrategias de manejo de huertos y procedimientos de manejo

de los frutos con posibles ventajas competitivas en su comercializacion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las aplicaciones foliares de selenato de sodio (Na2SeOQa4) en el
metabolismo vy fisiologia de la maduracién de frutos de guayaba (Psidium guajava
L.).

4.2 Objetivos especificos

Comparar la calidad de los frutos de guayaba control y con aplicaciones de
Naz2SeOa.

Comparar la tasa de respiracion y produccion de etileno de los frutos control y

tratados con Na2SeQa.

Comparar la actividad no enzimatica y enzimética del sistema antioxidante, acido
ascorbico, superéxido dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa de frutos control y

con aplicaciones de Na2SeOa.

Comparar la capacidad antioxidante para atrapar especies reactivas de oxigeno y

la capacidad antioxidante total de frutos procedentes de arboles control y tratados.

Proponer un mecanismo de accién de Se en la maduracion de frutos de guayaba y

su respuesta al estrés oxidativo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material bioldgico

El experimento se llevé a cabo en una huerta ubicada en el municipio de Jungapeo,
Michoacan México. En dicha huerta se seleccionaron al azar 6 arboles de guayaba
“Media China” de edad y vigor uniforme. Estos se dividieron en 2 subconjuntos de
tres arboles, los cuales fueron asperjados foliarmente con soluciones de Na:2SeO4
(0 y 5 mg L1). Las aplicaciones se realizaron en el mes de noviembre cuando los

frutos se encontraban en un tamano de 5 mm de diametro.

5.2 Cosechay manejo de los frutos

Los frutos se cosecharon en estado de madurez fisiolégica indicado por un color
verde-amarillo durante el mes de julio, de cada tratamiento se cosecharon todos los
frutos y se colocaron en cajas de madera forradas con un material suave para evitar
el daflo mecanico, y se trasportaron de la huerta al laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la Facultad de Quimica de la
Universidad Autonoma de Querétaro, el transporte se realiz6 a temperatura
ambiente (25°C) y al llegar al laboratorio se colocaron a 12°C por 24 horas para
retirar el calor de campo. Transcurridas las 24 horas, se seleccionaron 75 frutos de
cada tratamiento en un mismo estado de madurez y libres de defectos, y se
almacenaron a 10 °C con 90% HR por distintos periodos de tiempo, transcurridos
los 15 dias los frutos se transfirieron a 20 °C con 75 % HR por 5 dias mas. En cada
muestreo, (0, 5, 10, 15y 20 dias), se tomaron 15 frutos por tratamiento para evaluar
calidad visual, pérdida de peso, tasa de respiracion y produccion de etileno, firmeza,
solidos solubles totales (°Brix), acidez titulable, capacidad antioxidante y actividad

enzimatica (glutation peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa).
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5.2 Estrategia experimental

La figura 5 muestra la estrategia experimental utilizada.

Efecto de la aplicacion foliar de Na,SeO, en arboles de guayaba cv. Media China

Aplicacion foliar de

Na,SeO, (0y 5 mgL?)

- 3 aplicaciones durante el desarrollo del cultivo

- Medicién del diametro del fruto hasta la
cosecha

Cosecha de frutos en madurez
fisiologica

Transporte y almacenamiento al laboratorio

para posterior seleccion

- Tasa de respiracion

Analisis fisioldgicos » .
-Produccién de etileno

Almacenamiento por 15 dias a
10 °C mas 5 dias a 20°C
(muestreos cada 5 dias)

-Calidad visual
- Pérdida de peso

Anélisis de calidad .
-Firmeza

- SST y acidez titulable

- Acido ascérbico

Evaluacion del -SOD
sistema
antioxidante - CAT
-GSH-Px

Figura 5. Estrategia experimental de la aplicacion foliar de Na.SeO4 en arboles de
guayaba. Falta poner capacidad antioxidante en evaluacion del sistema antioxidante
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5.3 Métodos utilizados

5.3.1 Calidad visual

Se tomaron fotografias de los frutos intactos en cada uno de los muestreos por
medio de una camara digital (Rebel T7i Canon Inc, Tokyo, Japan). Cada 5 dias se
tomaron 5 frutos por tratamiento, con el mismo grado de madurez y para cada uno
se tomaron 2 fotografias de manera longitudinal en lados opuestos del fruto. Se
evalué la calidad visual en cuanto a ausencia de golpes o dafos, pudriciones y

desarrollo de color.

5.3.2 Métodos fisioldgicos

5.3.2.1 Tasa de respiracion y produccién de etileno

La tasa de respiracion fue determinada mediante el método estético; se tomaron 6
frutos por tratamiento con el mismo estado de madurez, cada fruto fue pesados
individualmente, colocados en frascos de volumen conocido y cerrados con tapas
adaptadas para toma de muestra del aire del espacio de cabeza y colocados a 20
°C. Después de un periodo de tiempo establecido, se determiné el contenido de CO:
y Oz en la atmoésfera interna utilizando un analizador de gases MOCON ®, Modelo
325. El célculo de la tasa de respiracion se realiz6 con la siguiente ecuacion:

%CO, V
= )(W*t

)

Donde %CO: es el porcentaje obtenido con el analizador, V es el volumen total del
recipiente, W es el peso del tomate y t es el tiempo de permanencia del tomate
dentro del contenedor.

Para la determinacion de etileno, se tom6 1 mL de aire de los recipientes sellados,
y se inyectd en un cromatografo de gases (Agilent Technologies 7890B) equipado
con detector de ionizacion de llama, una columna capilar HP-PLOT/Q (30 m x 0.53

mm de diametro x 40 um de espesor de pelicula) con un flujo de gas acarreador de
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8.6 mL/min y una rampa de temperatura para el horno de 60°C por 2 min y 240°C
por 7min, la temperatura del inyector se mantuvo a 60°C con un Split de 18:1
(Gonzéalez-Orozco, 2018).

La identificacion se realiz6 comparando el tiempo de retencion y su espectro de
absorcion con el de un estandar de etileno. Para la cuantificacion se utilizé una curva
estandar de etileno (Anexo 1) a diferentes concentraciones (1 a 32 ppm) las cuales
se corrieron en el equipo bajo las mismas condiciones descritas. Los resultados
fueron expresados en L etileno kg ht.

5.3.2.2 Pérdida de peso

Los frutos se pesaron individualmente al inicio y después de cada muestreo en una
balanza digital (Ohaus Scout Pro 400 g x 0.01 g); la diferencia de peso inicial (Pi) y
final (Pr) de cada fruto representa el peso perdido durante el almacenamiento, y se
expresd como porcentaje de pérdida de peso respecto del peso inicial utilizando la
siguiente expresion (Mahajan y col., 2011):

P, - P;

l

%PP = x 100

5.3.2.3 Sélidos solubles totales

Para la determinacién de solidos solubles totales se siguio el método 932.12 de la
A.O.A.C (2005). A 5 g de pulpa se afiadieron 10 mL de agua destilada, la mezcla se
homogeniz6 en un ULTRA-TURRAX T25; se colocé una gota del homogenizado en
un refractometro (Hanna Instruments HI 96801), previamente calibrado y se

registraron los datos como °Brix.

5.3.2.4 Firmeza

La firmeza se determind mediante una prueba de compresion (Alba-Jiménez, 2018)

en un analizador de textura CT3 (Brookfield) equipado con una sonda cilindrica
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plana de acrilico 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.

5.3.2.5 Acidez titulable

La acidez titulable se determiné de acuerdo al método 942.15 de la AOAC (2005).
Se homogenizaron 5 g de pulpa del fruto con 30 mL de agua destilada y se filtrd
para retirar los solidos. Se tomaron 10 mL del filtrado y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer, se adicionaron 2 gotas de fenolftaleina (1% p/v en etanol), la mezcla
se titulé con una solucion de NaOH 0.1 N hasta obtener un vire de incoloro a rosa.
El contenido de acidez se calculé por medio de la siguiente ecuacion:

Titulo (ml) * N (NaOH) * Vol.aforado (ml) * eq acido citrico » 100
Vol.muestra (ml) = Peso de la muestra (g) * 1000

% acidez =

5.3.2.6 Contenido de vitamina C

El contenido de vitamina C se determiné por HPLC de acuerdo al método reportado
por Melfi y col. (2018). Se obtuvo un extracto acuoso con 3 g de muestra y agua
grado HPLC, el extracto se homogenizé a 10000 rpm durante un minuto utilizando
un ULTRA TURRAX T25, posteriormente se centrifugé a 10000 rpm por 10 min. El
sobrenadante se filtr6 con una membrana de nylon y fue colocado en un vial para
su andlisis. Se utilizd6 un HPLC (Waters 2965) con detector con arreglo de diodos
(Waters 2998) y una columna Symmetry C18 (9100 x 4.6 mm), donde se inyectaron
30 pL del sobrenadante recuperado. Como eluyentes se utilizaron acetonitrilo y
acido férmico al 0.1% con un flujo de 0.5 mL mint. La corrida se realizé en 18 min.

En la tabla 3 se muestra el gradiente de elucion.

34



Tabla 5. Gradiente de elucion para la determinacion de vitamina C por HPLC

Tiempo (min) | % Acido férmico al 0.1% | % Acetonitrilo
0 100 0
4.5 100 0
5 75 25
6 75 25
7 20 80
11 20 80
12 0 100
13 0 100
15 100 0
18 100 0

La identificacion del compuesto se realiz6 comparando el tiempo de retencion y su
espectro de absorcion con el de un estandar de acido ascérbico. Para la
cuantificacion se utilizé una curva de estandar de acido ascorbico (Anexo 2) a
diferentes concentraciones (0.01 a 0.09 mg mL™) las cuales se corrieron en el
equipo bajo las mismas condiciones descritas. Los resultados fueron expresados en

mg de vitamina C (acido ascorbico) por 100g de fruto fresco.

5.3.2.7 Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se determindé mediante dos métodos (DPPH y ABTS).

El método del DPPH, descrito por Brand-Williams y col. (1995) se realiz6 de la
siguiente forma: Se realizé un extracto metandlico a partir de 5 guayabas por
tratamiento (2 g/fruto), se adicionaron 20 mL de metanol al 80% y se homogenizo
por 1 min, posteriormente se centrifugé a 10 000 rpm por 10 min y se recupero el

sobrenadante. Se tomaron 100 pL del sobrenadante previamente diluido (1:10), se
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le adicionaron 2.9 mL de la solucién de DPPH, se agit6é vigorosamente y se mantuvo
en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizé la lectura en un espectrofotometro (PerkinElmer Lambda™ 365 UV/VIS) a
517 nm, empleando como blanco metanol al 80% (v/v). La determinacion de la
actividad antioxidante se realizo con una curva de calibracion de Trolox de 0.1 a 0.6

pumol EqTrolox mLt (Anexo 3).

El método del ABTS descrito por Miller y Rice-Evans (1996) con modificaciones. Se
realizé un extracto metandlico de la forma previamente descrita en el método de
DPPH. A 20 uL del extracto previamente diluido (1:10), se le adicionaron 200 uL de
la solucion de ABTS, se agité y se mantuvo en oscuridad durante 6 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se leyé0 la absorbancia en un
espectrofotometro (PerkinElmer Lambda™ 365 UV/VIS) a 734 nm, utilizando como
blanco metanol al 80% (v/v). La determinacion de la actividad antioxidante se realizo

con una curva de calibracion de Trolox de 0.05 a 0.3 umol EqTrolox mLt (Anexo 4).

5.3.3 Métodos bioquimicos

5.3.3.1 Anadlisis de enzimas antioxidantes

5.3.3.1.1 Catalasa

La actividad de catalasa se determin6 por el método descrito por Blackwell y col.
(1990), con ligeras modificaciones. 5 g de fruta congelada se homogenizaron 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 dejo secar. El polvo seco sirvio de base para extraer la enzima.
0.5 gr de polvo de acetona se homogenizaron con 10 mL de buffer de extraccion
(0.1 M Tris/HCI pH 8.5, 5 mM B-mercaptoetanol) y después se centrifugo por 20 min

a 10000 rpm a 4 °C. El sobrenadante constituyo el extracto enzimatico crudo.

La mezcla de reaccion consistio en 2.7 mL de 10 mM Tris/HCI pH 8.5y 0.1 mL de

0.88% H202 en 100 mM Tris/HCI pH 8.5; a la cual se agregaron 0.2 mL de extracto
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enzimatico. La actividad de catalasa se monitoreo a 240 nm por 10 min a
temperatura ambiente (24-26 °C) con un espectrofotometro Perkin EImer Lambda™
365. Una unidad de actividad de CAT especifica fue reportada como la
descomposicion de 1 ymol de H202 por minuto por gramo de proteina (1 pmol H202

min g proteina!) (Rivera-Pastranay col., 2013).

5.3.3.1.2 Superoéxido dismutasa

La actividad de superoxido dismutasa se determiné de acuerdo al método de
Tejacal, y col. (2005). La actividad de SOD, se obtuvo mediante la inhibicion de la
reduccion fotoquimica del azul de nitrotetrazolio (NBT). La enzima se extrajo a partir
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 consistio en 27 mL de buffer fosfato 50
mM pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 1.5 mL de solucién de L-metionina (30 mg mL1), 1 mL
de NBT (1.41 mg mL-1) y 0.75 mL de solucion X-100 triton al 1%. Para la reaccion
a 0.03 mL de solucién de riboflavina (4.4 mg 100 mL?), se afiadieron 0.4 mL de
extracto enzimatico y 2.57 mL del buffer de reaccion, y posteriormente, se expuso
a luz fluorescente emitida por una lampara de 20 W por 15 min a temperatura
ambiente (24-26 °C), la absorbancia se midié6 a 560 nm en un espectrofotémetro
Perkin Elmer Lambda™ 365. Una unidad de actividad especifica de SOD se definié
como la concentracion de extracto enzimatico que inhibe 50 % la formacion de NBT
por minuto por gramo de proteina (U mint g proteina?) (Rivera-Pastrana y col.,
2013).

5.3.3.1.3 Glutation peroxidasa

Para la actividad de glutation peroxidasa se empleé el método descrito por Onder y
col. (2021) con ligeras modificaciones. La enzima se extrajo a partir de 0.2 g de

polvo de acetona, homogenizado con 10 mL del buffer de extraccién (0.1 M Tris-
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HCI pH 7.8, 2 mmol EDTA y 2 mmol de B-mercaptoetanol). Posteriormente, se
centrifugd a 4°C y 20,000 g por 20 min, el sobrenadante constituyé el extracto
enzimatico. La mezcla de reaccion consistio en un buffer 0.1 M Tris-HCI pH 7, 1 mM
NaN3, 0.15 mM NADPH, 0.4 mM EDTA, 1 mM GSH, 1 U glutation reductasa, 1 mM
H202, and 100 pL del extracto enzimatico. La reaccion inicié con la adicion de H20:.
La actividad de la GSH-Px se determind por la formacion de NADP+ a 340 nm. Una
unidad de GSH-Px especifica fue reportada como la formacién de 1.0 M de NADP+

a partir de NADPH por minuto por gramo de proteina (U min! g proteina?).

5.3.3.2 Determinacion de proteina

Se determiné proteina para realizar la estimacion de la actividad especifica de las
enzimas previamente descritas utilizando el método de Bradford (1976). A partir de
una solucién estandar de 1 mg mL de seroalbimina bovina, se realizé una curva
de calibraciéon de 5 a 50 ug mL* (Anexo 5), utilizando como blanco agua destilada.
Se tomaron 100 pL de muestra (extracto enzimatico y soluciones estandar) y se
afiadieron 100 pL del reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich). A los 5 minutos de
reaccion se leyo la absorbancia a 595 nm en un lector de microplaca BIO-RAD. Los
resultados fueron expresados en pg mL? y se utilizaron para determinar la cantidad

de proteina en el extracto enzimatico.

5.3.5 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de cada tratamiento fueron analizados a través de un
analisis de varianza para comparar el efecto de los tratamientos mediante
comparacion de medias a través de la diferencia significativa (LSD) a través de la
prueba T de Student (a = 0.05) utilizando el paquete estadistico JMP 6.0. La unidad
experimental consistié de 5 frutos por réplica y se tomaron 3 réplicas por tratamiento

para evaluar las variables de respuesta.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto de la aplicacion foliar de Na2SeO4 en el metabolismo de frutos de

guayaba.

6.1.1 Efecto del selenio en el crecimiento del fruto.

El selenio en dosis adecuadas puede mejorar el rendimiento y la calidad de los
frutos; sin embargo, en dosis mayores puede ser toxico para la planta afectando la
sintesis de biocompuestos como la clorofila, la estructura y funcionalidad de
proteinas a las cuales se puede incorporar (Mimmo, y col., 2017; Wrobel y col.,
2020).

El monitoreo del crecimiento de los frutos después de la aplicacion de Na:SeOas y
los frutos control se muestra en la Figura 6. La aplicacién foliar de 5 mg L de
selenato de sodio no tuvo un efecto significativo en el crecimiento del fruto; tanto
los frutos control como los tratados mostraron el mismo patron de crecimiento doble
sigmoidal reportado en frutos de guayaba cv “Media China” por Mercado-Silva y col,
1998, y el tamafio de los frutos fue similar hasta los 120 dias de crecimiento de los

frutos..
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Figura 6. Efecto de la aplicacién de 0 y 5 mL* de Na,SeO, en los cambios del diametro
ecuatorial de frutos de guayaba con didmetro inicial de 5 mm. Las barras verticales
representan el error estdndar de las muestras.

El efecto del tratamiento de selenato de sodio sobre el crecimiento de frutos de
guayaba no ha sido reportado anteriormente; no obstante, Alba-Jiménez (2018)
indicé un retraso de 45 dias en la maduracién de los frutos tratados con 5 mg L de
selenato de sodio. Por ello, se esperaba que la tasa de crecimiento en los frutos
tratados de este experimento fuera menor que los frutos control y que su cosecha
también mostrara un retaso similar al sefialado por dicha autora. Aunque el
experimento se realiz6 en dos huertos diferentes, los resultados no mostraron

diferencias entre los tratamientos.

Para tratar de explicar las posibles causas de las diferencias entre estos estudios,
se debe anotar que el huerto donde Alba Jiménez realizd sus experimentos esta
ubicado en la Comunidad de La Florida del mismo municipio de Jungapeo
Michoacan. Mientras que los trabajos de este estudio se realizaron en La Soledad
y La Granja de ese mismo municipio ubicados a 20 y 35 km de distancia de La
Florida. Las caracteristicas del suelo y la geografia eran diferentes; el huerto de la
Florida tenia un suelo un poco méas profundo, menos rocoso, de mayor humedad
(ubicado més cerca del rio Tuxpan); mientras que los huertos de la Soledad y La
Granja eran huertos de mayor inclinacion, con suelos poco profundos, muy rocosos
y de poca humedad. Los tres huertos son manejados por propietarios diferentes.
Estas caracteristicas, no consideradas en el desarrollo de este trabajo, pudieron ser

las causas de los resultados encontrados.

Los retrasos en el crecimiento y maduracion provocados por las aplicaciones de
selenato de sodio han sido informados en otros productos; Pezzarossay col., (2014)
y Pucinelli y col., (2018) reportaron que 1 y 1.5 mg Se L, respectivamente,
aplicados en un cultivo hidroponico de tomate retrasé la madurez de cosecha, sin

afectar el rendimiento total del cultivo.
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En estudios sobre biodisponibilidad y absorcidon de Se en plantas de soya, cultivadas
en diferentes tipos de suelo (amarillo café con pH 5.68 y calcareo aluvial pH 7.87),
fue significativamente diferente (Deng, et al., 2021); la absorcién y biodisponibilidad
en suelos calcareos aluviales (pH7.87) fue 3.2 veces mayor respecto de la
observada en suelos amarillo café (pH 5.68). En este mismo estudio, se sefialé que
la fertilizacion con S influyo negativamente con la biodisponibilidad del Se. Estos
datos pudieran explicar por qué los resultados de crecimiento observados en este
trabajo no fueron similares a los observados por Alba Jiménez (2018).

Gupta & Gupta (2017) sefialaron que la absorcion y transporte de Se depende de la
especie de planta, la fase de desarrollo, forma y concentraciéon del Se, condiciones
fisiologicas de la planta, salinidad y pH del suelo, presencia de otras sustancias,
actividad de los transportadores de membrana y de los mecanismos de
translocacion de la planta. En suelos alcalinos el Se se encuentra como selenato y
en suelos acidos se encuentra como selenito; estas dos formas difieren en su
movilidad y absorcion dentro de la planta. La translocacion de una molécula de estos
compuestos depende de la velocidad de carga del xilema y de la velocidad de
transpiracion (Renkerna y col., 2012). El selenito es transportado por medio de
transportadores de fosfato (Li y col, 2008) mientras que el selenato es transportado

mediante canales y transportadores de sulfato (Zhao y col., 2005).

Respecto de la nutricion con sulfatos (fuente de S para la planta), estudios recientes
con soya cultivada en suelos &cidos (pH 5.65) y alcalinos (pH 7.87) con y sin
aplicaciones de fertilizantes con azufre, indican que en suelos calcareos la
absorcion de Se fue 3.2 veces mayor que la observada en suelos acidos y que la
aplicacién de sulfatos como fertilizante (S), redujo la absorcion de Se en las plantas
(Deng y col., 2021). Nuestros experimentos realizados en huertos diferentes a los
utilizados por Alba-Jimenes (2018) pudieron tener un pH acido y con suministro
adecuado de S lo cual podria haber dificultado la absorcion y transporte del Se
evitando los retrasos en el crecimiento y obteniendo los resultados anotados en este

reporte.
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El hecho de que en este experimento no se retrasara el desarrollo del fruto plantea
la posibilidad que los efectos del Se en el crecimiento de los frutos de guayaba
pudieran estar asociados a otros mecanismos entre los cuales la absorcion del Se
podria verse modificado por distintas composiciones del suelo donde se cultivaron

los arboles en los diferentes experimentos.

La argumentacion anterior, hace notar la necesidad de un estudio més profundo que
implique las diferentes zonas de cultivo, analisis de suelos, contenido de Se en la
planta, la aplicacion de selenato en diferentes etapas de desarrollo del fruto, asi
como la fertilizacion dada al cultivo por el productor. La importancia de esto radica
en que, durante la absorcion y metabolismo del selenio en la planta, la disponibilidad
de diversos elementos puede afectar la absorcion del selenio y por lo tanto los

efectos de este en la planta se pueden ver modificados.

6.1.2 Efecto de las aplicaciones de selenato en la tasa de respiracion

Uno de los parametros importantes a evaluar y monitorear cambios en el
metabolismo de los frutos es la respiracion. Esta funcién se puede ver alterada por
distintos factores biolégicos y ambientales como el tipo de fruto, (climatérico o no

climatérico), y la temperatura, humedad relativa, el dafio mecanico, entre otros.

La tasa de respiracion de los frutos tratados en pre cosecha con 5 mg L* Na2SeQOas
y almacenados 15 dias a 10 °C y después transferidos 5 dias a 20 °C. indic6 que al
inici6 del almacenamiento, los frutos tratados con selenato tuvieron una tasa de
respiracion significativamente mayor y que después esta diferencia ya no se
observd aunque si hubo una tendencia a mostrar valores mas altos los frutos
tratados con selenato (Figura 7). Estos datos sugieren que la aplicacion de Na>SeO4
en dosis de 5 mg L no afecta la tasa de respiracion de frutos de guayaba durante

el almacenamiento.
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Figura 7. Tasa de respiracion de los frutos de guayaba ‘Media China’ almacenados por 15
dias a 10 °C y transferidos 5 dias a 20 °C. (*) Diferencia estadisticamente significativa
(p=0.05), las barras verticales representan el error estandar de las muestras.

La respiracion es un proceso biolégico que implica la degradacion controlada de
compuestos organicos como carbohidratos, lipidos, acidos organicos y en
ocasiones proteinas, generando moléculas mas simples como CO:2 y H20,
produciendo una liberacion de energia acoplada a la sintesis de ATP, esta energia
es utilizada para el desarrollo y mantenimiento de la planta. Debido a esta
degradacion de compuestos, una alta tasa de respiracion implica una menor vida

de anaquel en productos perecederos como frutas y hortalizas.

En cultivos de tomate la adiciéon de 1 y 1.5 mg Se L' mostr6 una menor tasa de
respiracion (Zhu y col., 2017; Puccinelli y col., 2018), generando asi un producto

con mayor vida de anaquel.
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Recientes investigaciones de metabolomica y RNA-Seq, indicaron que las
aplicaciones de Se en forma de nanomateriales a dosis de 10 mg L en hojas de
rabano (Raphanus sativus L. var. radculus pers) incrementaron la glucolisis, el TCA
e incrementaron 3.2 veces la produccion de flavonoides y 1.4 veces la produccion
de aminoacidos (Cheng y col., 2022). Todos estos datos sugieren considerables
discrepancias en la literatura sobre los efectos de este elemento; puesto que
algunas sugieren incrementos en el crecimiento y metabolismo de producto, otros
indican reduccién de estos parametros. En guayaba, Alba-Jiménez (2018) sugiere
un retraso en la maduracion y desarrollo de la fruta y este estudio no muestra efectos
significativos en la misma variedad de guayaba. La respuesta a estas discrepancias
pudiera ser dada con un estudio mas profundo que incluya los andlisis de suelo y

programas de fertilizacién de azufre.

6.1.3 Efecto del NazSeOsen la produccién de etileno

En la figura 8 se muestra la produccion de etileno de frutos control y tratados con
Na.SeOa4, durante el almacenamiento a 10 °C. Durante los primeros 13 dias no se
observaron diferencias significativas en la produccion de etileno entre los
tratamientos. No obstante, después del dia 13 se present6 el pico climatérico de
produccion de etileno, observandose que los frutos tratados con selenato de sodio
mostraron una menor tasa de produccion de etileno respecto de los frutos no
tratados, (43 y 34 L etileno kgt h', respectivamente). Esta produccion de etileno
alcanz6 un maximo en los frutos transferidos por 5 dias a temperatura de 20 °C sin

observarse diferencias significativas en ambos tratamientos.
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Figura 8. Tasa de produccién de etileno de frutos de guayaba tratados con 0y 5 mg Lty
almacenados 15 dias a 10 °C y transferidos 5 dias a 20 °C. (*) Diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05), las barras verticales representan el error estandar de las muestras.

El etileno es una fitohormona que participa en distintos procesos durante la
maduracién y senescencia de los frutos; en frutos climatéricos, el incremento en la
tasa de respiracion (pico climatérico) es provocado por un incremento en la tasa de
produccion de etileno. Mercado-Silva y col (1998) describieron este pico de
respiracion y etileno en frutos de guayaba ‘Media China’ almacenados a 25 °C e
indicaron gue los frutos producidos en la estacion primavera verano mostraban sus
picos climatéricos a los 5 dias de almacenamiento mientras que los frutos
producidos en la estacion otofio. Invierno lo presentaron a los 7 y 8 dias. Los frutos
almacenados a 10 °C, presentaron el incremento en la produccion de etileno el dia
15 de almacenamiento tanto en frutos tratados como en frutos control. Los frutos
tratados con Na2SeOs, la produccion de etileno fue menor y ambos tratamientos
alcanzaron su maximo hasta la transferencia a 20 °C, donde no se observaron

diferencias entre los tratamientos.
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Aunque el fruto de guayaba se ha descrito como fruto climatérico, su sensibilidad al
etileno ambiental no es dependiente de la concentracion de esta fitohormona
(Garcia Velasco 1997) y cada fruto inicia su climatérico cuando se encuentra en la
etapa de madurez fisiolégica.

La menor produccion de etileno, en el dia 13 de almacenamiento, en los frutos
tratados con Na2SeO4 puede indicar un retraso del proceso de maduracién de los
frutos como se mostrard en la evolucion de la calidad visual de los frutos, no
obstante, este retraso en la maduracién no estuvo completamente asociado al

proceso de crecimiento descrito en la primera seccion de resultados.

En tomate, Zhu y col., (2017) describieron un retraso en la maduracion y biosintesis
de etileno e indicaron que la disminucion de la sintesis de etileno se debié a una
represion de la expresion de los genes de ACC sintasa y ACC oxidasa. Por su parte
Puccinelli y col., (2018), también indicaron un retraso en la maduracién de esta
hortaliza. En este experimento, como ya se ha relatado, se esperaba que el selenato
de sodio retrasara el desarrollo del fruto y que una vez que este alcanzara su
crecimiento completo y su etapa de madurez fisioldgica empezara su proceso de
maduracion. Aunque esto no fue observado, la menor produccién de etileno en el
climatérico de los frutos tratados parece indicar que el selenato tuvo un efecto
parcial sobre la produccién de etileno en los frutos de guayaba producidos en dos

huertos con tipos de suelo diferentes al utilizado por Alba—Jiménez (2018)

6.2 Efecto del Na2SeOs en la calidad de frutos de guayaba

6.2.1 Cambios en la calidad visual

La calidad visual o apariencia de frutas y hortalizas, es de gran importancia debido
a que es uno de los principales factores que influyen en la decision de compra del
consumidor (Kyriacou y Rouphael, 2018). La figura 9 muestra los frutos tratados con

0 y 5 mg de Na2SeOa. Durante el almacenamiento a 10 °C, los frutos tratados con
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selenio mostraron un retraso en el proceso de maduracion, reflejado como un
retraso en el cambio de color verde a amarillo, este retraso se hizo mas notorio
desde el dia 10 y contintio hasta el dia 15 de almacenamiento a 10 °C, no obstante,
durante la transferencia por 5 dias a 20 °C no se observaron diferencias entre los
tratamientos. Esto coincide con lo observado por Alba- Jiménez en el 2018, en frutos

de guayaba tratados con 1y 5 mg Se L.

Dias de
almacenamiento 0 5 10 15 15+5

0 mg Na,SeO,

5 mg Na,SeO,

Figura 9. Cambios en la calidad visual de los frutos de guayaba tratados con 0y 5 mg L?
de Na;SeOsen precosecha almacenados 15 dias a 10 °C y transferidos 5 dias a 20 °C.

El ligero retraso en el proceso de cambio de color visual de los frutos tratados con
selenato parece estar asociado a la menor produccién de etileno descrita en la
seccion anterior. Es importante mencionar que dentro de los procesos que inicia el
etileno durante la maduracién es el desverdizado de los frutos, a través de la
degradacion enzimatica de la clorofila que da lugar al desenmascarado de
pigmentos amarillos y la sintesis de carotenoides.

Este retraso en la maduracion puede deberse parcialmente al efecto antioxidante
que puede tener el selenio en las células, al incrementar la actividad de enzimas del
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sistema antioxidante, principalmente GSH-Px, donde actla como cofactor. La
menor produccion de etileno y el correspondiente retraso en la maduracion fue
reportado en tomate por Pezzarossa y col (2014) y por Zhu y col., (2017) quienes
sefalaron que la menor produccion de etileno se debidé a una menor expresion de
genes de la sintesis de etileno (ACC sintasa y ACC oxidasa). Aunque en este
estudio no se evaluaron la expresion de estos genes, es probable que este retraso

en la maduracion se explique también por ese mecanismo.

6.2.2 Cambios en la firmeza de los frutos

La pérdida en la firmeza de los frutos esté asociada a la degradacion enzimatica de
los polimeros de la pared celular y/o a la pérdida de turgencia de los tejidos a causa
de la pérdida de agua o la transpiracion de los frutos (Proctor y Peng, 2006; Jackman
y col., 1992). Esta pérdida de firmeza es uno de los principales factores que afecta
la vida de anaquel de frutos y hortalizas.

Aunque los valores de firmeza de los dos tratamientos fueron estadisticamente
iguales al inicio del almacenamiento; este factor se redujo diferencialmente a
medida que transcurri6 el almacenamiento a 10 °C (Figura 10). La reduccion de este
pardmetro fue mas rapida para los frutos control; mientras que los frutos tratados
con 5 mg L? de selenato de sodio, mostraron valores significativamente mayores
que los frutos control, aunque estos fueron iguales al control cuando los frutos se
transfirieron a 20 °C. Estos resultados dan soporte a lo observado en el proceso de

cambio de color visual sefialado en la seccién anterior.

En el dia 5 de almacenamiento a 10 °C, los valores de firmeza entre los frutos
tratados con Na2SeOa y control fueron 38 y 32 N, respectivamente, esto represento
un 14 % mas firmeza en los frutos tratados. Para el dia 10, los frutos tratados
tuvieron 28% mas firmeza que los frutos control, (32 N y 23 N, respectivamente).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Alba-Jiménez en 2018 quien
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reportd que frutos de guayaba tratados con Na2SeO4 tuvieron una mayor resistencia

mecanica.
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Figura 10. Cambios en la firmeza (N) de frutos de guayaba tratados con 0 y 5 mg L? de
Na.SeO, almacenados 15 dias a 10 °C y transferidos 5 dias a 20 °C. (*) Diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05), las barras verticales representan el error estandar
las muestras.

Puccinelli y col., (2018) también observé una retencion diferencial de la firmeza en
frutos de tomate tratados con 1y 1.5 mg L de selenato de sodio reportando una
mejor firmeza en la concentracion mas alta; también de forma interesante, sefialaron
un efecto diferencial de estas aplicaciones respecto del momento de cosecha; los
frutos cosechados a los 85 dias después del trasplante tuvieron una mayor firmeza
que los frutos cosechados a los 63 dias. Estos autores no comentan estas
diferencias, aunque si explican que la mejor firmeza de los frutos tratados con
selenato pudiera deberse a un mayor espesor de la cuticula de los frutos que

posiblemente disminuyé la pérdida de agua manteniendo la firmeza de la fruta.
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Como consecuencia de una menor velocidad de pérdida de firmeza durante el
almacenamiento, se incrementa la vida de anaquel. Estas mismas observaciones
fueron registradas en frutos de tomate, pera, y durazno después de la aplicacion de
Se en precosecha (Zhu y col., 2017; Pezzarossa y col., 2012; Wu y Tian, 2009).

6.2.3 Pérdida de peso.

Durante el almacenamiento de los frutos tanto a 10 °C como en la transferencia a
20 °C se observo un incremento gradual en la pérdida de peso, sin haber diferencias
estadisticamente significativas entre el control y los frutos tratados con selenato de
sodio (Fig. 11). La pérdida de peso fue notablemente mayor a la reportada en la
literatura para otros frutos; Zhu y col., (2017) indicaron pérdidas de peso de 3 % en
frutos de tomate tratados con 1 mg L de selenato de sodio y 5 % en frutos control

después de 20 dias de almacenamiento a 25 °C.
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Figura 11. Pérdida de peso (%) de frutos de guayaba tratados con 0y 5 mg L™ de Na,SeO,
almacenados 15 dias a 10 °C y transferidos 5 dias a 20 °C. Las barras horizontales
representan el error estdndar las muestras.

Los datos registrados en este trabajo y los reportados por Alba-Jiménez (2018)
seflalan una fuerte tendencia de la guayaba a perder peso durante su
almacenamiento, lo cual parece indicar una mayor actividad metabodlica de los

mismaos.

Por su parte, Alba-Jiménez (2018) tampoco observé diferencias en la pérdida de
peso en frutos de guayaba almacenados 15 dias a 10 °C y tratados con 0-5 mg L
de selenato de sodio. No obstante, el porcentaje de pérdida de peso registrado por

esta autora (8-9 %) fue notablemente menor al registrado en este trabajo (11-12%).

Durante la transferencia a 20 °C, esta autora registré una menor pérdida de peso
en los frutos tratados con 5 mg L (16 %) dato que es similar al registrado en este
trabajo. No obstante, en los frutos control, esta autora registro pérdidas de peso mas

altas (20 %) que las observadas en este trabajo (14 %).

El comportamiento de pérdida de peso durante el almacenamiento fue
practicamente lineal (y = 0.7142x + 0.2699; R?= 0.9956); mientras que Alba-Jiménez
(2018) muestra un incremento notable de pérdida de peso al transferir los frutos a
20 °C, el cual no fue observado en este trabajo.

El comportamiento de pérdida de peso no parece correlacionarse con la tasa de
respiracion ni con la produccion de etileno o con los cambios en la firmeza de los
frutos tratados y no tratados con selenato de sodio; pero si tiene alguna relacién con
el crecimiento de los frutos. De manera interesante, este comportamiento se afiade
al no retraso del crecimiento de los frutos que previamente habia observado Alba-
Jiménez (2018). Nuevamente, esto parece sefialar algun efecto del origen de las
muestras utilizadas en este estudio y comentado en la seccién de crecimiento de

los frutos.
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6.2.4 Cambios en el contenido de sélidos solubles totales y acidez titulable

de frutos de guayaba tratados con selenato de sodio

La acidez titulable y el contenido de sélidos solubles totales se modifican a medida
gue cambia la maduracién de los frutos climatéricos. La acidez titulable de los frutos
control y tratados con selenato de sodio se incrementd conforme transcurrio el
almacenamiento sin observarse diferencias significativas entre ambos tratamientos
(Tabla 6). El contenido de sélidos solubles totales, también se incrementd durante
el almacenamiento; no obstante, este incremento mostré diferencias significativas
entre los tratamientos, los frutos tratados con selenato de sodio alcanzaron valores

menores que los mostrados por los frutos control.

Tabla 6. Cambios en la acidez titulable (AT) y el contenido de sélidos solubles totales
(SST) en frutos de guayaba tratados con 0 y 5 mg L™ de selenato de sodio almacenados
durante 15 dias a 10°C y transferidos 5 dias a 20°C

Dias de almacenamiento
Tratamiento AT (meq &cido citrico)
0 5 10 15 15+5TA
0 mg Na2SeOs4 0.7695% 0.83682 0.90652 0.95882 0.93392
5 mg Na:SeOs4 0.8019% 0.87292 0.94642 0.9638% 0.92892

SST (°Brix)
0 5 10 15 15+5TA
0mg Na:SeOs 12.72  13.52 13.52 15.72 14.32
5mg NazSeOs  12.62  12.4b 13.52 13.9 13.7°

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

Alba-Jiménez, (2018) también indico incrementos en el contenido de acidez titulable
en los frutos control, mientras que los frutos tratados con selenato de sodio tuvieron
un maximo en el dia 10 y disminuy6 al final del almacenamiento. El incremento en
la acidez de los frutos de guayaba estd asociado a un aumento en el contenido de
acidos organicos, como el acido ascoérbico y acido citrico, siendo la guayaba uno de

los frutos con altos contenidos de acido ascorbico (Prance, 2003).
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Los cambios en el contenido de solidos solubles en los frutos tratados con selenato
coincide con lo observado por Alba-Jiménez (2018) aunque sus datos fueron mas
bajos que los observados en este trabajo. Estos cambios indican un efecto del
selenato en el metabolismo de los frutos lo cual se asocia con una menor produccion
de etileno y el menor cambio de color durante la maduracion de los frutos indicado

en la seccion de cambios de calidad visual.

Los frutos climatéricos, como la guayaba, se caracterizan por diversos cambios
bioquimicos en poscosecha, entre estos se encuentra el aumento de °Brix a medida
gue incrementa el estado de madurez (Gill y col., 2014). No obstante, este proceso

se ve ligeramente alterado por las aplicaciones del selenato de sodio.

6.3 Efecto del Na2SeOs en el sistema antioxidante de frutos de guayaba.

Durante la maduracion de los frutos climatéricos, como la guayaba, hay un
incremento en la tasa de respiracion que se asocia a un incremento en la produccién
de especie reactivas de oxigeno. La capacidad que tiene el tejido para soportar el
estrés oxidativo generado por la respiraciéon dependerd de la capacidad de

respuesta que tenga el fruto durante la maduracion (Meitha y col., 2020).

Esta capacidad de respuesta al estrés oxidativo esta asociada a dos factores: a)
contenido y biosintesis de compuestos antioxidantes que limitan la accién de las
especies reactivas de oxigeno y b) al sistema enzimatico encargado de degradar
las especies reactivas de oxigeno generadas durante la respiracién (Hodges y col.,
2004, Gomez y Lajolo, 2008; Engwa, 2018).

En este conjunto de fendmenos fisiolégicos que ocurren durante la maduracion de
la guayaba, es importante conocer que efectos tuvo la aplicacion de selenato de

sodio en los mecanismos de respuestas al estrés oxidativo.
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6.3.1 Efecto de la aplicacion de selenato de sodio en el sistema antioxidante
no enzimatico. Contenido de &cido ascérbico (AA)

El acido ascérbico o vitamina C, ademas de ser un indicador de calidad en frutas y
hortalizas actia como uno de los sistemas antioxidantes no enzimaticos (Uddin y
col., 2002; Gomez y Lajolo, 2008). La guayaba es un fruto con alto contenido de
acido ascorbico, por lo que la actividad antioxidante de este es particularmente
importante. El contenido de &cido ascorbico se incrementd durante el
almacenamiento a 10 °C; no obstante, los frutos tratados con 5 mg L de selenato
de sodio mostraron un menor contenido respecto del mostrado por los frutos control
(Figura 12).

Aln cuando los frutos tratados con selenato de sodio, mostraron un menor
contenido de &cido ascérbico que los frutos control; ambos frutos tuvieron la
capacidad de sintetizar este acido durante el almacenamiento. No obstante, la
menor biosintesis de este acido en los frutos tratados seguramente tiene impactos

negativos en la capacidad antioxidante para atrapar especies reactivas de oxigeno.
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Figura 12. Cambios en el contenido de &cido ascorbico de frutos de guayaba tratados con
0y 5 mg L?! de Na,SeO, almacenados 15 dias a 10 °C y transferidos 5 dias a 20 °C. (*¥)
Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05); las barras verticales representan el error
estandar las muestras.

Durante la transferencia a 20 °C hubo una disminucién en el contenido de acido

ascorbico.

El incremento de acido ascorbico durante la maduracion del fruto ya ha sido
reportado por diversos autores (Mercado y col., 1998; Rashida y col., 1997) asi

como la disminucion durante la senescencia del fruto (Gomez y Lajolo, 2008).

El contenido de acido ascoérbico en frutos control se increment6 de 244 a 442 mg
AA 100 g*! mientras que en frutos tratados con Na2SeQOs este incremento varié
desde 153 a 333 mg AA 100 g}, esto represent6é una disminucién de 25 a 48% de
esta vitamina. Estos resultados difieren de los reportados para tomate y lechuga,
donde la suplementacién con 1 mg L de selenato de sodio increment6 el contenido
de esta vitamina en plantas de tomate (Zhu y col., 2017; Hernandez y col., 2019;
Rios y col.,, 2009). Como se ha mencionado, el selenio puede actuar como
antioxidante o prooxidante, esto dependera de factores como la concentracion de
Se en la célula y si esta tiene o0 no la capacidad para acumular especies organicas
de selenio. Esto parece indicar que la aplicacion de 5 mg L tuvo un efecto

prooxidante que disminuyd los contenidos de acido ascérbico en el fruto.

El efecto protector y prooxidante del selenio en el contenido de acido ascoérbico se
ha visto en plantulas de arroz sometidas a 1, 2.5 y 5 ppm de selenato de sodio,
donde a 1 ppm de Se el contenido de AA se incremento respecto del control y un
efecto prooxidante se observo a partir de 2.5 ppm disminuyendo los contenidos de
acido ascorbico y la actividad de la glutation S transferasa. No obstante, en plantulas
estresadas con mayores dosis de selenio (2 y 5 ppm) y en presencia de 50 uM de
acido ascorbico hubo un incremento en las actividades de las enzimas antioxidantes
ascorbato peroxidasa y glutation reductasa y la concentracion endogena de AA se
incrementd 2.1 y 5.3 veces, respectivamente (Sharma y col., 2014).
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Los resultados descritos anteriormente, sugieren que la concentraciéon de 5 mg L
tuvo un efecto prooxidante en los frutos de guayaba disminuyendo su contenido de
acido ascorbico. Aunque después del almacenamiento a 10 °C el contenido residual
de esta vitamina contindia siendo alto. Este es el primer reporte sobre los efectos de
la aplicacion de selenato de sodio sobre el contenido de esta vitamina en frutos de

guayaba.

6.3.2 Cambios en el sistema enziméatico antioxidante.

Como respuesta a la generacién de especies reactivas de oxigeno generadas
durante la respiracion de la fruta en el proceso climatérico de maduracion se
expresan genes y se generan enzimas encargadas de la eliminacion de estas
especies reactivas. Dentro de ese conjunto de enzimas se encuentra la superdxido
dismutasa, la catalasa, la peroxidasa, la glutatién reductasa entre otras. Cada una
de ellas tiene un papel importante en el control del estrés oxidativo de los tejidos
(Meitha y col., 2020).

Al selenio se le han adjudicado efectos positivos en el desarrollo de plantas, asi
como efectos negativos en la mismas (Kaur y col., 2014). Es por ello que en este
trabajo se comparo el efecto de la aplicacion foliar de 5 mg L de selenato de sodio

en los sistemas enzimaticos antioxidantes en los frutos obtenidos de esas plantas.

6.3.2.1 Cambios en la actividad de la enzima super 6xido dismutasa (SOD).

La enzima SOD es la encargada de la dismutacion del anion superdxido (O2) en Oz
o H202 que posteriormente sera transformado por la catalasa en agua y oxigeno
molecular (Bowler y col.,, 1992). A pesar de que el estrés oxidativo es una
consecuencia del proceso de maduracion y senescencia de los frutos, la enzima
SOD tiene un papel esencial al disminuir el dafio celular causado por el radical

superéxido. En frutos de guayaba se ha reportado que esta enzima incrementa
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ligeramente mientras alcanza la madurez de consumo y posteriormente hay una
disminucién en la actividad mientras llega a la senescencia del fruto, como
consecuencia se da una acumulacién de radical superdxido, lo que lleva a

incrementar el estrés oxidativo y el deterioro de los frutos (Mondal y col., 2009).

Los frutos control y tratados con 5 mg L de selenato de sodio tuvieron actividades
estadisticamente diferentes durante su almacenamiento a 10 °C y su posterior
transferencia a 20 °C. Los frutos tratados con selenato de sodio y almacenados 15
dias a 10 °C, mostraron una actividad especifica de SOD mayor que los frutos no
tratados. Este comportamiento se invirtié al transferir los frutos de 10 a 20 °C, los
frutos control mostraron una actividad mayor que los frutos tratados con selenato de

sodio (Figura 13)
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Figura 13. Cambios en la actividad enzimatica de superdxido dismutasa de frutos de
guayaba tratados con 0y 5 mg L'* de Na.SeO, almacenados 15 dias a 10 °C y transferidos
5 dias a 20 °C. (*) Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05); las barras verticales
representan el error estdndar las muestras.
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El tratamiento con pequefias dosis de selenio ha demostrado tener un efecto
positivo en la actividad de esta enzima, en plantas de fresa sometidas a estrés por
sequia y aplicaciones de 50-100 mg Se L la actividad de SOD se increment6 un
23% (Zahedi y col., 2020). En plantas de quinoa, el tratamiento con 2, 5, 10 y 20 mg
Lt de selenito de sodio ocasioné un incremento gradual en la actividad de SOD, sin
embargo, este incremento en la actividad se puede deber a que, en concentraciones
de selenio mas altas, este elemento actia como prooxidante incrementando
también la cantidad de H202 lo que podria inducir una mayor actividad de la SOD
(Khalofah y col., 2021).

Alba-Jiménez y col., (2018) trabajando con frutos de guayaba procedentes de la
Florida en Jungapeo, Mich., no observaron cambios en la actividad de SOD durante
el almacenamiento a 10 °C en frutos de guayaba procedentes de plantas asperjadas
con 1, 3y 5 mg L. No obstante, en los frutos procedentes de plantas tratadas con
selenato de sodio y transferidos de 10 a 20 °C observd menores actividades de SOD
como lo observado en este trabajo. No obstante, nuestros datos difieren de lo
encontrado por esta autora durante el almacenamiento a 10 °C, donde se
registraron actividades mayores y estadisticamente diferentes de lo observado con
los frutos control. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las
aplicaciones de 5 mg L de selenato de sodio en plantas de la zona de Jungapeo,
Michoacan si tuvo un efecto potenciador de la actividad de esta enzima durante el
almacenamiento a 10 °C que probablemente mejoro su respuesta al estrés oxidativo

generado por el almacenamiento a baja temperatura.

Se ha propuesto que el selenio puede disminuir los niveles del radical superoxido
por la dismutacion espontanea a H202 sin que sea necesaria la catdlisis por medio
de la SOD (Fengy col., 2013), por lo que al disminuir los niveles del anion Oz traeria
como consecuencia una menor actividad de SOD (Hartikainen y col., 2000; Hashem
y col., 2013). La concentracion de selenio aplicada tiene un papel diferencial en las
respuestas de promocion del crecimiento o toxicidad a la planta. Silva y col. (2018),

aplicaron dosis desde 0 a 1600 g de selenito de sodio ha! via foliar en garbanzo y
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observaron que la actividad de la SOD varia dependiendo de la concentracion de
selenito aplicada; hubo un maximo cuando las dosis de selenio fueron de 1200 g
hal, seguidas por las dosis de 100 y 800 g ha'; las demas dosis aplicadas no

mostraron diferencias con el grupo control.

6.3.2.2 Actividad de la enzima catalasa (CAT)

La funcion de esta enzima en el sistema de defensa antioxidante consiste en
eliminar la especie de reactiva de oxigeno, peroxido de hidrégeno generada, por la
accion de la SOD, en agua y oxigeno molecular (Feng y col., 2018); contribuyendo
asi a disminuir el estrés oxidativo de los frutos durante su maduracion (Meitha y col.,

2020) o sometidos al tratamiento de 5 mg L de selenato de sodio.

La actividad especifica de la catalasa en frutos tratados con 5 mg L de selenato de
sodio y control tendi6 a incrementarse a partir del dia 5 de almacenamiento a 10 °C
y alcanz6 un maximo el dia 15 para posteriormente disminuir hasta valores similares
al dia 0 (Figura 14) en los frutos transferidos a 20 °C. Siguiendo ese
comportamiento, los frutos control mostraron menor actividad en comparaciéon con

los frutos tratados con selenato de sodio.
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Figura 14. Cambios en la actividad enzimatica de catalasa en frutos de guayaba tratados
con 0y 5mg L™ de Na,SeO. durante su almacenamiento por 15 dias a 10 °C y transferidos
5 dias a 20 °C. (*) Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05); las barras verticales
representan el error estdndar las muestras.

Este comportamiento concuerda con lo reportado por Mondal y col., en 2009 en
frutos de guayaba en cv L-49 y Hisar Safeda sin tratamiento de selenato, donde se
sefala que la actividad de la catalasa también tuvo un maximo de actividad en la
etapa de cambio de color y disminuy6 en frutos maduros y sobre-maduros. De
acuerdo con estos datos, la actividad de la catalasa cambia de acuerdo con el
estado de madurez de la fruta; no obstante, la aplicacién de 5 mg L de selenato
parece promover una mayor generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
como el H202 que induce una mayor actividad de esta enzima como mecanismo de
respuesta al estrés oxidativo (Rios y col., 2008). Este es el primer reporte sobre los
efectos de la aplicacion foliar de selenato de sodio en frutos de guayaba que
soportan la evidencia que las aplicaciones foliares de selenato de sodio a5 mg L
inducen estrés oxidativo en los frutos, pero incrementan su capacidad de respuesta

a dicho estrés.
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Los frutos tratados con Na.SeOs4 mostraron una mayor actividad respecto de los
frutos control, con una diferencia estadisticamente significativa en los dias 10 y 15
de almacenamiento, con una diferencia de 175% mas actividad. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Castillo-Godina y col., 2016 donde en frutos de
tomate generados de plantas que fueron tratados con 5 mg L de selenito de sodio
(Na2SeO3) se indujo un incremento de hasta 352.7% en la actividad de catalasa

respecto de los frutos de plantas no tratadas con este elemento.

Durante la maduracién de los frutos se desarrollan numerosas reacciones
bioguimicas, que generalmente van acompafiadas de la liberacion de ROS,
generando un estrés oxidativo en la célula. Como respuesta del tejido para
contrarrestar la acumulacion de ROS se activan diferentes mecanismos
antioxidantes, uno de estos es el incremento en la actividad de enzimas como la
CAT, esta actia como uno de principales defensas contra el estrés oxidativo

provocado por la presencia de perdxido de hidrogeno (Zimmerman y col., 2006).

Estos datos sugieren que el incremento en la actividad de catalasa puede darse
como respuesta primaria al tratamiento con selenio incrementando la formacion de
ROS, lo que originé un incremento en la concentracion de H202, que es utilizado
como sustrato por la catalasa generando H20 y Oz (Mostofa y col., 2017; Gouveia y
col., 2020). Debido a esto, a pesar del incremento en la formacion de ROS, el
incremento en la actividad enzimatica de catalasa puede compensar y mejorar la

respuesta al dafio oxidativo provocado por el H20:2 a la estructura celular.

Alba-Jiménez (2018) también determiné diferencias significativas de la actividad de
esta enzima en frutos de guayaba procedentes de plantas tratadas con 1, 3y 5 mg
de selenato de sodio. Nuestros resultados concuerdan con lo anotado por esta
autora y sefalan que las aplicaciones de selenato mejoran el sistema enzimatico
para resistir el estrés oxidativo generado por el almacenamiento a 10 °C y por el

proceso de maduracion de los frutos.
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6.3.2.3 Cambios en la actividad de glutation peroxidasa (GSH-Px)

Esta enzima tiene un doble papel, participa en el sistema de defensa enzimatico
contra el estrés oxidativo degradando el peroxido de hidrogeno en agua utilizando
glutation reducido o tiorredoxina como donadores de electrones; y también se le ha
descrito un papel importante como proteina sensora del estado redox de las células
(Passaia y Margis-Pinheiro, 2015). No obstante, esta enzima es inducible por la
presencia de selenio en los tejidos (Zhao y col., 2018).

Durante el almacenamiento a 10 °C de los frutos de guayaba procedentes de
plantas control y tratadas foliarmente con 5 mg L de selenato de sodio, se observé
un incremento de la actividad GSH-Px a lo largo del almacenamiento en
refrigeracion y una vez que los frutos fueron transferidos a 20 °C la actividad
disminuy¢ ligeramente (Figura 15). La actividad fue mayor en el dia 10 en los frutos
tratados con selenato de sodio (246 %) respecto de los frutos control. Durante la
transferencia a 20 °C, las actividades disminuyeron en ambos tratamientos, aunque
los frutos procedentes de plantas tratadas con selenato mantuvieron una mayor

actividad (235%) que los frutos control.

62



—O— 0mg Na,Se0,
—— 5 mg Na,SeO,

GPX (U min™ mg proteina ™)

0 5 10 15 15+5

Dias de almacenamiento

Figura 15. Cambios en la actividad enzimética de glutation peroxidasa en frutos de
guayaba tratados con 0y 5 mg L de Na,SeO4 almacenados 15 dias a 10 °C y
transferidos 5 dias a 20 °C. (*) Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05); las
barras horizontales representan el error estandar las muestras.

En 1999, Hartikainen y col., reportaron la presencia de una GSH-Px dependiente de
selenio en plantas de forraje (raigras), ya que en las plantas tratadas con selenio se
registro un incremento en la actividad de esta enzima respecto del grupo control. De
igual forma, en frutos de tomate tratados con 1 mg Se L* se observé un incremento
de hasta 3 veces la actividad de GSH-Px con respecto a los frutos control (Zhu y
col., 2017).

Las altas actividades de glutation peroxidasa en los frutos de guayaba tratados con
selenato de sodio pareciera ser un mecanismo de respuesta para controlar el
exceso de especies reactivas de oxigeno provocado por las aplicaciones foliares de
selenato y/o si esta alta actividad fuera el resultado de la transformacion de la

proteina nativa a seleno proteina con una mayor capacidad catalitica.
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En este estudio no se evalud, si la enzima glutation peroxidasa era una
selenoproteina o si la proteina nativa se transformo en selenoproteina después del
tratamiento con selenato de sodio. En cualquier caso, los frutos mostraron una mejor
capacidad para resistir el estrés oxidativo y/o un mejor control el estado redox de

los frutos.

6.3.3 Cambios en la capacidad antioxidante de los frutos

Se evalud la capacidad antioxidante durante 15 dias de almacenamiento a 10 °Cy
la transferencia a 20 °C; la capacidad para atrapar radicales libres se evalud
mediante el método DPPH y la capacidad antioxidante total se estimo por el método
ABTS*,

La capacidad para atrapar radicales libres fue estadisticamente menor en los frutos
procedentes de arboles de guayaba asperjados con soluciéon acuosa de 5 mg L™ de
selenato de sodio y almacenados a 10 °C por 15 dias en comparacion con los frutos
no tratados (Tabla 7). Esto parece explicarse por el menor contenido de &cido

ascoérbico que mostraron los frutos tratados con selenato.

Por otro lado, la capacidad antioxidante total de los frutos procedentes de arboles
asperjados con selenato de sodio fue estadisticamente mayor hasta los 10 dias de
almacenamiento a 10 °C respecto de los frutos no tratados. No obstante, después
de 15 dias a 10 °C y en las transferencias a 20 °C, la capacidad antioxidante total
fue estadisticamente similar en ambos tratamientos. La alta capacidad antioxidante
total parece explicarse por las altas actividades de enzimas antioxidantes como
SOD, catalasa y glutatién peroxidasa. No obstante, esas altas actividades al final
del almacenamiento refrigerado y en las transferencias a 20 °C, también parecen
indicar un alto estrés oxidativo que puede estar asociado a las etapas finales de la

maduracion de los frutos (Meitha y col., 2020).
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Tabla 7. Comparacion de la capacidad antioxidante de frutos de guayaba control y
tratados con 5 mg L™ de selenato de sodio almacenados 15 dias a 10°C y transferidos 5

dias a 20°C
Dias de almacenamiento
Tratamiento Capacidad para atrapar radicales libres DPPH (umol
Trolox * 1009)

0 S 10 15 15+5TA
0 mg Naz2SeO4 33622 33002 35774 37172 37982
5 mg NazSeO4 2891° 32742 3408° 3372° 37682

Capacidad antioxidante total ABTS (umol Trolox *

100g9)

0 5 10 15 15+5TA
0 mg Na2SeOs4 1885° 2001° 2071° 21862 24862
5 mg NazSeOq4 22502 22182 22762 22282 24632

aValores con la misma letra, de la misma columna y método son estadisticamente iguales (p<0.05)

En la técnica con DPPH se registraron valores mas bajos en los frutos tratados con
Na2SeOs durante los 15 dias de almacenamiento a 10 °C, y una vez que los frutos
fueron transferidos a 20 °C no existié diferencia significativa. Este resultado se
puede deber a diversos factores, entre ellos la longitud de onda a la cual se realiza
la lectura, ya que dentro del espectro visible puede haber interferencias con
carotenoides y antocianinas que podrian encontrarse en el extracto metandlico.
Aunado a esto, la determinacion de la capacidad antioxidante por el método de
DPPH tiene entre sus limitaciones que es un radical estable que no tiene similitud
con los radicales peroxilo involucrados en la peroxidacion lipidica. Esto es
importante porque muchos antioxidantes que reaccionan con los radicales peroxilo
pueden reaccionar lentamente o bien, ser inertes al DPPH (Prior, Wu y Schaich,
2005).

El radical ABTS* a pesar de ser menos estable que el DPPH, es soluble en medios
polares y no polares, ademas de no verse afectado por la fuerza i6nica. Debido a
esta caracteristica se pueden medir compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica

(Prior, Wu y Schaich, 2005). En el analisis con ABTS" la capacidad antioxidante de
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los frutos tratados con Na:SeOs fue mayor durante los primeros 10 dias de
almacenamiento, mientras que al dia 15y 15+5 a 20°C no se registraron diferencias

significativas.

De forma general, los datos obtenidos en este trabajo, permiten indicar que las
aplicaciones foliares de 5 mg L-1 de selenato de sodio en arboles de guayabo con
frutos en desarrollo, permitié obtener fruta con mayor resistencia al estrés oxidativo,

mejor firmeza y una mejor vida de anaquel.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten sefialar lo siguiente:

La aplicacién foliar de 5 mg L de selenato de sodio en plantas de guayabo con
frutos de 5 mm de diametro maximo no afecto el crecimiento del fruto ni la tasa de
respiracion y disminuyo ligeramente la produccion de etileno respecto de los frutos

control.

La menor produccion de etileno en los frutos tratados con selenato de sodio, retraso
el cambio de color de los frutos y mantuvo una mejor firmeza durante su

almacenamiento a 10 °C.

Los frutos tratados con 5 mg L alcanzaron valores menores de sélidos solubles
totales lo cual parece indicar que este tratamiento alter6 el metabolismo de
carbohidratos en los frutos, y puede ser explicado por la menor produccion de

etileno.

Las aplicaciones de 5 mg L de selenato de sodio, indujo un menor contenido de
acido ascoérbico en los frutos respecto de los frutos no tratados. No obstante, la

capacidad de biosintesis de esta vitamina no parece ser alterada por el tratamiento.

Los menores contenidos de 4cido ascorbico, en los frutos tratados con selenato de
sodio, gener6 una menor capacidad antioxidante para atrapar radicales libres
generados durante la respiracién de la fruta.

Los resultados anteriormente descritos, sugieren que la aplicacién de 5 mg L tuvo
un efecto prooxidante en los frutos de guayaba disminuyendo su contenido de acido

ascorbico.

La aplicacion foliar de 5 mg L de selenato de sodio en arboles de guayaba, indujo
en sus frutos, mayores actividades de las enzimas superoxido dismutasa, catalasa

y glutation peroxidasa, lo cual parece indicar que el tratamiento induce la generacion
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de especies reactivas de oxigeno que a su vez indujo la mayor actividad de estas

enzimas.

La mayor actividad de las enzimas contra el estrés oxidativo parece mostrar que los

frutos tienen capacidad de resistir el estrés oxidativo y mejorar su vida poscosecha.

La mayor actividad de enzimas del sistema antioxidante generdé una mayor
capacidad antioxidante total de los frutos tratados y por tanto se espera un efecto

positivo en la conservacion de los frutos.

No obstante, la concentracién utilizada de selenato de sodio, parecié tener un efecto

prooxidante en los frutos.
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8. ANEXOS
Anexo 1. Curva de calibracién de etileno

A partir de un estandar certificado de etileno (100%) se realizaron diluciones de 1 a

32 ppm utilizando aire como diluyente.

Para la preparacion y procesamiento de los estandares se siguio la metodologia

descrita en la seccién 6.3.2.1.

Curva etileno y =0.2921x - 0.0258
R? = 0.9946
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ppm etileno/mL

Figura 16. Curva de calibracion de etileno

Para cuantificar la concentracion de etileno de las muestras se utilizé la ecuacion

obtenida de la curva de calibracion.

ppm Area + 0.0258
ml S0 = T 0001
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Anexo 2. Curva de calibracién de acido ascorbico

A partir de una solucion estandar de acido ascoérbico a una concentracion de 1
mg/mL, se realizaron diluciones de 0.02 a 0.2 mg/ml de &cido ascoérbico utilizando
agua grado HPLC como diluente.

Para la preparacion y procesamiento de los estandares se siguio la metodologia

descrita en la seccién 6.3.2.6.

Curva Vit C y=155,832,663.533x + 4,198,756.565
R2=0.995
40000000
35000000 o
30000000
25000000
20000000 o

15000000

Area bajo la curva

10000000
5000000

0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

mg 4cido ascérbico/ mL

Figura 17. Curva de calibracién de vitamina C

Para cuantificar la concentracion de vitamina C de las muestras se utilizd la

ecuacion obtenida de la curva de calibracion.

Area — 4,198,756.565
155,832,663.533

mg . i _—
—-vit C (acido ascoérbico) =
ml
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Anexo 3. Curva de calibracion de actividad antioxidante por DPPH

A partir de una solucion estandar de Trolox a una concentracion de 1 mM, se

realizaron diluciones de 0.1 a 0.5 pM Trolox utilizando metanol al 80% como
diluente.

El procesamiento de las muestras se realizé de acuerdo con la metodologia descrita
en la seccién 6.3.2.7.

CURVA DPPH y = 218.06x - 8.6722
R? = 0.9883
120
€ 100
o
o
D 80
T
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% 60
c
0
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z
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N
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Trolox (umol/mL)

Figura 18. Curva de calibracion de actividad antioxidante por DPPH

Para cuantificar la actividad antioxidante de las muestras se utilizé la ecuacion
obtenida de la curva de calibracion.

% inhibicion DPPH — 8.6722
218.06

umol Trolox =
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Anexo 4. Curva de calibracion de actividad antioxidante por ABTS

A partir de una solucion estandar de Trolox a una concentracion de 1 mM, se

realizaron diluciones de 0.05 a 0.25 uM Trolox utilizando metanol al 80% como
diluente.

El procesamiento de las muestras se realizé de acuerdo con la metodologia descrita
en la seccién 6.3.2.7.

CURVA ABTS y = 436.35x - 10.804
R?=0.9972
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Figura 19. Curva de calibracion de actividad antioxidante para ABTS

Para cuantificar la actividad antioxidante de las muestras se utilizé la ecuacion
obtenida de la curva de calibracion.

% inhibicion ABTS + 10.804

umol Trolox = 13635

72



Anexo 5. Curva de calibracion de proteina

A partir de una solucion estandar de seroalbumina bovina a una concentracion de 1
mg/mL, se realizaron diluciones de 5 a 50 pg/mL de proteina utilizando agua

destilada como diluente.

El procesamiento de las muestras se realizé de acuerdo con la metodologia descrita

en la seccién 6.3.3.2.

Curva de proteina  y=0.0095x +0.2105

R?=0.9875
0.8

0.7
....... ........ . ....... . .............-.-.........
| .o® g .o®
0 ....-.-..........
2

0.1

m)

Absorbancia (595 n

0 10 20 30 40 50 60

ug/mL albumina bovina

Figura 20. Curva de calibracion de proteina

Para cuantificar la actividad antioxidante de las muestras se utilizé la ecuaciéon

obtenida de la curva de calibracion.

Abs — 0.2105

L) roteina =
mL? 0.0095
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