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RESUMEN

El fruto de aguacate (Persea americana Mill.) cultivar ‘Hass’ es un fruto de gran
demanda a nivel mundial por su valor nutritivo. Las pérdidas durante su transporte,
almacenamiento y distribucion limitan la exportacién del fruto. Se postula que la
pectinmetilesterasa (PME), poligalacturonasa (PG), a- y B-galactosidasa (a-Gal y
B-Gal) son algunas enzimas hidroliticas responsables del proceso de maduracion,
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), los compuestos antifungicos como
los dienos y trienos son relacionados directamente con el proceso de defensa del
fruto ante agentes patégenos bidticos. La produccion de etileno en aguacate, al
igual que en otros frutos climatéricos como platano, mango y papaya, estimula la
expresion y acumulacion de estos compuestos, que modifican componentes de la
pared celular, provocando un rapido ablandamiento del fruto y la pérdida de su
firmeza, lo cual tiene un efecto determinante sobre la calidad y la vida de anaquel
del fruto. El 1- metilciclopropeno (1-MCP), es un gas inocuo que inhibe la accién
del etileno, de tal manera que su aplicacién en frutos climatéricos se ha
considerado como una alternativa biotecnolégica para el retraso de su maduracion
y prolongacion de su vida postcosecha. En el presente trabajo se evalu6 el efecto
del 1-MCP sobre la actividad de la G6PDH, PG, acumulacion de dienos y trienos
los cuales participan en la maduracion y defensa contra patégenos de aguacate
cultivar ‘Hass’. Frutos cosechados en estado verde fueron tratados con 200 y 300
nL-.L™" de 1-MCP y almacenados en camara de frio a 5 + 1 °C y un porcentaje de
humedad relativa de 85 + 5 durante 22 dias. Se determind la actividad de la
G6PDH, PG, la concentracion de dienos y trienos. La aplicacion de 1-MCP
disminuy6 significativamente la actividad de las enzimas, también redujo la
acumulacioén de dienos y trienos en comparacion con los frutos control. EI 1-MCP
disminuye la actividad de la hidrolasa de pared celular y de la deshidrogenasa asi
como la concentracion de dienos y trienos retardando asi la maduracion del fruto

de aguacate y alargando su vida poscosecha.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel v
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L. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) cv. ‘Hass’ es un fruto que se
caracteriza por su carne nutritiva, contiene un excepcional contenido de aceite
insaturado (20 a 30 % en peso fresco) y es el unico fruto de semilla grande (Biale
y Young, 1971; Davenport y Ellis, 1959; Whiley y Schaffer, 1994; Wolstenholme,
1986). Es una baya que deriva de un gineceo unicarpelar y que contiene una sola
semilla. El pericarpio consiste de tres capas (figura 1). el exocarpio que
comprende la cascara, el mesocarpio pulposo que es la porcion comestible de la
fruta y una capa interna delgada junto a la cubierta de la semilla que corresponde

al endocarpio (Cummings y Schroeder, 1942).

Las condiciones agroambientales prevalecientes en la regién productora de
aguacate de Michoacan propician el desarrollo del arbol y la obtencion de fruto en
practicamente todo el afio, asi como un traslape continuo de las diferentes fases
fenoldgicas del arbol, ello principalmente determinado por el estrato altitudinal asi
como el arreglo topolégico de las plantaciones con respecto a su exposicion al sol,

la pendiente y la direccion prevaleciente del viento (Anguiano et al., 2007).

Pueden ser identificados cuatro tipos de climas a lo largo del cinturdn
aguacatero: a) semi-calido humedo con altas lluvias en verano, b) semi-calido
semi-humedo con lluvias en verano, c) templado humedo con altas lluvias en
verano y d) templado sub-humedo con altas lluvias en verano (Aguilera y Salazar,
1991). Estas condiciones han propiciado un gran avance del aguacate con un
desplazamiento de areas de vocacion forestal en el 20 % de la superficie, cifra que
plasma el crecimiento que ha tenido la franja aguacatera en perjuicio de los
recursos naturales de la region. Existen ocho tipos de suelos en este cinturdn
(FAO, 2007), los mas importantes son: andosol, regosol, litosol y luvisol (INEGI
1985). El 86 % de la regidén aguacatera lo comprende el tipo andosol (Anguiano et
al., 2007).

QE®. Daniel Soto Rangel  Piginalin
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Las densidades de siembra en los huertos de aguacate cubren un amplio
rango de 69 a 204 arboles-ha™’, lo que pone de manifiesto el hacinamiento de
arboles. El sistema de riego se lleva a cabo llenando las cuencas con diques
alrededor de los arboles durante los meses de Noviembre a Mayo (Aguilera y
Salazar, 1991).

La presencia de plagas estan ligadas directamente a factores climaticos
como precipitacion, humedad relativa, temperatura y a la fenologia del cultivo
(Anguiano et al., 2007). El control de plagas y enfermedades requieren de un 15 a
38 % de la inversién para la gestién de los huertos. Aguilera y Salazar, 1991,
reportan que dentro de las principales plagas se encuentra la arafa roja
(Olygonychus spp) vy thrips (Heliothrips spp) y las enfermedades poscosecha de
origen biético que con mayor frecuencia se presentan en frutos de aguacate son la
antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) y la pudricién de pedunculo o stem-
end rot (Phomopsis viticola). Son frecuentes también desordenes fisiologicos

asociados a la sensibilidad del fruto de aguacate al frio y al etileno (Ochoa, 2007).

La mayor cantidad del fruto se digiere en el mercado nacional. Menos del
5 % se exporta principalmente a Canada, Europa y Japon. Los estandares
actuales de productividad se encuentran en un promedio de 9.8 toneladas de fruto
por hectarea y alrededor de un 26 % en la calidad para los mercados foraneos
internacionales de Estados Unidos de Norteamérica, Japén, Europa y Canada
(Anguiano et al., 2007, APEAM, 2008).
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. ANTECEDENTES

i. DESCRIPCION DEL FRUTO.

El fruto del aguacate ha sido considerado por algunos autores como una
drupa (Ruiz, 1912; Canizares, 1973). De acuerdo con Roth (1977) el fruto del
aguacatero algunas veces es incorrectamente llamado drupa. Esto es debido a
qgue en la envoltura de la semilla se encuentra un estrato de esclerénquima que se
confunde frecuentemente con el endocarpio y que corresponde a la testa, por lo
que el aguacate es una baya monosperma. Por otra parte, Schroeder (1985)
indicé que algunos investigadores han interpretado la morfologia del fruto de
aguacate como una drupa; sin embargo, la naturaleza fragil del endocarpio y el
hecho de que el fruto sigue una curva de crecimiento simple sigmoide (Schroeder,
1953 y 1958; Blumenfeld y Gazit, 1974) y no la doble sigmoide comun de las
drupas, sugieren que el aguacate debe ser considerado como una baya. En la
figura 1 se representan las diferentes partes del fruto, asi como un esquema de
un pistilo para poder entender mas sobre el origen de las diferentes partes del

fruto.

Figura 1. a) Fruto de aguacate modificado de
Cummings y Schroeder, 1942 y b) Pistilo de
aguacate modificado de Tomer et al., 1976.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 3"



Facultad de QFB-11QB-UMSNH

ii. PRODUCCION Y DISTRIBUCION NACIONAL.

En México se cultiva 94, 904 ha de aguacate siendo el estado de
Michoacan el principal productor con 82.7 % del total de la superficie; le siguen en
menor escala los estados de Nayarit, Puebla, Morelos y Estado de México
(SIACON, 2010). Durante las dos ultimas décadas el cultivo de aguacate ‘Hass’ en
el estado de Michoacan, primer productor a escala mundial del fruto antes
mencionado, ha experimentado un espectacular crecimiento en los grandes

volumenes de produccién, comercializacion e industrializacién (Ortega, 2003).

Existen 27 estados que producen aguacate en México. Los estados
productores son Yucatan, Campeche, Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Jalisco,
Hidalgo, Guanajuato, Tamaulipas y Nuevo Ledn, siendo los principales: Nayarit,
Estado de México, Morelos y Puebla; destacando con un mayor porcentaje en
produccion de aguacate el estado de Michoacan, tal y como logra apreciarse en la

figura 2.

Il Estados productores

B Principales estados productores

B Principal estado productor

Figura 2. Estados productores de Aguacate (Persea americana Mill. cv. ‘Hass’) en
México. Asociacion de Productores y Empacadores Exportadores de Aguacate de

Michoacan A.C., 2008.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 4 o
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En la figura 3 se observa que el aguacate se cultiva en una zona
geografica limitada que cruza el estado de Michoacan de oeste a este. Este
cinturén esta situado en 1 300 a 2 300 metros sobre el nivel del mar. El area de
superficie plantada con aguacate es de aproximadamente 80 000 ha, la mayor
region productora de aguacate en el mundo. El setenta por ciento de la superficie
sembrada de aguacate se cultiva bajo sistema de riego. La temporada de cosecha
es de septiembre a febrero y el rendimiento promedio es de 7 ton-ha™ (Aguilera y
Salazar, 1991).

ooy

] Municipios productores
70 0 70 Kilomatros Il Area aguacatera
Bl Cuerpos de agua

o [ e oy o =5 = ooy

Figura 3. Municipios productores de Aguacate (Persea americana Mill. cv. ‘Hass’) en el
estado de Michoacan. Programa de Levantamiento y Verificacion de Productores, Predios

y Lotes del Cultivo del Aguacate en Michoacan, 2003-2005.

En Michoacan hay 25 municipios con plantaciones de aguacate, de los
cuales tres tienen hasta 50 ha, estos son: Tangancicuaro, Hidalgo y Chilchota; de
51 a 750 ha estan Acuitzio, Cotija, Apatzingan, Taretan, Madero, Tuxpan y

Tocumbo; menos de 751 a 1,450 ha se encuentran Ziracuaretiro, Zitacuaro,

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 5
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Turicato y Tangamandapio; de 2,000 a 6,000 ha, lo representan Salvador
Escalante, Nuevo Parangaricutiro, Tinguindin y Tingambato; y los municipios con
mayor area son Tancitaro, Uruapan, Tacambaro, Ario y Periban, con superficies
de 7,000 a mas de 18,000 hectareas (Programa de Levantamiento y Verificacion
de Productores, Predios y Lotes del Cultivo del Aguacate en Michoacan, 2003-
2005). Uruapan, Periban y Tacambaro contribuyen con el 86.5 % del total de la

produccion del estado (Anguiano et. al., 2007).
iii. PROCESO DE MADURACION DEL AGUACATE.

Los frutos carnosos son una parte esencial de la dieta humana
proporcionando las vitaminas esenciales, minerales y otros compuestos que
promueven la salud. La textura de la fruta madura tiene un efecto significativo
sobre la calidad e influye en la aceptacion del consumidor, la vida util, la
resistencia y la transportabilidad de los frutos (Seymour et al., 2002). El desarrollo
de nuevas tecnologias para mejorar la textura y la vida util de frutos depende de la
comprension de la base biolégica y de la maduracion del fruto asi como el
ablandamiento excesivo que es el principal factor que limita la vida util y

almacenamiento de los frutos (Brummell y Harspter, 2001).

Figura 4. Maduracion del fruto de aguacate. a) Inicio del almacenamiento, b) 12 dias
expuesto a condiciones ambientales (22 + 2 °C; 75 + 10 % HR) y c) 6 dias en refrigeracion
(6 £0.5°C; 90 £ 5 % HR) + 9 dias en condiciones ambientales (Osuna et al., 2005).

Q.F.®. Daniel Soto Rangel 6"
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La modificacién de la pared celular, se cree que es la base de los cambios
en la firmeza y la textura durante la maduracién de los frutos (figura 4). Las
pectinas (Fischer y Bennett, 1991) y hemicelulasos (Wakabayashi, 2000)
relacionadas con la pared celular sufren solubilizacion y despolimerizacion
(Brummell et al., 2004), la cual ocasiona la pérdida de la pared celular (Hiwasa et

al., 2004) y trae como consecuencia el ablandamiento de los frutos.

El fruto de aguacate madura solo después que ha sido cosechado y
muestra una rapida transicion de una consistencia dura a una suave. Este cambio
esta intimamente relacionado con la actividad de las enzimas degradadoras de la
pared celular (Awad y Young, 1980) siendo la pectinmetilesterasa (PME) la
responsable de la desesterificacion de pectina requerida, antes la
poligalacturonasa inicia la despolimerizacion de pectinas asociados con el
ablandamiento de los frutos (Jansen et al.,, 1945). La actividad de la PME de
aguacate se ve rapidamente disminuida después de la cosecha del fruto (Barmore
et al., 1976, Gertman et al., 1974, Zauberman et al., 1972).

iv. ABLANDAMIENTO DEL FRUTO Y COMPOSICION DE LA PARED
CELULAR.

El ablandamiento es el cambio mas caracteristico de la maduracion con
cambios en la composicion y estructura de las paredes y membranas celulares.
Las pectinas son removidas de la pared hasta que la laminilla media desaparece

después del climaterio (Platt-Aloia et. al, 1980; Dallman et al., 1989).

La pared celular es una capa adicional que las plantas tienen fuera de la
membrana la cual delimita cada célula. La pared da la rigidez de la célula vegetal y
las funciones de apoyo, dicha estructura funciona como una proteccion contra el
ataque de patogenos (Hall et al., 1974). En general, las paredes celulares de las
plantas se componen principalmente de cuatro estructuras poliméricas que se

identifican por su solubilidad: pectinas que son solubles en agua y alcali diluido,
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hemicelulosas que se puede solubilizar con alcali concentrado, celulosa y lignina,

que son insolubles en alcali (Northcote, 1963)..

Las pectinas estan formadas por largas cadenas de acido galacturénico,
arabinosa, galactosa como se aprecia en la figura 5; mientras que las
hemicelulosas son polimeros de xilosa, azucares arabinosa, ramnosa entre otros.
Por otra parte, la celulosa estda compuesta por largas cadenas de monémeros de
glucosa unidas mediante enlaces 3-1,4 (van Duren, 1979), figura 6. La lignina es

una sustancia muy compleja, no se encuentran comunmente en los frutos; en la

figura 8 se aprecia su estructura quimica.

O OH HA\HMH  H /4
O OH H AL \H O OH

H OH CH.OH H

Figura 6. Estructura quimica de la celulosa y su unién mediante enlaces 3-1,4 y puentes

de hidrogeno.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel
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Awad y Young, 1979 encontraron que la poligalacturonasa, la enzima que
hidroliza parcialmente la pectina en acido galacturonico, es muy activa durante la
ultima parte del proceso de maduracién, tal y como se observa en la figura 6. La
actividad de otra enzima la carboximetilcelulosa (celulasas) muestra una ligera
actividad en aguacates recién cosechados, aumenta notablemente al igual que el
ablandamiento progresa y alcanza la mayor actividad observada por una celulasa

de la planta en la etapa mas madura del fruto (Young et al., 1981).

En la siguiente figura se representan los cambios ocurridos en la pared
celular durante el proceso de maduracion de los frutos de aguacate (Pesis et al.

2009).

Rhamnogalacturonan |

Hemicellul

Cellulose
microfibril

\Structu ral
protein

Figura 7. Cambios ocurridos en la pared celular durante el ablandamiento del fruto de
aguacate. PLANT PHYSIOLOGY. Third Edition, Figure 15.4 © 2002 Sinauer Associates,

Inc.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 9
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Figura 8. Estructura quimica de la lignina.

http://www.ugr.es/~quiored/qoamb/Lignina.gif

En tomate, hay un desorden fisiolégico conocido como " manchas del fruto",
que se ha relacionado con alteraciones en el metabolismo de la pared celular
(Hobson, 1963). Algunas areas dentro del fruto no suavizan normalmente trayendo
como resultado partes duras en el fruto maduro. Esta reduccién en la calidad del
fruto a menudo resulta ser un rechazo del producto en el mercado. Un trastorno
similar ha sido reportado en el fruto de aguacate. A fin de reducir éstas anomalias
debemos aprender mas acerca de los cambios de la pared celular que tienen lugar

durante el proceso de ablandamiento normal (Oppenheimer, 1960).
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v. RESPIRACION DEL FRUTO DE AGUACATE.

La respiracién es uno de los procesos basicos de la vida, ya que por medio
de ella los organismos vivos convierten la materia en energia para vivir; la
actividad respiratoria involucra la oxidacion enzimatica de compuestos organicos
en las células, principalmente azucares, pero también de acidos organicos,
proteinas y lipidos (Bosquez, 1992a), como se representa en la figura 9. Los
frutos llevan a cabo este proceso fisiologico aun después de haber sido

separados de las plantas que les dieron origen (Bosquez, 1992b).

SUSTRATO + O —— CO; + H,0 + Energia (Calor, ATP)
Carbohidratos
Proteinas
Lipidos

Acs. Organicos

Figura 9. Reaccion general del proceso de respiracion.

El fruto de aguacate se caracteriza por una alta tasa de respiracion durante
el crecimiento y también durante la maduracion post-cosecha (Blanke y Whiley,
1995; Bower y Cutting, 1988; Whiley et al., 1992). Los carbohidratos de reserva
son un fuente de energia para las vias respiratorias del fruto durante los procesos
de almacenamiento y maduracion (Kozlowski, 1992). El principal sustrato para la
respiracion lo constituyen azucares provenientes del almidén (Blanke, 1991)
degradado por las enzimas a- y B-amilasa (Pesis et al., 1978), aunque también se
degradan acidos grasos por (-oxidacién. La variacion de las temperaturas de
almacenamiento puede dar lugar a diferentes cambios en el almacenamiento y
uso de los hidratos de carbono y afectar la calidad de la fruta (Eaks, 1990; Luza et
al., 1990; Spalding, 1976).

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 1 °
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A 15 °C el aguacate cv. ‘Hass’ inicia el climaterio 13 dias después de la
cosecha. Sin embargo a 25 °C o mas existe una maduracion irregular en los frutos
con un rapido ablandamiento; se producen depresiones en la pulpa, se desarrollan
olores y sabores extrafios y se incrementa la incidencia de hongos fitopatégenos
oportunistas que deterioran la fruta (Lee y Young, 1984) y por encima de 40 °C se

inhibe la maduracién (Eaks, 1978).

Figura 10. Figura ilustrativa de aguacates en condiciones idoneas de exportacion

La respiracion esta influenciada fuertemente por los niveles de oxigeno y
diéxido de carbono en el ambiente. Niveles de oxigeno por debajo del 10%
retrasan el inicio del climaterio y reducen la tasa maxima respiratoria (Baile, 1946).
Niveles de diéxido de carbono de hasta 5%, producen un retraso corto del inicio
del climaterio pero un retraso notable del climax, con una fuerte disminucioén de la

tasa respiratoria (Young et al., 1962).

vi. EFECTO DEL ETILENO SOBRE LA MADURACION.

El etileno es una hormona vegetal que controla muchas de las respuestas
de las plantas: el crecimiento, la senescencia, la maduracién, abscision y la
germinacion de las semillas (Abeles et al.,, 1992). La hormona es un producto
natural del metabolismo de las plantas y responde a etileno exdégeno y enddgeno

(Abeles et al., 1992). Las respuestas de etileno pueden ser controladas por la
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regulacion de su produccion o la accion y el conocer la ruta de su sintesis, como

se observa en la figura 11, permite controlar o acelerar el proceso.

La importancia del etileno en la maduracion del aguacate ha sido
establecida claramente y es el tema de diversas investigaciones en fisiologia
postcosecha (Ochoa, 2008). El aguacate es un fruto climatérico que se
caracteriza por un aumento de la de produccion de etileno en el inicio de la
maduracién. El aumento en la produccion de etileno en el climaterio es asociado
con la pronta madurez. El aguacate es uno de los frutos que maduran rapidamente
completando su maduracién a los 5 dias posteriores de su cosecha (Seymour y
Tucker, 1993). Los niveles de etileno se pueden acumular dramaticamente durante

este proceso hasta alcanzar 70 ppm (Burg y Burg, 1965a).

Desprendimiento de frutos
Senescencia Moral
coLy: g:‘hig::wr el frio
"é e Esirés por sequia Desgarramiento
i ¥ Inundaciones
H, Co*?
i Anaerobiosis
(’i‘.H 2 Temp. >35°C
v
Ado Met Hy—S+ \ Promueven
NHj sintasa 1 v ¥ la sintesis
CH, Promueven Inhiben 1a 9€ etileno
CHy=§ = CHy = CHy — CH — COO" | o la sintesis " o
Metionina AT PP +P Rigpiod de etileno ﬂ::fl:';‘od.
R—C0 —CO0™ (Met)
o o
H H
4 $-Adenosil b e - J_ I
R—C — 00" mng ACC sintasa I,/  ACCoxidasa =0,
I CICLO DE YANG e |/‘\ 2 T i
NH} HyC €00~ 1o, €Oy
CHy— S —CH Acido-1-amino -
CHy — $ — CH, — CH, — €O — €00~ " % ciclopropanocarboxilico HON
Acido a- ceto - metiltiobutirico Adenine (ACC)
HCOO™ O 0
24905 H W Malonil-CoA
5'- Metilticadenosina
©;

Figura 11. Sintesis de etileno.
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El aguacate maduro no sufre reblandecimiento en el arbol, pero si después
de la cosecha. Una de las posibles explicaciones de este fendmeno es que
mientras el fruto esta aun en el arbol recibe algunos de los factores de éste que
impiden su maduracion (Burg y Burg, 1965b; Hansen y Blanpied, 1968). Niveles
altos de etileno en frutos de aguacate durante el almacenamiento en frio o en el
transito a mercados internacionales pueden disparar una reaccion en cadena,
causando una maduracion prematura de toda la carga, ocasionando severos
deterioros de la calidad y predisponiendo a los frutos a desordenes fisioldgicos y a

la presencia de patdgenos postcosecha (Hartill y Everett, 2002).

Figura 12. Enfermedades y plagas del aguacate. a) Rofa o sarna ocasionado por
Sphaceloma sp, b) Barrenador pequeno del hueso, ¢) Dafo ocasionado por Trips, d)
Tristeza del aguacatero, €) Marchitamiento por Verticillum, f) Sintomas de cancer en

ramas, g) Dafio por antracnosis, h) Dafios por rofa e i) Anillamiento del pedunculo.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 14
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vii. DESORDENES FISIOLOGICOS.

Los sintomas causados por el dafio por frio (Cl) como el oscurecimiento del
mesocarpio durante el almacenamiento del fruto de aguacate (Chaplin et al., 1982,
Bower et al., 1989; Cutting et al., 1990) y el pardeamiento de la pulpa son las
causas principales de las pérdidas de exportaciones de cada afio (van Lelyveld y

Bower, 1984). En la siguiente imagen se observa la decoloracion del mesocarpio.

|’ Etileno ;2 Crecimiento

del embrion

b

Aumento de la respuesta del Efecto
etileno en el mesocarpio G del frio
s = \ .
Declaracion del e

mesocarpio

Figura 13. Modelo de trabajo de Pesis et al., 2009 que describe los efectos interactivos
del etileno, el frio y el crecimiento en la decoloracion mesocarpio en el fruto de aguacate.
Las flechas continuas corresponden a la interaccion directa y la linea de puntos indica la
evidencia indirecta.

El fendbmeno de pardeamiento de los frutos y vegetales durante el
crecimiento, recogida, almacenamiento y procesado, es un problema de primera
magnitud en la industria alimentaria y se reconoce como una de las principales
causas de pérdidas de calidad y valor comercial.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 15
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El pardeamiento del aguacate produce cambios importantes tanto en la
apariencia (colores oscuros como se aprecia en la figura 14) asi como en las
propiedades organolépticas (sabor, textura) de vegetales comestibles (Mayer,
1987), y ademas suele ir asociado al desprendimiento de olores y efectos
negativos sobre el valor nutricional (Amiot et al., 1992; Chen et al., 2000).

Ettinger

Arad con semillas

Arad sin semillas

Control Etileno 1-MCP

Figura 14. Aspecto del mesocarpio del aguacate. Cultivares: sin semillas, Arad y Ettinger

(de abajo hacia arriba); frutos control, tratados con etileno y tratados con 1-MCP (de
izquierda a derecha). Pesis et al., 2009.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel
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Las polifenol oxidasas (PPOs) (EC. 1.14.18.1 o EC. 1.10.3.2) son enzimas
ubicadas en plantas que catalizan la reaccion dependiente de oxigeno que
transforma o-difenoles en o-quinonas (Mayer y Harel 1979; Lee y Whitaker, 1995),
la decoloracion del mesocarpio a color marrén es el resultado de ésta reaccion
catalizada por la enzima (PPO) y ésta oxidacién continua hasta la formacion los
pigmentos de melanina de color marron (Kahn, 1976), como se observa en la
figura 13. La PPO es una metaloenzima, se trata de una enzima ampliamente
distribuida en el reino vegetal, siendo detectada en algas, briéfitos, pteridofitos,
gimnospermas y angiospermas (Mayer y Harel, 1979). Se ha descrito en diversos
tejidos de plantas como raices (Pérez-Galibert et al., 2001; Gandia-Herrero et al.,
2004), semillas (Paul y Gowda, 2000), hojas (Robinson y Dry, 1992; Sanchez-
Ferrear et al., 1993; Chazarra et al., 1996; Mazzafera y Robinson, 2000; Chazarra
et al., 2001a; Shi et al., 2002) y frutos (Murata et al., 1992; Ding et al., 1998b;
Fraignier et al., 1995; Serradell et al., 2000; Casado et al., 2005). Kahn (1977)
demostré una relacion entre el grado de oscurecimiento de la pulpa y la actividad
de PPO en diferentes variedades de aguacate, y una relacion también se ha
demostrado entre el pardeamiento de la pulpa y el contenido de fenol (van
Lelyveld y Bower, 1984). Como se aprecia en la figura 15 el modelo de Lee y
Whitaker (1995) es capaz de explicar la existencia de las tres formas enzimaticas
(“met”, “oxi” y “desoxi”) y las particularidades de cada una de las dos actividades
de la enzima (A: catecolasa, B: cresolasa). En el clico catecolasa la forma “desoxi”
une oxigeno, mientras que las formas “met” y “oxi” unen sendas moléculas de o-
difenol. Por otra parte en el ciclo cresolasa sélo participan las formas “desoxi” y
“oxi”, debido a esto, para introducir toda la enzima a este ciclo cresolasa son
necesarias cantidades cataliticas de difenol que lleva la forma “met”, la cual se
encuentra entre un 98 y 70 % segun la fuente, hasta “desoxi” (Lerch y Ettlinger,
1972).
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Figura 15. Mecanismo propuesto para la oxidacidon enzimatica de o-difenoles (A) y
monofenoles (B), mediante la participacion de la enzima PPO. Adaptado de Lee y
Whitaker, 1995.

93 Actividad
cresolasa
HO R 0, R
HO o Nu
[+] "
2 Actividad
calecolasa
N
o HO u

Figura 16. Reacciones de evoluciéon de las o-quinonas producidas por la tirosina o

polifenol oxidasa. R=cadena lateral, Nu=grupo nucleofilico extra o intracelular: -OH, -SH 6
-NHs.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel
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Varios métodos para reducir los sintomas de CI en el fruto de aguacate han
sido examinados incluyendo: atmosfera controlada (AC), atmdsfera modificada
(AM), anaerobiosis y tratamientos térmicos. Hatton y Reeder (1972) demostro que
la eliminacion del porciento de etileno del fruto de aguacate cv. Lula almacenado
en AC a 10 °C aumentd considerablemente después de su almacenamiento. El
almacenamiento en AC (2 % O3; 10 % CO3) a 5.5 °C por 28 dias reduce la
decoloracion del mesocarpio de frutos de aguacate cv. Fuerte (Bower et al., 1989).
La aplicacién de anaerobiosis por 24 horas antes de su almacenamiento a 2 °C,
reduce la produccién de etileno y los sintomas Cl en frutos de aguacate cv. Fuerte
(Pesis et al., 1994). El acetaldehido (figura 17) es el primer metabolito en la
respiracion anaerdbica, inhibe la formacion de etileno, la actividad de ACC oxidasa

y el pardeamiento de la pulpa en aguacate (Pesis et al., 1998).

CH,

I CH, CH,
C==0 CO, | NADH NAD’ >
C==0 | |

| H H
OH

acido pirtvico acetaldehido etanol
de la glucolisis

Figura 17. Reaccion de la respiracion anaeroébica.

El tratamiento térmico antes de su almacenamiento en frio reduce los
sintomas externos causados por Cl y el tiempo de maduracion prolongado asi
como su asociacion con una menor produccion de etileno (Woolf et al., 1995). Los
tratamientos de calor son también los mas eficaces para reducir los sintomas del
Cl en frutos de aguacate de las variedades Fuerte y ‘Hass’, cuando se aplica en el
dia de la recoleccion (Kremer-Kohne, 1999). El almacenamiento en MA con alto
COg y la reduccion de los niveles de etileno dan como resultado una reduccion de
los sintomas del CI en el fruto de aguacate (Scott y Chaplin, 1978; Meir et al.,

1997). La relacion entre el etileno y Cl en el aguacate todavia no esta claro. El
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tratamiento con etileno mejora la maduracién durante la vida util sin perjuicio
(Zauberman et al., 1988) y recientemente se ha demostrado que la aplicacion de
1-MCP en frutos de aguacate inhibe la maduracién a 22 °C, esto fue expresado
como retraso de ablandamiento de frutas y producciéon de etileno (Feng et al.,
2000). Pesis et al., 2002, estudiaron los efectos del etileno en el desarrollo interno
de los sintomas de Cl durante el almacenamiento en frio prolongado, asi como la
eficacia de la aplicacién de 1-MCP o la eliminacién de etileno por absorbentes, en

la reduccioén de los sintomas de Cl en estas mismas condiciones mencionadas.

viii. COMPUESTOS INHIBIDORES DE LA ACCION DEL ETILENO.

Debido a que el etileno participa de manera importante en la regulacién de
la maduracion, la inhibicién de su biosintesis o de su accién incide en un retraso
del proceso de maduracion en un incremento de la vida de anaquel del fruto
(Ochoa, 2008). Se han realizado numerosos estudios utilizando inhibidores de la
dos enzimas clave implicados en la biosintesis de la hormona (ACC sintetasa y
ACC oxidasa) o de su accion hormonal, se representa en la figura 18 la ACC

sintetasa.

Figura 18. Diagrama de cintas de ACC sintetasa monomericas.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 20
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En la figura 19 y 20a se observa el receptor de etileno ETR1 el cual es una
proteina transmembranal que requiere la union de cobre para su funcionamiento
(Rodriguez et al. 1999). Una serie de moléculas organicas que parecen bloquear a
éste receptor se han descubierto recientemente, compuestos que consiguen
inhibir la produccion de etileno y retrasar la senescencia de los frutos (Halevy,
1987; Wang y Woodson, 1989; Serrano et al., 1990; Van Alvorst y Bovy, 1995). La
unién del etileno al receptor da como resultado la inactivacion de un regulador
negativo CTR 1 (que se hallaba inhibiendo a la proteina transmembrana EIN 2)
por lo que la proteina EIN 2 cobra actividad, funcionando como un canal de iones
(probablemente iones Ca*?), lo que se traduce en una posterior activacion del
factor de transcripcion EIN 3, que actua a nivel gendmico induciendo la expresion

genética de proteinas efectoras y se representa en la figura 20b.

Figura 19. Modelo helicoidal del dominio del etileno en relacion a la proteina ERT1. La
figura representa los primeros 128 aminoacidos de la proteina ERT1. ElI dominio
hidrofébico es modelado como una hélice de acuerdo con algoritmos de computadora que

predicen la topologia de la membrana. (Rodriguez et. al., 1999).

Q.F.B. Daniel Soto Rangel The
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La aplicaciéon de los compuestos quimicos que bloquean la accion del
etileno ha permitido estudiar en diversos cultivares de aguacate, la relacién entre
el etileno, la maduracion de fruto y la senescencia (Sisler y Sereck, 1997; Jiang y
Jiarui, 2000).

de fosfatos

Etileno unido '.";':_-.
alreceptor
= Fosforilacién de a proteina cITosoL
“T“fi*—' dimérica ETR 1
..3‘.3‘ . Inactivacion del
& regulador negativo
’H’ CTR | (receptor inactivado)
EIN2 Agtivackin de
= */’-r.-mahﬁnm

> Catt] —> ————————> | BN —
Activacion del factor 4
de transcripcién
(EIM 3)

Figura 20. Mecanismo de accién del etileno y su receptor. a) Estructura del receptor de
etileno ETR1 y su reaccion ante el etileno y b) cascada de sefializaciones de la union del

etileno a su receptor.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 22 7
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Uno de los primeros compuestos sintéticos utilizados como competidores
del etileno por los sitios receptores, fue el 2,5-norbornadieno (NBD) (Sisler et al.,
1986). Sin embargo, su desagradable olor y su toxicidad asi como la necesidad de
un flujo continuo del mismo, limitaron la posibilidad de su uso (Sisler y Sereck,
1999). Sisler y Blankenship (1993) reportaron el antagonismo entre el
diazociclopentadieno (DACP) y el etileno. La deficiencia del DACP se debia a la
fuerte union de la molécula a los sitios de recepcion del etileno, sin embargo, su
uso comercial se vio limitado por su explosividad en altas concentraciones
(Blankenship y Dole, 2003). Esta situacion nos ha llevado a estudiar las
posibilidades de retrasar la senescencia con un potencial de aplicacién practico,
ensayando compuestos que puedan ser utilizados realmente en este sector de la

agricultura.
ix. 1-METILCICLOPROPENO.

El 1-MCP (1-metilciclopropeno) es un ciclopropeno sintético de alta tension
como lo muestra la figura 21, que se une de forma aparentemente irreversible a
los receptores de etileno. Después de un cierto periodo, el tejido se reanuda la
sensibilidad al etileno (Sisler y Serek, 1997), esta registrado como SmartFresh™
en varios paises (por ejemplo, los EE.UU.) para su uso en cultivos comestibles
(Blankenship y Dole, 2003).

H CH,

Figura 21. Estructura quimica del 1-MCP.

Se ha demostrado que el 1-MCP compite con etileno por el sitio de union en
el receptor de etileno en el tejido de la planta y participa en el control de las

respuestas de etileno (Sisler y Wood, 1988; Sisler y Serek, 1997). La maduracion

QF®. DanielSoto Rangel 23
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y senescencia de algunos frutos cortados de la planta se han retrasado por la
accion 1-MCP (Serek et al., 1995; Golding et al., 1998; Jiang et al., 1999; Kim et
al., 2001; Pelayo et al., 2003; Aguayo et al., 2006; Vilas-Boas y Kader, 2006; Mao
et al., 2007) y efectos similares se han demostrado en el fruto de aguacate como
se aprecia en la figura 22. La exposicion de los frutos de aguacate de las
variedades ‘Hass’, Ettinger y Fuerte al etileno antes o durante el almacenamiento
en frio aumenta la difusién de la decoloracion de la piel (también llamada
decoloracion mesocarpio) del fruto maduro (Pesis et al., 2002). El tratamiento con
1-MCP antes de su almacenamiento en frio reduce la decoloracion difusa en la
variedad ‘Hass’, a través de la reduccién los efectos negativos de etileno durante

el almacenamiento en frio (Pesis et al., 2002; Woolf et al., 2004).

Frutos control

Frutos tratados con 200 nL-L™

Figura 22. Efecto del 1-MCP en aguacate cv. ‘Hass'. a) Inicio del almacenamiento, b) 12
dias a temperatura ambiente (22 £ 2 °C; 75 £ 10 % HR) y c) 6 dias en refrigeracion (6 +
0.5°C; 90 £5 % HR) + 9 dias en ambiente. Osuna et al., 2005.
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El 1-MCP es un compuesto que se esta utilizando como nuevo tratamiento
quimico de poscosecha el cual esta atrayendo la atencién de cientificos y de
industrias de todo el mundo. La investigacion de este compuesto ha demostrado
que es un poderoso inhibidor de la accion del etileno y su capacidad de mantener
la calidad en post-recoleccion en muchos productos vegetales (Guillen et al.,
2006). El potencial de este compuesto como herramienta tecnoldgica para la
regulacion de la maduracion del aguacate cv. ‘Hass’ cultivado en el estado de
Michoacan, refiere de la definicién precisa del efecto que ésta molécula ejerce en
la fisiologia del fruto, para establecer un sistema de tratamiento que permita el
almacenamiento temporal y la conservacion de la calidad del aguacate, para
obtener ventajas en la cadena de manejo postcosecha del fruto de aguacate y con
ello abastecer con frutos de alta calidad, la creciente demanda de consumidores

en mercados mas competitivos (Ochoa, 2008).
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. JUSTIFICACION

El fruto de aguacate variedad ‘Hass’ es un fruto de gran demanda a nivel
mundial por su alto valor nutritivo. Las pérdidas generadas durante su transporte,
almacenamiento y distribucion limitan la exportacion del fruto. Por consiguiente la
maduracion del fruto es un problema tanto para los productores, vendedores y
consumidores. Durante las ultimas décadas se ha buscado la manera de retardar
el proceso de maduracion del aguacate por métodos fisicos y quimicos. En
refrigeraciéon el aguacate puede ser almacenado durante tres o cuatro semanas y
manteniendo la calidad a un nivel aceptable (Osuna et al., 2005). Si el fruto se
refrigera por periodos mas largos existe el riesgo de dafios externos e internos,
como oscurecimiento del sistema vascular en la pulpa, manchado de la piel,
maduracion irregular y desarrollo de color transliucido y sabores anormales,
sintomas que se manifiestan hasta después de uno o dos dias que la fruta
permanece a temperatura ambiente (Yahia, 2001). Por su alta tasa respiratoria y
alta produccion de etileno el fruto de aguacate es muy perecedero y poco tolerante
al almacenamiento prolongado (Osuna, 2005). Una técnica reciente para alargar la
vida postcosecha y mantener la calidad de los frutos de aguacate es mediante la
aplicacion de productos que inhiben la accion del etileno. El 1-metilciclopropeno se
une a los receptores de etileno en la célula e impide las reacciones propias de la
maduracién que conducen al ablandamiento de tejidos, desintegracion de la pared
celular y degradacion de pigmentos (Sisler y Serek, 1997) retrasando asi la
maduracién y prolongando su vida postcosecha. En nuestro equipo de
investigacion, Ochoa, 2008 realizé un trabajo sobre las respuestas bioquimicas y
fisiolégicas del aguacate ‘Hass’ al 1-MCP. Por el motivo anterior en el presente
trabajo se decidioé continuar el estudio bioquimico de proteinas y compuestos que

participan en el proceso de maduracion del aguacate cv. ‘Hass'.
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V. HIPOTESIS

La actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH),
poligalacturonasa (PG) y la concentracién de dienos y trienos se ven afectadas en

frutos de aguacate (Persea americana Mill.) variedad ‘Hass’ tratados con
1-metilciclopropeno (1-MCP).

V. QOBJETIVOS

i OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar la actividad de la G6PDH, PG, y la acumulacién de dienos y

trienos en frutos de aguacate variedad ‘Hass’ tratados con 1-MCP.

iih. OBJETIVOS ESPECIiFICOS

1. Evaluar la actividad enzimatica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
de la poligalacturonasa en presencia del 1-MCP.

2. Determinar el efecto del 1-MCP sobre la concentracion de dienos y trienos.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 27
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V.. MATERIAL Y METODOS

i. [Estrategia experimental.

En el siguiente diagrama se describen de forma esquematica los

procedimientos a seguir en este trabajo de tesis.

Figura 23. Estrategia experimental.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 28 '
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ii. Material biolégico.

Se utilizaron frutos de aguacate ‘Hass’ calidad de exportacion,
procedentes de huertos comerciales del estado de Michoacan, cosechados
en tres fechas de la temporada 2005/2006; octubre 2005 (temprana), marzo
2006 (intermedia) y julio 2006 (tardia). En el empaque los frutos fueron pre
enfriados a temperatura ambiente (16 a 18 ©°C) durante 8 h, y
posteriormente seleccionados por calibre (20°s), uniformidad de color de

epidermis y ausencia de dafnos fisicos y se empacaron en cajas de carton.

Para obtener un indicador de madurez de los frutos utilizados, se
determind el contenido de materia seca en una muestra de 5 frutos de cada
lote. Se removid un corte longitudinal del fruto; se retird la epidermis y se
obtuvieron 10 g de pulpa en rebanadas longitudinales de aproximadamente
1 mm de espesor. La pulpa fue secada en horno de micro hondas a
potencia media hasta obtener un peso constante. El contenido de materia
seca se calculd dividiendo el peso de la pulpa seca entre el peso de la

pulpa fresca y multiplicando por 100 (Lee at el., 1983).

. . Peso de la pulpa seca
Contenido de materia seca = x 100
Peso de la pulpa fresca

iii. Tratamientos 1-MCP y diseiio experimental.

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio totalmente al azar con
arreglo factorial (3%), utilizando 0, 200 y 300 nL-L"' de 1-MCP en
combinacién con las tres fechas de cosecha. Cada tratamiento incluy6 3
repeticiones y la unidad experimental estuvo formada por 20 frutos. El

numero de frutos que se utiliz6 fue de 540. Los tratamientos fueron
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aplicados el mismo dia en que se empacaron los frutos, con una

temperatura de la pulpa de 5 °C.

Otro lote de 40 frutos cosechado en el mes de marzo, fue
aleatoriamente dividido en dos grupos de 20 frutos. El primer grupo fue
expuesto a tratamiento de 300 nL-L™" de 1-MCP y el segundo grupo se
mantuvo como control. Los frutos tratados y frutos control recibieron el
mismo manejo de tratamientos. Este lote fue identificado como M04 y se
utiliz6 para medir el efecto del 1-MCP de la actividad de la

poligalacturonasa.
iv. Aplicacion del 1-MCP.

La aplicacion del 1-MCP se realizé en contenedores plasticos de
117.3 L (Rubbermaid®), utilizando como fuente de 1-MCP una formulacién
en tabletas (SmartTabs™, AgroFresh Inc., Filadelfia, PA) con un contenido
de 27 ug de i.a. equivalentes a 0.854 nL-L™" de 1-metilciclopropeno por litro.
La concentracion de 1-MCP se obtuvo por la adicion de 2 tabletas (200
nL-.L™") y 3 tabletas (300 nL-L™) a 15 mL de una solucion de acido citrico al
5% en un vial de plastico de 50 mL. El vial estuvo adosado con un
ventilador operado por una bateria de 9V, cuya funcién fue dar movimiento
al aire dentro del contenedor. El contenedor fue sellado con agua para
proporcionar hermeticidad y evitar pérdida de 1-MCP. La aplicacion se llevo
a cabo a 5 °C durante 12 h. Los frutos control (0 1-MCP) fueron

manipulados de la misma forma que los tratados.
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Vi.

Almacenamiento y maduracion.

Al término de las 12 h de tratamiento, los frutos fueron colocados en
camara de frio a 5 £ 1 °C y un porcentaje de humedad relativa de 85 + 5,
durante 22 dias con el propésito de simular las condiciones de transito
hacia Europa o Japdén. No se realizé ningun tipo de evaluacion en esta

etapa.

Mediciones después del almacenamiento.

Al término del periodo de almacenamiento en frio, los frutos fueron
retirados de la camara y trasladados a laboratorio donde se mantuvieron a
temperatura ambiente (22 °C * 1 °C) para su maduracion y evaluacion. Se
determiné la cantidad de proteina, la actividad de la G6PDH, la actividad de
la PG y acumulacion de dienos y trienos para observar el comportamiento

de éstos ante el 1-MCP.

Determinacion de la actividad de la PG.

La PG fue extraida de frutos de aguacate (Persea amercicana Mill cv.
‘Hass’) y ensayada en una muestra de 5 frutos tratados control procedentes
del lote M04 a partir del término del periodo en frio y hasta la completa

maduracion de los frutos.
Obtencién de la pulpa.
Se tomaron muestras del mesocarpio en la regién ecuatorial del fruto a

intervalos de 24 horas. El tejido fue extraido con un sacabocados de 5 mm

de diametro, desde la parte exterior del mesocarpio y hasta el centro del
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fruto. Las muestras se colocaron en tubos de ensaye y se almacenaron a

-4 °C para su posterior evaluacion.

ii. Preparacion del extracto de proteina libre de células.

Tejido del mesocarpio parcialmente congelado (10 g) fue
homogeneizado con 12 ml EtOH al 95% frio y centrifugado a 7840 rpm por
100 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y el sedimento
re suspendido en 15 mL de EtOH al 80% frio por 10 minutos y centrifugado
nuevamente por 10 minutos a 7840 rpm a 4 °C. El sedimento fue incubado
en 9 mL de acetato de sodio 10 mM conteniendo 1.8 M NaCl, pH 6.0.
Durante 30 minutos en bafo de agua helada y posteriormente fue
centrifugado (7840 rpm, 10 min, 4 °C). El sobrenadante fue utilizado para

medir la actividad enzimatica de la PG.

iii. Actividad de la PG.

La actividad de la PG fue medida reductométricamente por incubacidn
de alicuotas de 40 yL del extracto de proteina libre con 800 uL de sustrato
(acido poligalacturénido 30 mM) a 30 y 40 °C; pasados 30 minutos se le
afiadieron 1200 uL de DNS en buffer de acetato de potasio pH 5.5 con 100
nM de KCI. Después de 15 minutos a 100 °C se midi6é la concentracién de
azucares reductores a una longitud de onda de 620 nm. La actividad de la

enzima se expreso en umol-min-ug de proteina.

b. Determinacion de la actividad de la G6PDH.

La G6PDH fue extraida de frutos de aguacate (Persea amercicana Mill

cv. ‘Hass’) y ensayada en una muestra de 9 frutos procedentes de los tres
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diferentes tratamientos que se aplicaron en combinacion con las tres fechas
de cosecha a partir del término del periodo de almacenamiento en frio y

hasta la completa maduracion de los frutos.

i. Obtencién de la pulpa.

El fruto de aguacate se dividid en tres partes anatdmicas, segun la

siguiente figura:

Figura 24. Division anatomica del fruto.

Se tomaron muestras del mesocarpio (figura 23) de las tres regiones
anatomicas del fruto a intervalos de 24 h. Las muestras se colocaron en
tubos de ensaye y se almacenaron a -4 °C para su posterior evaluacion. Se
obtuvo un total de 54 muestras de aguacate control (0 nL-L" 1-MCP), 54
muestras de un tratado de 200 nL-L" de 1-MCP y 54 muestras de un

tratado de 300 nL-L"de 1-MCP.

Epicarpio

Mesocarpio

Endocarpio

Figura 25. Divisién anatémica de las partes internas del fruto.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel
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ii. Liofilizacion de las muestras.

Las muestras previamente congeladas a -80 °C se colocaron en
cristaleria adecuada y se pusieron en un liofilizador (Freeze Dry
System/Lyph Lock 4.5). El liofilizador trabajé de la siguiente manera: el
equipo colector congela la muestra a -45 °C y genera un vacio de
164 x 10° M BAR de presion, la muestra se deja el tiempo necesario hasta
eliminar completamente el agua. Se almacenaron las muestras a -80 °C

hasta su posterior evaluacion.
iii. Preparacion del extracto de la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Se pes6 0.1 g de cada una de las muestras previamente
descongeladas, se adiciond hielo en una charola. Posteriormente se colocd
la muestra en un mortero y se adicioné suficiente nitrégeno liquido hasta
observar un polvo fino. Antes de iniciar la maceracion, se le agregaron 6 mL
de disoluciéon amortiguadora de Glicina 55 mM a pH 7.0, con ayuda de una
pipeta Pasteur la mezcla se coloco en tubos Eppendorf y se centrifugaron
por 10 minutos a 3000 rpm. Posteriormente se separo el sobrenadante que
corresponde al extracto crudo de la enzima y se colocd en tubos. Se
someti6 a una segunda centrifugacion por 10 minutos a 3000 rpm
desechandose el sedimento (restos de tejido celular). Se centrifugé por
tercera ocasion por 10 minutos a 3000 rpm. Enseguida se separé la parte
liquida del extracto (sobrenadante) y se desech¢ el sedimento. Se transfirié
el extracto a viales estériles de 1.5 mL previamente rotulados y se
colocaron en congelador a -4 °C. El proceso se realizé para las muestras
control y muestras de los tratados con 200 y 300 nL-L™" de 1-MCP. Del
sobrenadante se tomd una alicuota de 50 pl para la determinacion de

proteina por el método de Lowry et al., 1951.

Q.E®. Daniel Soto Rangel 3
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Figura 26. Preparacién del extracto de G6PDH: a) Pesada, b) Adicién de N
liquido y c) Levigado.

iv. Preparacién de la curva de calibracion por el Método de Lowry.

Los iones cupricos en un medio alcalino reaccionan con los enlaces
peptidicos y forman un complejo de color azul-purpura que se intensifica por la
adicion del reactivo de Folin Ciocalteu 1 M. La intensidad del color purpura es
directamente proporcional a la concentracion de proteina. La curva de
calibracion se realizd utilizando como estandar una solucion de albumina
sérica bovina (BSA) a una concentracion de 1 mg/mL, obteniendo la ecuacion

y=0.0046x con un coeficiente de correlacion de 0.9803.

Se numeraron 13 tubos Eppendorf por triplicado; se prepard una curva
estandar de proteina soluble como se indica en el cuadro 1. Posteriormente se
mezclaron las soluciones de cada tubo y se incubd a temperatura ambiente
por 10 minutos. Después se adicion6 gota a gota y en agitacion a cada tubo
50 ul de reactivo de Folin Ciocalteu 1 M; se mezcldé e incub6é durante 25
minutos a temperatura ambiente. Se determindé la absorbencia en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 640 nm. Se realiz6 un grafico de

absorbencia contra concentracion de proteina (ug/mL).

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 35
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Cuadro 1. Valores de concentracidon de albumina sérica bovina para realizar la

curva de calibracion.

Tubo BSA Disolucion D

(bL) (uL)
1 0 1000
2 1 999
3 5 995
4 10 990
5 20 980
6 30 970
7 40 960
8 50 950
9 60 940
10 70 930
11 80 920
12 90 910
13 100 900

La curva de calibracion se utilizé para calcular la concentracién de

proteina en las muestras problema (figura 26).

Se repitié todo el procedimiento anterior, pero ahora se utilizo la
muestra del extracto en sustitucion del BSA, tomandose una alicuota de 50
ML del sobrenadante de la preparacion de la G6PDH se determind la

concentracion de proteina utilizando la curva estandar.
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R?=0.9803

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
BSA (pg/mL)

Figura 27. Curva de calibracion de albumina sérica.

v. Actividad de la G6PDH.

Se prepard una mezcla en una celda de reaccion la cual contiene los

reactantes en las siguientes cantidades: 50 ul de Glucosa-6-fosfato (1.52
mM) como sustrato, 50 pl de coenzima NADP® (0.42 mM) y 50 ul de

extracto en una solucion amortiguadora Tris-HCI (65 mM) a pH 7. Esta

mezcla se incubd por un periodo de dos minutos a 25 °C, en la que el

sustrato es adicionado al tiempo cero.

Los cambios en la absorbencia a 340 nm por minuto son determinados

de la porcién lineal de la curva, corregida por los cambios en absorbencia

ocurridos en la cubeta control, la cual contiene todos los reactivos menos el

sustrato. Para conocer la actividad enzimatica se determina la actividad

especifica de los extractos de la G6FDH de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

Q.F.B. Daniel Soto Rangel

37



Facultad de QFB-11QB-UMSNH

il

Unidades . AA 0.161
mg de proteina B ( )(2 * mg de enzi

Se midié la formacién de NADPH + H" de acuerdo a la primera
reaccion de la via de las pentosas fosfato (Figura 29). Se consider6 que la
reaccion es equimolar entendiéndose que por cada molécula de G6P se
producen 2 NADPH + H®. Por lo que se estimd dividir las unidades

producidas entre 2.

ﬁ,O
?x
H,C—0—I(P H,C—O0—P Q H.C—OH
i H—C—0OH ELI: =
o NADE' Nle'pHiH' o HO ’H' | NADE MADPHH c—=0
| M g | L% o HO—C—H N ) I
e = . S s s H_é_OH == . H—C—OH +C0,
HO OH OH Glucosa-G-fosfato H(I) OH Fosfaglucolatenasa ] G-fosfogluconata |
p i — C—OH
deshidrogenasa H—C-—aH deshidregenasa H—C—
OH oH |

H— G H.C—0—I(P

Glucosa-6-fosfato 6-fosfogluconolatona 6-fosfoglucoato Ribulosa-5-fosfato

Figura 28. Segmento oxidativo de la via de las pentosas fosfato.
c. Extraccion y cuantificacion de dienos y trienos.

Los dienos y trienos fueron extraidos de mesocarpio de frutos control
y tratados con 300 nL-L™" de 1-MCP procedentes del lote M04 a partir del

término de la cadena en frio y hasta la maduraciéon completa.

Se tomaron 0.1 g de fruto previamente liofilizada; la muestra de
tejido fue homogenizada en 3 mL de etanol en un mezclador Porter,
obteniéndose 2 mL de extracto. Este extracto homogeneizado se le
agrego 4 mL de una solucién 2:1 cloroformo:metanol, se centrifugd a 3000
rpm durante 10 minutos. El precipitado fue fraccionado con una mezcla de
0.1% de NaCl (282 pL), metanol (288 pL), cloroformo (180 pL). Después de

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 38
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tres extracciones, la fase organica fue cuantificada mediante
espectrofotometria a 232 nm. Las concentraciones fueron expresadas como

unidades relativas por gramo de tejido.

vii. Analisis estadistico.

Los procedimientos estadisticos se realizaron utlizando el programa
Statistica 7.0 en el que se hicieron tres experimentos independientes con una
prueba de Tukey y un a=0.05; promedios con las misma letra no representan

diferencia significativa entre cada tratamiento.
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Vii. RESULTADOS

i. Cuantificacion de la proteina.

La cantidad de proteina por mL de solucién en frutos control no
presento diferencia durante el curso temporal después del almacenamiento
en frio (figura 29a), de igual forma no existe diferencia entre las partes
anatémicas del fruto control (figura 30a). En frutos tratados con 200 y 300
nL-L™" de 1-MCP el comportamiento proteico tiene una tendencia similar al
de los frutos control tanto en el curso temporal como en la parte anatomica
como logra apreciarse en las graficas a y b de las figuras 29 y 30

respectivamente.

En el curso temporal de frutos control se observé un comportamiento
regular de la cantidad de proteina hasta las 72 horas en anaquel,
incrementandose muy ligeramente a las 96 horas y manteniendo esta
produccion ligeramente alta de proteina. Mientras que frutos tratados con
200 nL-L™" de 1-MCP mostraron incremento en la cantidad de proteina a las
48 h después del almacenamiento en frio con relacion al control,
comportamiento que se aprecia en la figura 29b. De manera muy similar a
los frutos control se observd el comportamiento proteico del tratado de 300
nL-.L™" de 1-MCP como se muestra en la grafica de la figura 29c. Por otro
lado el comportamiento de la proteina de acuerdo a la parte anatomica en
frutos control se observd un incremento en la parte apical, manteniéndose
estable en la parte media y basal (figura 30a). En los frutos tratados con
200 y 300 nL-L™ de 1-MCP se observé un incremento de la parte apical a la
basal, pero sin mostrarse diferencia como se observa en las graficas de la

figura29b y c.
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Figura 29. Curso temporal del contenido proteico en frutos de aguacate (P.
americana Mill.) cv. ‘Hass’ después del almacenamiento en frio. a) Fruto control.
b) Frutos tratado con 200 nL-L™" de 1-MCP. c) Frutos tratados con 300 nL-L™ de
1-MCP. n=3, Tukey=0.05.
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Figura 30. Contenido proteico de frutos de aguacate (P. americana Mill.) cv. ‘Hass’
por parte anatémica después del almacenamiento en frio. a) Frutos control. b)
Frutos tratado con 200 nL-L" de 1-MCP. c) Frutos tratados con 300 nL-L™" de 1-
MCP. n=3, Tukey=0.05.
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ii. Actividad de la G6PDH.

En las figura 31a y b se observd el comportamiento de la actividad
de la G6PDH de frutos control y frutos tratados con 200 nL-L™ de 1-MCP
fueron comparadas y se observaron diferencias durante el curso temporal
al término del almacenamiento en cadena de frio a 5 °C durante 22 dias.
Mientras que en frutos tratados con 300 nL-L™" de 1-MCP no se observé

diferencias como lo muestra la grafica de la figura 31c.

En cuanto a cada una de las partes anatomicas del fruto, en la parte
media y basal del control se observd un incremento de la actividad
enzimatica la cual se mantiene estable en la parte media y basal (figura
32a). Mientras que en frutos tratados con 200 y 300 nL-L™ de 1-MCP no se
observo diferencia estadistica significativa en la parte anatdmica como se

aprecia en las graficas de las figura 32b y c respectivamente.

Al término del almacenamiento en frio los frutos control del curso
temporal se observé el incremento de la actividad de la enzima desde las
24 horas (etapa climatérica) manteniéndose hasta las 72 horas. En la etapa
post climatérica se observé una disminucion de la actividad de la G6PDH a
partir de las 92 horas como se observa en la grafica de la figura 31a.
Mientras que en la grafica de la figura 31b se apreci6 los resultados de los
frutos tratados con 200 nL-L™" de 1-MCP mostrando un retraso en el inicio
de la actividad de la enzima de 72 horas. Los frutos tratados con 300 nL-L™
de 1-MCP aunque se observé un incremento de la actividad de la G6PDH
a las 48 horas y una disminucion después de las 96 horas no representan
diferencia estadistica significativa, de acuerdo con la comparacion de la
prueba de t al 0.05 (figura 31c).
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Figura 31. Comportamiento de la G6FDH por curso temporal de frutos de aguacate
(P. americana Mill.) cv. ‘Hass’ después del almacenamiento en frio. a) Actividad
especifica de la GBPDH en fruto control. b) GBPDH de fruto tratado con 200 nL-L™" de
1-MCP. c) G6PDH de fruto tratado con 300 nL-L™" de 1-MCP. n=3, Tukey=0.05.
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Figura 32. Comportamiento de la G6FDH de frutos de aguacate (P. americana Mill.)
cv. ‘Hass’ por parte anatémica después del almacenamiento en frio. a) Actividad
especifica de la GBPDH en fruto control. b) GBPDH de fruto tratado con 200 nL-L™" de
1-MCP. c) G6PDH de fruto tratado con 300 nL-L™" de 1-MCP. n=3, Tukey=0.05.
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Se realiz6 una comparacién de frutos control contra tratados con
1-MCP a las 72 horas de vida de anaquel. El tiempo antes mencionado fue
el punto en el cual se observéd un incremento de la activad de la enzima en
frutos tratados teniendo como referencia los controles. De acuerdo a la
grafica de la figura 33a se observd que existe diferencia estadistica
significativa de los tratados de 1-MCP aplicados en comparacion con el
control. Como se muestra en la figura 33b las partes anatomicas existe
diferencia. Se aprecidé que en los frutos control se mostré una diferencia
entres las partes anatdmicas del fruto de aguacate mientras que en frutos

tratados no existe diferencia estadistica importante.
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Figura 33. Efecto del 1-MCP sobre la G6PDH en frutos de aguacate (P. americana
Mill.) cv. ‘Hass’ a las 72 horas en anaquel a 22 °C. a) Efecto por concentracion de
1-MCP, b) Efecto por parte del fruto. n=3, Tukey=0.05.
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iii. Actividad de la PG.

La actividad de la PG de frutos tratados con 300 nL-L™ de 1-MCP y
frutos control observo diferencias al término del almacenamiento en cadena
de frio. En el caso de los frutos control se observé actividad de la enzima
desde las 24 horas, incrementandose notoriamente a las 48 horas (etapa
climatérica) y manteniendo siempre una actividad enzimatica elevada. En la
etapa post climatérica se observd disminucién de la actividad de la PG.
Mientras que los frutos tratados con 1-MCP muestran un retraso en el inicio
de la actividad de la PG de 72 horas con relacion al control. La actividad
enzimatica fue notoria a partir de las 96 horas alcanzando sus niveles mas
altos después de las 120 horas después del almacenamiento en frio como
se aprecia en la figura 34. Lo anterior también puede observarse por el
cambio de color de la reaccion de azucares reductores como se observa en

las figuras 35y 36.
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Figura 34. Efecto del 1-MCP en la actividad de la PG de frutos de aguacate (P.
americana Mill.) cv. ‘Hass’ en anaquel a 22 °C. Los frutos fueron expuestos a 300
(barras azules) y 0 (barras rojas) nL'L-1 de 1-MCP por 12 h a 5 °C. n=3,
Tukey=0.05.
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Figura 35. Curso temporal de poligalacturonasa de aguacate (P. americana Mill.)
cv. ‘Hass’ en anaquel a 22 °C tratados con 1-MCP, utilizando como sustrato acido
poligalacturénido. Los tratamientos corresponden de izquierda a derecha a los dias
de muestrode 0,1, 2, 3,4,5,6,y7 y 1) Controles; 2) tratados.

Figura 36. Cuantificacion de azucares reductores de aguacate (P. americana Mill.)
cv. ‘Hass’ con acido poligalacturénido. ElI orden corresponde de izquierda a

derecha los tiempos 0, 2,4, 6, y 8 dias de muestreo.

Q.F.B. Daniel Soto Rangel 48 -
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iv. Efecto del 1-MCP sobre la concentracion de dienos y trienos.

Los frutos de aguacate sometidos a exposicion de 300 nL-.L™” de
1-MCP presentaron una disminucién en los niveles de dienos y trienos
durante el proceso de maduracion en anaquel en comparacién con los
frutos control con un comportamiento similar entre los dos diferentes
compuestos incrementandose después de las 96 horas, manteniéndose
una tasa de produccion alta al final de la maduracion. Los frutos control
presentaron acumulacién de dienos y trienos a partir de las 24 horas
después del almacenamiento en cadena de frio disminuyendo a partir de

las 72 horas (figura 37).
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Figura 37. Efecto del 1-MCP en la acumulacion de dienos (a) y trienos (b) de frutos de
aguacate (P. americana Mill.) cv. ‘Hass’ en anaquel a 22 °C. Los frutos fueron
expuestos a 300 (barras azules) y 0 (barras rojas) nL-L-1 de 1-MCP por 12 h a 5 °C.

Los datos son promedio de tres experimentos por separado. n=3, Tukey=0.05.
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Vil. DISCUSION

Los resultados del presente estudio nos muestran que el 1-MCP es eficaz
en retardar el proceso de maduracion del aguacate cv. ‘Hass’ y reducir asi de esta
manera su tasa de ablandamiento como ha sido reportado por Ochoa (2008),
Feng et al. (2000), Adkins et al. (2005), Hershkovitz et al. (2005) y Woolf et al.
(2005). El efecto inhibidor del 1-MCP se observé por 3 dias al término de los
cuales los frutos de aguacate retomaron su proceso natural de maduracion hasta

los 4 dias de almacenamiento en anaquel a 22 °C.

Los resultados observados en este trabajo indican que 5 °C es una
temperatura de aplicacion eficaz para aguacate, como lo han reportado Lemmer y
Kruger (2003) mientras que Mir et al. (2001) reportan que la eficacia del 1-MCP
cuando es aplicado a bajas temperaturas se ve disminuida en caso de manzano.
Hablando respecto al efecto de la concentracién del 1-MCP, 100 nL-L™ fue eficaz
en la disminucion de desdrdenes fisioldgicos sin sobre extender el periodo de
maduracién después del almacenamiento mientras que 250 nL-L”" mantiene sin
madurar un 30% de los frutos tratados (Woolf et al., 2005); sin embargo, las
concentraciones de 200 y 300 nL-L™" utilizadas en el presente estudio mostraron
que todos los frutos tratados alcanzaron la maduracién de consumo al cuarto dia

de vida de anaquel a 22 °C.

El proceso de maduracion va acompanado por incrementos en la actividad
de la G6PDH la cual aun no esta clara la relaciéon que existe dentro del proceso
bioquimico en el consumo de glucosa y el aceleramiento del proceso de
maduracion en los frutos, ya que no ha sido reportado por ningun investigador. Las
plantas utilizan rutas alternas para el metabolismo de la glucosa, la mas
importante es la correspondiente a la via de las pentosas fosfato (Harbone y Dey,

1997), esta via se asocia directamente con la defensa natural del fruto de
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aguacate cv. ‘Hass’ en relacion a la exposicion de condiciones bibticas (patogenos
del fruto). En el patron de acumulacion de G6PDH se aprecié que en las primeras
horas de anaquel, los frutos con 1-MCP no mostraron actividad enzimatica, lo que
lleva un retraso del inicio de la etapa climatérica y a un mayor periodo de vida de
anaquel. En este estudio se ha demostrado que a 200 y 300 nL-L" de 1-MCP se
logré inhibir de manera significativa la actividad de ésta enzima lo cual es de
mucha importancia debido a que Tovar (2003) reporta que la G6PDH es una
enzima que se encuentra relacionada con el proceso de crecimiento de frijol

(Phaseolus vulagaris) varidad flor de mayo.

Un comportamiento similar al de la G6PDH mostré la PG, donde la
maduracion del fruto de aguacate estuvo acompanada por incrementos en la
actividad de la enzima como lo han reportado otros estudios (Awad y Young,
1979; Jeong et al., 2002). El patron de acumulacion de la PG fue similar al
reportado por otros autores (Ochoa, 2008; Awad y Young, 1979; Jeong et al.,
2002), donde se aprecia que en las primeras horas de anaquel los frutos con 1-
MCP no muestran actividad enzimatica, o que lleva un retraso del inicio de la
etapa climatérica y a un mayor periodo de vida de anaquel. La fuerte respuesta de
la PG al 1-MCP, ha sido reportada por Feng et al. (2000) quien sefiala que 30, 50
0 70 nL-L™" de 1-MCP suprimen la actividad de la PG entre 10 y 30% en aguacate
cv. ‘Hass’. Aun y cuando la actividad de la PG no fue detectada durante los

primeros dias por el efecto del 1-MCP, expresando recuperacion a los 4 dias.

La induccion del etileno sobre la acumulacion de compuestos antifungicos
preformados en aguacate ya ha sido demostrada (Prusky y Keen, 1993) y tiene
lugar durante el climaterio del fruto. Al afectar el 1-MCP las repuestas del etileno,
de acuerdo a los resultados observados, los frutos tratados con 1-MCP no
acumulan dienos ni trienos en el mismo nivel que los frutos control, lo que podria

estar influenciando la incidencia de stem-end rot observada. Resultados similares
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han sido reportados por Wang et al. (2006) quien sefala el efecto negativo del 1-
MCP sobre la acumulacién de dienos y trienos y como consecuencia una mayor

susceptibilidad de los frutos a Colletotrichum gloeosporioides.

Por los resultados obtenidos hemos establecido en el presente trabajo que
el 1-MCP es efectivo para retardar la maduracion de los frutos de aguacate cv.
‘Hass’ y en consecuencia aumentar la vida de anaquel del fruto cultivado en esta
parte del mundo, si consideramos que los frutos experimentales fueron tratados 24
horas después de haber sido cosechados y almacenados 22 dias en camara de
frio y que se mantuvieron en anaquel por 5 y 6 dias reteniendo su calidad de
consumo. Esto sin duda es una buena alternativa de manejo que debe ser
considera y evaluada bajo condiciones, para uso exclusivo en los envios de fruta

fresca a los mercados internacionales de acuerdo a Ochoa (2008).

Un aumento en el periodo de conservacion del fruto de aguacate bajo
condiciones ambientales aun cuando sean pocos dias, es de gran importancia, si
se considera la necesidad de ampliar los procesos de comercializacion y las
posibilidades del transporte del producto a mercados distantes. El hecho de que el
1-MCP sea un gas no téxico, inodoro y efectivo a bajas concentraciones, lo

convierte en una excelente herramienta postcosecha para estos frutos.
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X. CONCLUSION

El 1-metilciclopropeno retrasa el proceso de maduracién del aguacate
(Persea americana Mill.) variedad ‘Hass’ afectando la actividad enzimatica de

G6PDH y disminuyendo la acumulacion de dienos y trienos.
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