AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DOCTORADO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

Parametros indicadores de induccion y
proteccion al dafio por frio (DPF) en frutos de
limon ‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S.).

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

PRESENTA
M en C. Fernando Rivera Cabrera.

Comité Tutorial:

Co-tutora: Dra. Laura Josefina Pérez Flores.
Co-tutora: Dra. Clara Pelayo Zaldivar.
Asesor: Dr. Manuel A. Castillo Rivera.
Asesor: Dr. David M. Diaz Pontones.

México D.F. 13 de Junio 2005




L. INTRODUGCCION. ... e ettt ettt et 1

2. ANTECEDENTES ...t 4
2.1. Origen y clasificacion taxondmica del limoON.............coevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeee, 4
2.2. Caracteristicas generales del limON..............cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4

2.2.1 Morfologia del IMON..........uuiiii e nnennne 4
2.2.2 COMPOSICION I FIULO ...uueeiiiiiiiiiiiiii e nsnnnnnne 6
2.3. Importancia de la produccion del limon en MéXICO ...........cuvvveeviirrieeieiieeieeennnnnn. 7
2.4 Almacenamiento en refrigeracion ... 8
T D - 1o o TN o Lo g 1 Lo TSP PPPPPP 9
2.5.1. SINtOMAS eI DPF ... e 9
2.6. Metabolitos fermentatiVoS .........uueii e 10
2.7. COMPUESLOS VOIALIES.......uuueiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieie bbb eaeernaseaeeeasnenenne 11
2.8. Especies reactivas de oxigeno (EROS) en las plantas........ccccccccvvvveevivvvvennnn. 12
2.8.1. Reacciones bioldgicas de las especies reactivas de oxigeno (EROS).... 12
2.9. Dafo oxidativo a lipidos (lipoperoXidacion)...............eeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeseeeeees 13
2.10. Sistemas antioXIdANTES .........cuuuuuiiiiiee e 15
2.10.1 SUPErOXidO AISIMULASA. .. ..uuuuruuniiiiiiiieieeireeeriearrnanennersnnsnnnnnnne 17
2.10.2. PeroXidasa (PX) .....couiieiiiiiiaee ettt e e 18
2.11. Tratamientos de acondiCIONAMIENTO .........uuuuiiiiieeiieeeiiir e 19

3. JUSTIFICACION ....oovitiieie ettt sttt et be e ene s 21

4. OBJETIVOS . ...ttt ettt et et e e e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseaeeeeennnees 22
4.1, ODJEUIVO GENEIAL. ... ..o 22
4.2. ODJetivos PArtICUIAIES ..........ouuiiiiiii e 22

5. HIPOTESIS ..ottt ettt sttt st ss et e ne s ne s ene s 24

6. MATERIALES Y METODOS.......ociiitiitiecie ettt ee e ets e eaeare s 25
6.1. Material bioldgico y tratamientos ...........ccooeeeiiiiiiiii 25

6.1.1. VariabIes .. ..o 26

6.1.2. Disefio experimental y analisis de l0s resultados .............ccccvvvveeiiiinnnnnns 26



6.1.3. ANALISIS StAAISHICO ...neeeieiee e e 26

6.2. MEIOAOIOGIA .....ciiieieeeiiiiieeee e 27
6.2.1. Evaluacion del COIOr.........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaebeeaaeeeneeennnnnnnes 27
6.2.2. Evaluacion de pérdida fisiol0gica de PesS0...........uuvvvvvereriivrreerieieiienernenne 27
6.2.3. Evaluacion de los sintomas de dafio por frio.........ccccccevvvivineiiiiiniiniiinnnnn. 27
6.2.4. Metabolitos fermentativos ... 28
6.2.5. Determinacion de compuestoS arOmMAtiCOS ............uevuvvrrrrinrmennmmmennrnnnnnnnns 28
6.2.6. Ensayo de lipoperoXidacCion ................uueuuueruuureurneneeenrerennneeersneeneenseenneeen. 29

6.3. Extraccion de 1as €NziMas .........coooviiiiiiiii 29
6.3.1. Superdxido dismutasa (SOD)........uuuuuuuuumiiiiiiiriiiireiiiereeenernee—.. 29
6.3.2. PeroXidasa (PX) ... 30

6.4. Determinacion espectrofotométrica de la actividad enzimatica....................... 30
6.4.1. Superdxido dismutasa (SOD)........uuuuuuuuumiiiiiieiiiiieeiienraeerernere—.. 30
6.4.2. PeroXidasa (PX) ...t 31

7 RESULT ADOS . ... s s 32

% T o ][ U 32

7.2. Pérdida fisiolOdgiCa de PESO. ...ccceeeeieeee e, 36

7.3. Metabolitos fermentativos (acetaldehido y etanol) ...........ccccceeeiiiiin. 38

7.4. COMPUESIOS ArOMALICOS .....eeeveieiiiiiiiiiieeee ettt ee e e e e e e e e eeeeeeeeees 41

7.5. Efecto del tratamiento de acondicionamiento (13°C por 48h) en el dafio por
frio y los niveles de lipoperoxidacion en limdn ‘Mexicano’. ...........cccccvvmnennnrrnnnnnnnnns 42

7.6. Efecto del tratamiento de acondicionamiento (13°C por 48h) en la actividad
enzimatica de la superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa (PX) en limon
BV (o> T o S 45

7.7. Efecto del tratamiento de acondicionamiento (53°C por 3min) en la actividad
enziméatica de la peroxidasa (PX), superoxido dismutasa (SOD) y los niveles de

lipoperoxidacion en limon Persa (Citrus latifolia T). .....ooooeeeeeeiii 49
8. DISCUSION . ... et e e e e e e e e et e e et e e eaa e e ean s 54
9. CONCLUSIONES. ... .o 60

10. BIBLIOGRAFIA ...ttt 61



1. INTRODUCCION

El almacenamiento de productos hortofruticolas a bajas temperaturas es
ampliamente usado para extender su vida postcosecha. Sin embargo, cuando los
frutos subtropicales como el limoén ‘Mexicano (Citrus aurantifolia S.) se almacenan
por debajo de temperaturas criticas, se induce un desorden fisiolégico conocido
como dafio por frio (DPF) (Osorio-Mora y Zacarias, 2000, Balandran-Quintana y col.,
2003).

Aunque este desorden disminuye la aceptacion del consumidor y puede resultar en
pérdidas comerciales, no tiene ningun efecto sobre la calidad interna del fruto (Sala,
1998). Los sintomas tipicos de dafio del DPF en citricos son entre otros la aparicion
de manchas en el flavedo (cascara), el oscurecimiento del albedo (capa blanca por

debajo de la cascara) (Sala y Lafuente, 1999).

Las células vegetales producen especies reactivas de oxigeno (EROS) como parte
de su metabolismo, sin embargo también poseen mecanismos de defensa
enzimaticos y no enziméaticos contra las EROS, tales como la superoxido dismutasa,
la peroxidasa, y la catalasa, antioxidantes liposolubles (a-tocoferol y [-caroteno) y
antioxidantes hidrosolubles (acido ascérbico y glutation) (Noctor y Foyer, 1998; Mitler,
2002; Toivonen, 2004; Purvis, 2004; Sundar, y col., 2004; Zkiewicz, y col., 2004).
Estos mecanismos presentes en las plantas son usualmente suficientes para
protegerlas del dafio oxidativo durante el periodo de crecimiento y bajo condiciones
de estrés moderado (Kang y Salveit, 2001; Toivonen, 2004; Purvis, 2004).

Algunos autores han sugerido la participacion del estrés oxidativo en el desarrollo
del DPF (Wise y Naylor, 1987; Sala, 1998; Kang y Salveit, 2001; Rivero y col., 2002).
Se sugiere que un incremento en los sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos en plantas puede ser la razén para tolerar o reducir la severidad del
estrés oxidativo causado por diferentes tipos de estrés abidticos (Zhang y col.,2004;
Elkahoui, y col., 2005; Sinha, y col., 2005; Tester y Bacic, 2005). En citricos, Sala



(1998) reportdé que los cultivares tolerantes al dafio por frio tienen un sistema
antioxidante mas eficiente que los cultivares sensibles. De esta manera la supresion
de las EROS puede estar involucrada en la tolerancia al DPF (Foyer y col., 1997;

Lacan y Baccou, 1998).

Recientemente se ha demostrado la efectividad de diferentes tratamientos con calor
en la resistencia al DPF en citricos (Porat y col., 2000; Schirra y col., 2000; Holland y
col., 2002; Fallik, 2004).

Por otra parte, acondicionamientos con temperaturas por encima de las temperaturas
criticas inductoras de DPF también han sido usadas para reducir los sintomas de
DPF en citricos (Huock y col., 1990; Biolatto y col., 2005). En otras especies:
pimientos dulces, calabacin squash y en plantulas de pepino se han reportado

resultados similares (McColloch, 1962; Kramer y Wang, 1989; Erez y col., 2002).

Los datos arriba mencionados muestran que acondicionamientos prealmacenaje con
altas y bajas temperaturas pueden reducir el desorden fisiologico inducido por
temperaturas inductoras de DPF en diferentes especies incluyendo citricos (Huock y
col., 1990; Rodov y col., 1995; Porat y col., 2000; Fallik, 2004; Biolatto y col., 2005).

La tolerancia que confieren las temperaturas de prealmacenaje puede estar
relacionada con un incremento en el sistema antioxidante, que podria prevenir la
acumulaciéon de EROS (Prasad, 1996). Sala (1998) reportd un incremento en la
actividad de enzimas antioxidantes en frutos de mandarina ‘Fortuna’ acondicionados
con calor (37<C por 3 dias) previo a su almacenamie nto en frio. Posteriormente, se
reportd que la induccion de estas enzimas se mantuvo durante todo el periodo de

almacenamiento en refrigeracion (Sala y Lafuente, 1999).

En resultados preliminares, de nuestro grupo reportamos que el acondicionamiento

con calor himedo (53°C por 3 min) en limén Persa (Citrus latifolia T.) produjo un



incremento significativo, pero transitorio en la actividad de las enzimas antioxidantes
inmediatamente después del tratamiento. Sin embargo, esta induccion no se
mantuvo durante todo el periodo de almacenamiento y no se observo una reduccion
significativa del DPF (Rivera, 2001). Estos resultados sugieren que la efectividad del
acondicionamiento depende de que la induccion de las enzimas antioxidantes se

mantenga durante todo el periodo de almacenamiento (Rivera y col., 2004).

En este trabajo también se evalué, mediante la determinacion de distintos
parametros indicadores del estrés oxidativo (metabolitos fermentativos, compuestos
aromaticos y lipoperoxidacion), el posible efecto protector del acondicionamiento a 13
T por 48h en frutos de limon ‘Mexicano’ almacenado s en distintas temperaturas de

refrigeracion.



2. ANTECEDENTES

2.1. Origen y clasificacion taxonémica del limén

México se ha colocado durante los ultimos cinco afios como el principal productor de
limén a nivel mundial. Sin embargo, el limén no es originario de nuestro pais y
tampoco de nuestro continente. El limén ‘Mexicano’, limén verde o lima agria, cuya
denominacion cientifica es la de Citrus aurantifolia S. es originario de Asia
(posiblemente del Archipiélago de India), desde donde fue trasportado a Egipto,
Europa y posteriormente a América (Eckert y Eask, 1989; Dussel, 2002). Con la
colonizacion espafola, el limoén llegd a nuestro pais para ocupar un lugar importante
en la citricultura nacional. EI nombre “Citrus” se ha usado para denominar diversos y
diferentes frutos en el pasado. Sin embargo, existe mucha confusion sobre la
clasificacion de estos frutos debido a que poseen muchas similitudes. Se ha sugerido
gue son seis los géneros que integran el grupo de los citricos verdaderos: Citrus,
Fortunella, Poncirus, Microcitrus, Eremocitrus y Clymania. Todos estos géneros se
caracterizan por tener frutos con una pulpa jugosa, compuesta por numerosas
vesiculas que rellenan todo el espacio en los segmentos del fruto no ocupados por
las semillas. De estos seis géneros solo tres son los que tienen importancia
comercial: Citrus, Fortunella y Poncirus. Estos géneros pertenecen a la familia de las
Rutaceas (Ting y Attaway, 1971). Por otra parte, las limas son clasificadas en la
division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, 6rden Sapindales, Familia Rutaceae. El
limén ‘Mexicano’ se ubica dentro de las limas acidas, junto con el limoén Persa (Citrus

Latifolia T.) y el limon verdadero (Citrus limon) (Dussel, 2002).

2.2. Caracteristicas generales del limén

2.2.1 Morfologia del limén

Todos los frutos de los citricos presentan la mismas estructuras anatémicas: flavedo,
albedo y carpelos, aungue los elementos que componen estas estructuras varian de
acuerdo a la especie y la variedad (Loussert, 1992). El flavedo (cédscara) esta

constituido de tejidos morfolégicamente diferentes. El tejido mas externo es la
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epidermis, la cual es una capa de células poligonales isodiamétricas que cubren la
superficie entera del fruto (Ting y Attaway, 1971). Las paredes celulares exteriores de
esta capa se encuentran cutinizadas y en parte cubiertas con una substancia cerosa.
Estas paredes cutinizadas, al igual que la cera previenen las pérdidas excesivas de
agua del fruto. Directamente debajo de la epidermis se encuentran capas de células
de colénquima y parénquima. A diferentes profundidades del tejido parenquimatoso
se localizan numerosas células de forma obloide y/o esférica que contienen
glandulas oleiferas, de las cuales se extraen los aceites esenciales (Wardowski y
col., 1986). Bajo las capas de células de colénquima y parénguima, se encuentra un
tejido blanco de textura esponjosa, denominado albedo. La porcién comestible del
fruto estd constituida por un conjunto de carpelos o segmentos, separados por
paredes carpelares (Ting y Attaway, 1971). Dentro de los carpelos se desarrollan
muchas vesiculas de jugo. En general, el nimero de los carpelos varia; en el caso de

los limones se presentan de 8 a 11 segmentos (Loussert, 1992).

Los frutos del limon ‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S.) son de forma redonda-oval de
colores que van del verde oscuro brillante al amarillo, alcanzando tamafios que no
sobrepasan los 6.5 cm y tiene abundantes semillas, ademéas de su jugo acido y un

alto contenido de aceite esencial en la cascara (Davies y Albrigo, 1994).

Flavedo

Membrana Carpelar
Corazén

Vesiculas de Jugo

Albedo

Figura 1. Anatomia del limén ‘Mexicano’.



2.2.2 Composicion del fruto

Como se menciond anteriormente, el flavedo es rico en glandulas oleiferas de las
cuales se extraen los aceites esenciales (principalmente d-limoneno), también

contiene pigmentos (principalmente clorofilas y carotenos) (Ting y Attaway, 1971).

El albedo generalmente es rico en celulosa, hemicelulosa, lignina, sustancias
pécticas y compuestos fendlicos. Los carpelos tienen mas o menos los mismos
constituyentes quimicos que el albedo. La mayoria de los azucares y casi todo el
acido citrico del fruto se encuentran en el jugo que poseen las vesiculas, el jugo
también contiene compuestos nitrogenados, lipidos, compuestos fendlicos, vitaminas

y diversas substancias inorganicas (Loussert, 1992).

El limoén al igual que todos los citricos son frutos no climatéricos, por lo que no
presentan un proceso de maduracion de consumo después de la cosecha (Wills y
col, 2002). Generalmente el fruto alcanza su madurez fisioldgica y casi de consumo
en el arbol, de esta manera, la pulpa llega a ser jugosa y acida (o dulce como en el

caso de naranjas, toronjas, mandarinas, etc.) (Wardowski y col., 1986).

En términos generales, el limén ‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S.) presenta
diferencias en composicion quimica respecto al limén Persa (Citrus latifolia T.).
Algunas de estas diferencias son presentar mayor acidez, alto contenido de aceite
esencial, mejor calidad de este aceite y menor cantidad de vitamina C (Dussel,
2002).

2.3. Importancia de la produccion del limon en Méxi  co

La comercializacion de productos hortofruticolas frescos, asi como la de sus
productos derivados procesados, representan una fuente importante de divisas para

los paises de clima tropical y subtropical, entre los cuales se encuentra México.



La produccion mundial de limon en el 2004 fue de 12,126,233 toneladas, de las que
México aporté 1,824 800 toneladas, colocandose asi como el principal productor de
limén a nivel mundial (FAOSTAT Database 2004).

A nivel nacional, el limén ocupa dentro de los citricos el segundo lugar en
importancia, tanto por su consumo en fresco como por su uso en la industria (Dussel,
2002).

Actualmente el limén se ubica dentro de las principales frutas producidas en nuestro
pais. En el cuadro 1 se presentan los principales paises productores de limoén en el

periodo de 2000-2004 (FAOSTAT Database, 2004).

Cuadro 1. Principales productores de limén y limas &cidas (10° t) a nivel mundial.

PAIS
PRODUCTOR 2000 2001 2002 2003 2004
EUA 762 903.5 726.6 930,770 939
Espafia 915 1,037.2 919.7 1,061,200 1,070.6
Iran 1,032.4 1,038.8 1,040 1,040,000 1,040
Argentina 1,171.4 1,180 1,200 1,200,000 1,236.2
India 1,400 1,320 1,370 1,370,000 1,420
México 1,661.2 1,594 1,680.3 1,694,030 1,824.8

*Datos tomados de FAOSTAT Database 2004.

En nuestro pais las dos principales variedades de limén que se cultivan son: el
‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia) que aporta el 70% de la produccién nacional y el
Persa (Citrus latifolia) que contribuye con el 30% restante. Ambas variedades estan
bien diferenciadas por zonas productoras, tipos de tierras (riego o temporal),
esquemas de comercializacion. El limén ‘Mexicano’ se cultiva fundamentalmente en
la costa del Pacifico siendo Colima el principal estado productor, y el limén Persa en

la costa del Golfo (Claridades Agropecuarias, 2002).

El limén ‘Mexicano’ generalmente se consume en fresco aunque también se emplea
para la obtencién de jugos concentrados, aceites esenciales y pectinas. Debido a la



preferencia de los consumidores se le destina principalmente al abastecimiento del
mercado nacional (Dussel, 2002), exhibiendo exportaciones marginales menores al

4 % de la produccion (Claridades Agropecuarias, 2002).

Con respecto a su manejo postcosecha, es necesario optimizar las diferentes
operaciones a las que se somete en las empacadoras, con el fin de mejorar los

procesos de acondicionamiento y conservar la calidad del fruto.

2.4 Almacenamiento en refrigeracion

Las tecnologias de conservacion postcosecha buscan retardar la maduracion y
senescencia, con el fin de prolongar el tiempo de vida util de los productos y
conservar su calidad. La refrigeracion es una de las tecnologias més difundidas para
la conservacion de frutas y hortalizas. Su amplia utilizaciéon se debe a que permite
conservar el valor nutritivo, sabor natural, olor y calidad de los productos
almacenados resultando éstos semejantes a los recién cosechados. Asimismo, esta
practica de conservacion permite, en muchos casos, un mayor margen de tiempo
para su transporte. La baja temperatura puede disminuir sustancialmente la
velocidad de muchos procesos metabdlicos (respiracion, produccion de etileno,
maduracion y senescencia), ademas de proteger al fruto del ataque de patégenos
gue conducen al deterioro y a la pérdida de la calidad (Kitinoja y Kader, 2003). Sin
embargo, para ciertos productos, sobre todo los de origen tropical y subtropical, este
tipo de practica de conservacién presenta algunos problemas, debido a la

susceptibilidad que presentan estos productos a las bajas temperaturas.

El objetivo perseguido por el almacenamiento en refrigeracion es el de restringir la
velocidad de deterioro, sin acarrear una maduracibn anémala u otros cambios
perjudiciales, manteniendo asi el producto durante periodos tan largos como sea
posible en condiciones aceptables para el consumo. No existe una temperatura ideal
para el almacenamiento de todas las frutas y hortalizas, dado que son distintas sus

respuestas a las bajas temperaturas. La temperatura adecuada para cada especie y



variedad se establece tomando en cuenta tanto factores climaticos y labores
culturales durante el desarrollo, como el crecimiento de hongos, la susceptibilidad al
dafio por frio, asi como la duracion del periodo de conservacion deseado durante el

almacenamiento (Kitinoja y Kader, 2003).

2.5. Dafio por frio

En particular, los productos hortofruticolas de origen tropical o subtropical, como el
limén mexicano, resultan en mayor o menor grado, sensibles a las bajas
temperaturas y presentan dafios cuando son sometidos a estas condiciones (Osorio-
Mora y Zacarias, 2000; Balandran-Quintana y col., 2003). La sensibilidad a las bajas
temperaturas que caracteriza a estos productos puede derivar en una fisiopatia
compleja conocida como dafio por frio (DPF), la severidad del dafio esta relacionada
con la especie, el cultivar de que se trate, las condiciones precosecha y poscosecha,

las temperaturas, y los periodos de almacenamiento, entre otros factores.

2.5.1. Sintomas del DPF

Cuando los frutos subtropicales como el limén ‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S.) se
almacenan por debajo de ciertas temperaturas criticas, se induce la fisiopatia
denominada dafio por frio (Osorio-Mora y Zacarias, 2000; Balandran-Quintana y col.,
2003). En el caso de los citricos los sintomas mas evidentes del DPF son: la
aparicion de manchas en el flavedo, el oscurecimiento del albedo y en casos severos
la produccion de sabores y olores desagradables (Sala y Lafuente, 1999).
Generalmente, los sintomas de DPF no se manifiestan sino hasta que los frutos son
retirados del almacenamiento en refrigeracion y son colocados a temperatura

ambiente (Gross y col., 2002).

2.6. Metabolitos fermentativos

En diversos frutos el desarrollo de sabores y olores no deseados puede ser el
resultado de la acumulacion de metabolitos fermentativos relacionados con la
respiracion anaerdbica (Larsen y Watkins, 1995; Forney y col., 2000; Imahori, y col.,
2003; Zhang y Watkins, 2005).



El aroma y sabor caracteristico de los citricos es una mezcla compleja de
compuestos volatiles que incluyen alcoholes, aldehidos, terpenos, ésteres, cetonas y
oxidos (Bruemmer, 1986). Dentro de la larga lista de alcoholes presentes en los
citricos, el etanol es el principal constituyente organico en el perfil aromético. Los
ésteres y aldehidos son considerados de los grupos que mas contribuyen en el
aroma de las frutas. El butirato de etilo y el acetaldehido son importantes
componentes volatiles que proporcionan una alta calidad al jugo de naranja (Nagy,
1996). El etanol esta enzimaticamente relacionado con el butirato de etilo y el
acetaldehido a través de reacciones catalizadas por la enzima alcohol acil tranferasa
(AAT) y la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) respectivamente. El etanol y el
acetaldehido se incrementan durante la maduracion de las frutas, cuando la acidez
disminuye, los solidos totales incrementan y los compuestos del sabor y el aroma

alcanzan los valores caracteristicos de la madurez de consumo (Bruemmer, 1986).

Por otra parte el etanol, el acetaldehido y otros ésteres etilicos son productos de la
respiracion anaerdbica. Diferentes autores han reportado un incremento en los
niveles de etanol, acetaldehido y otros ésteres etilicos en diferentes frutos
almacenados en atmdésferas bajas en oxigeno y altas en concentraciones de bioxido
carbono (Golias y Bottcher, 2002; Imahori, y col., 2003; Lara, y col., 2003; Pelayo, y
col., 2003), asi como también, como resultado de la aplicacién de tratamientos de
acondicionamiento que incluyen bajas y altas temperaturas en citricos (Biolatto, y
col., 2005; Zhang y Watkins, 2005).

De acuerdo con Purvis (1997), el metabolismo fermentativo de las frutas es
estimulado por condiciones de estrés externas (temperaturas inductoras de dafio por
frio) e internas (estrés oxidativo). EI aumento en los metabolitos fermentativos
(acetaldehido, etanol y acetato de etilo) puede tener un impacto negativo en el sabor,
si sus concentraciones rebasan los valores umbral de percepcion sensorial (Ke y col.,

1991). Sin embargo, antes de que ésto ocurra, el incrementd en la produccion de

10



etanol estimula la sintesis de ésteres etilicos y limita la de otros ésteres (Ke y col.,
1994), planteandose la hipétesis de que es el desbalance en los componentes
aromaéticos y no el incremento de metabolitos fermentativos lo que primero altera la
percepcion del sabor (Pelayo, 2001). De acuerdo a lo anterior, la alteracion del perfil
aromaético de ésteres podria ser, por lo tanto, un mejor y mas temprano indicador de
estrés oxidativo que los niveles aumentados de acetaldehido, etanol y acetato de
etilo u otros cambios como la lipoperoxidacion de membranas o cambios fisiolégicos
como los patrones anormales de transpiracién, respiracion y produccion de etileno, o

bien el excesivo ablandamiento de la fruta y la susceptibilidad a infecciones.

2.7. Compuestos volatiles

Las alteraciones en el sabor y aroma inducidos por el DPF, también pueden deberse
a modificaciones en la composicion y/o distribucién de algunos de los compuestos
aromaticos presentes en los aceites esenciales o en la pulpa del limoén. Al respecto,
Obenland y colaboradores (1997) encontraron que la cantidad de limoneno emanado
de frutos con DPF es mucho mayor que la de frutos no dafados. Biolatto, y
colaboradores (2005) reportaron niveles mas bajos de d-limoneno en frutos de
toronja acondicionados (13°C por 7 dias + 2°C por 18 dias de tratamiento
cuarentenario previo a su almacenamiento a 13°C) que en frutos no acondicionados.
Sin embargo, no queda claro si la acumulacién y liberacién de limoneno es agente

causal o consecuencia del DPF.

2.8. Especies reactivas de oxigeno (EROS) en las pl antas

Las plantas, al igual que cualquier organismo aerobio, utilizan la naturaleza reactiva
del oxigeno, para obtener la mayor energia de los nutrientes reducidos que son
oxidados hasta CO, y H,O durante el proceso de la respiracion. Sin embargo,
durante este proceso catabdlico y en otros procesos metabdlicos como la fotosintesis
se producen especies reactivas de oxigeno (EROS), entre las que se encuentran el

peroxido de hidrogeno y los radicales superoxido e hidroxilo. Estas moléculas por su

11



alta reactividad pueden actuar sobre diversos componentes celulares (lipidos,

proteinas, acidos nucleicos, etc.) alterando su funcién (Mitler, 2002).

2.8.1. Reacciones biolbgicas de las especies reacti  vas de oxigeno (EROS)

Las reacciones de oxigeno activado con substratos organicos son complejas en
condiciones in vitro con soluciones homogéneas. En los sistemas bioldgicos son adn
méas complejas debido a las propiedades de las membranas, a las cargas eléctricas,
a las propiedades de unién de las macromoléculas y a la compartamentalizacion de
las enzimas y los substratos. Asi, los diferentes compartimientos de una misma

célula difieren en la naturaleza y magnitud de las reacciones con EROS.

Los mecanismos por los cuales los radicales de oxigeno dafian a los lipidos de la
membrana estan bien aceptados y consecuentemente, el dafio oxidativo es a
menudo asociado casi exclusivamente con las reacciones de peroxidacion en los
lipidos de membrana. Sin embargo, las investigaciones realizadas sobre el efecto
del estrés ambiental en plantas revelan que las formas activadas del oxigeno atacan
asimismo, proteinas y acidos nucleicos, reacciones que también pueden ser letales
(Mitler, 2002).

2.9. Dafo oxidativo a lipidos (lipoperoxidacion)
El incremento en el estrés oxidativo a nivel celular ha cobrado gran importancia como

uno de los eventos predominantes en la senescencia vegetal y en las respuestas de

las plantas a distintos tipos de estrés (biéticos o abioticos).

La principal manifestacion molecular de este incremento en el estrés oxidativo es la
peroxidacion de los lipidos de membrana, que se ha propuesto como punto de
confluencia de varias fisiopatias y diversos tipos de estrés (Shewfelt y del Rosario,
2000; Elkahoui, y col., 2005; Sinha, y col., 2005). El deterioro de los lipidos llevaria a
la pérdida de la integridad y fluidez membranal, que a su vez afectaria la funcién

apropiada de las proteinas de membrana ya sea por un ataque directo de las EROS
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o por la pérdida de actividad debida a un ambiente lipidico desfavorable. Aunque los
lipidos, las proteinas y el ADN son susceptibles al ataque por radicales libres, se ha
observado que la peroxidacion de lipidos esta cinéticamente favorecida (Shewfelt y
Purvis, 1995; Kratsch y Wise, 2000).

De esta manera, la peroxidacion preferencial de los acidos grasos poliinsaturados de
las membranas tiene una funcién protectora al prevenir el ataque a las proteinas y al
ADN (Shewfelt y Purvis, 1995; Shewfelt y del Rosario, 2000).

Todas las EROS son extremadamente reactivas y citotoxicas en todos los
organismos. Estas especies pueden causar la peroxidacion de la membrana en el
plasmalema o en las membranas de los organelos intracelulares. El dafio causado
conduce a la pérdida de la compartamentalizacion celular, fuga o pérdida del
contenido celular, a una rapida desecacion y a la muerte celular en casos extremos
(Mitler, 2002).

Las especies reactivas de oxigeno tales como el superoxido (O;) y el peroxido de
hidrégeno (H,0;) son productos que se originan del transporte de electrones en los
cloroplastos y mitocondrias entre otros procesos metabolicos (Dat y col., 2000). La
interaccion del superéxido y el peréxido de hidrégeno con especies de hierro (Fe %)
en las membranas conduce a la formacion de radicales libres de lipidos

presumiblemente via la formacion del radical hidroxilo (OH *) (Borg y Snaich, 1998).

Por otra parte, el oxigeno singulete (*O,), el cual se forma en los cloroplastos durante
la fotosintesis, es también una molécula altamente reactiva que ataca a los lipidos
(Mittler, 2002).

La lipoperoxidacion es una consecuencia natural de los procesos metabdlicos en la
célula, que ocurre tanto en plantas como en animales. Involucra reacciones de

iniciacion, propagacion, y terminacién, la formacion y propagacion de radicales de
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lipidos, el consumo de oxigeno, un rearreglo de los dobles enlaces de los lipidos
insaturados y la eventual destruccion de los lipidos de la membrana, produciendo
una gran variedad de productos de degradacion, incluyendo alcoholes, cetonas,
aldehidos y otros (Snaich, 1992; Mittler, 2002). La peroxidacion Unicamente del
acido linoleico, da como resultado la formacién de por lo menos veinte productos de
degradaciéon. Las membranas biolégicas son frecuentemente ricas en acidos grasos
insaturados y estan inmersas en un fluido que contiene metales y ademas es rico en
oxigeno. Por lo tanto, no es sorprendente que los lipidos de membrana sean muy

susceptibles al ataque peroxidativo.

El mecnismo de la lipoperoxidacion se ilustra en la figura 2. Inicia con la remocion de
un &tomo de hidrégeno de un acido graso insaturado (1), lo que da por resultado la
formacion del radical lipidico (2). El rearreglo de las dobles ligaduras produce dienos
conjugados (3). El ataque por oxigeno molecular produce un radical peroxidilico (4),
el cual puede remover un atomo de hidrégeno de un lipido adyacente para formar un
hidroperéxido lipidico (5), o un endoperdxido lipidico (6) que a su vez conduce
generalmente a la formacién de malondialdehido (MDA) como producto de
degradacion (7) (Buege y Aust, 1978). La medicion o cuantificacion del malondialhido
(MDA), se ha usado como un indicador de la lipoperoxidacion y ésta a su vez se ha
usado como un parametro indicador de estrés oxidativo en células y tejidos
(Esterbauer, y col., 1991).
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Figura 2. Diagrama general de la lipoperoxidacién de las cadenas de acidos grasos (tomado
de Buege y Aust, 1978).

2.10. Sistemas antioxidantes

Las células vegetales poseen mecanismos de proteccién contra los efectos de las
EROS (Fig. 3). Estos sistemas antioxidantes incluyen mecanismos de detoxificacion
enzimaticos tales como la superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), la peroxidasa
(PX total, no especifica), y la catalasa (CAT EC 1.11.1.6), etc. y no enzimaticos
dentro de los cuales se pueden mencionar a los antioxidantes liposolubles (a-
tocoferol y B-caroteno) y antioxidantes hidrosolubles (acido ascérbico y glutation)
(Noctor y Foyer, 1998; Mitler, 2002; Sundar, y col., 2004; Zkiewicz, y col., 2004).

2H,0
Catalasa
(0]
H,0, ’
2H*
H.,O
20, 7 Glutation NADPH
2 / Ascorbato oxidado
0,
Superdxido
dismutasa [Ruta de Halliwell-Asada |
/\Glutation
2H,0 Deshidroascorbato  reducido NADP*
Ascorbato Deshidroascorbato | Glutation
peroxidasa reductasa reductasa

Figura 3. Mecanismo enzimatico de proteccidn al estrés oxidativo en cloroplasto, mitocondria

y citoplasma (tomado de Azcon-Bieto y Talon, 1993).

En condiciones normales, estos mecanismos son suficientes para contrarrestar el
efecto de las EROS y disminuir sus efectos (peroxidacion de lipidos, oxidacion de
proteinas, etc.) (Bohnert y Sheveleva, 1998; Kang y Salveit, 2001; Mittler, 2002). Sin

embargo, durante la senescencia y en presencia de estrés bidtico o abidtico, en la
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planta ocurre un desbalance en los mecanismos de proteccion, aumentando el
estrés oxidativo a nivel celular, lo que ocasiona entre otros efectos, la pérdida de la
integridad membranal por lipoperoxidacién (Sala, 1998; Shewfelt y del Rosario,
2000). Por lo tanto, un mecanismo antioxidante mas eficiente es determinante en la
proteccion frente al estrés oxidativo (Sala, 1998; Elkahoui, y col., 2005; Sinha, y col.,
2005).

2.10.1 Superoéxido dismutasa

Las enzimas superoxido dismutasas juegan un papel central en el mecanismo de
defensa contra el estrés oxidativo (Fig.4). Estas enzimas estan presentes en todos
los organismos aerobios y en la mayoria de los compartimientos celulares que
generan EROS. Esta enzima, dismuta el radical superdxido a perdxido de hidrogeno
y oxigeno molecular, impidiendo asi que este radical sirva como precursor del radical

hidroxilo que tiene una vida media mayor (Bowler y col., 1992; Mittler, 2002).

SOD

Oy + 0y + 2H —— H,O, + O,

Figura 4. Dismutacion del radical superoxido (' O;) a peroxido de hidrogeno (H,O;) y oxigeno

(0,), catalizada por la superdxido dismutasa (SOD).

Existen tres diferentes tipos de SODs clasificadas con base en su cofactor. Las
isoenzimas dependientes de cobre-zinc (SOD-Cu/zZn), las dependientes de
manganeso (SOD-Mn) y las dependientes de fierro (SOD-Fe) (Bowler y col., 1992;
Polle, 2001). Estas isoenzimas pueden ser separadas por electroforesis en geles
nativos de poliacrilamida y su actividad puede ser detectada mediante tincion. Las
isoenzimas antes mencionadas se detectan por su sensibilidad diferencial a los
inhibidores cianuro de potasio (KCN) y perdxido de hidrogeno (H.0,). La superdxido

dismutasa dependiente de manganeso es resistente a ambos inhibidores, mientras
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qgue la dependiente de cobre zinc es sensible a ambos; y la superéxido dismutasa
dependiente de fierro es resistente a KCN y sensible a H,O,. Su distribucion celular
también las distingue, la SOD-Mn se localiza en la mitocondria de células
eucariontes, algunas isoenzimas SOD-Cu/Zn se encuentran en el citosol y otras en
los cloroplastos de plantas superiores. Las isoenzimas SOD-Fe se han detectado
pocas veces en plantas, pero cuando se detectan se encuentran asociadas a
cloroplasto (Polle, 2001).

2.10.2. Peroxidasa (PX)

Las peroxidasas se encuentran ampliamente distribuidas en el reino animal y vegetal,
y se han encontrado en todas las plantas superiores que han sido investigadas (Fig.
5). En general estas enzimas son hemoproteinas de aproximadamente 300
aminoacidos que usan el peroxido de hidrégeno como sustrato oxidativo; aunque se
han encontrado otras peroxidasas que contienen otros grupos metalicos, tales como
selenio, vanadio 0 un grupo prostético de flavina (Christensen y col., 1998).

Las peroxidasas tienen un grado alto de versatilidad y participan en un gran nimero
de reacciones separadas. Las peroxidasas son capaces de catalizar reacciones

peroxidativas, oxidativas e hidroxilaciones (Kermasha y Metche, 1988).

Px

H,O, + RH, ——m 2H,O0 + R

Figura 5. Reaccién de Oxido-reduccion del peréxido de hidrogeno catalizado por
peroxidasas, donde RH; corresponde a diferentes sustratos reducidos (glutatién, ascorbato,

etc.).

Las peroxidasas forman parte de un grupo de enzimas llamadas oxido-reductasas.

Existen grupos de isoenzimas de peroxidasas que pueden ser separadas Yy
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detectadas por medio de electroforesis. Se ha demostrado que estas isoenzimas son
codificadas por genes estructurales separados localizados en cromosomas
diferentes. Las isoperoxidasas parecen estar localizadas en todas las estructuras y

organelos de la célula (Yoshimura y col., 2000).

Las peroxidasas se localizan principalmente en citoplasma, vacuolas y pared celular;
aunque también se han detectado en tonoplasto, plasmalema, mitocondria vy
microsomas (Robinson, 1991).

Las peroxidasas se han implicado en muchos procesos metabdlicos tales como el
catabolismo de hormonas, la oxidacion de fenoles, el entrecruzamiento de los
polisacaridos y las proteinas estructurales de la pared celular, la polimerizacion de la
lignina, la maduracion de frutas y la defensa contra patdégenos (Christensen y col.,
1998).

Durante la maduracién de los frutos y particularmente durante el climaterio, se ha
encontrado que la actividad de peroxidasas se incrementa junto con la actividad de
otras enzimas, tales como la poligalacturonasa y las celulasas, las cuales estan

normalmente asociadas con el proceso de maduracion (Robinson, 1991).

2.11. Tratamientos de acondicionamiento

Recientemente se ha demostrado la efectividad de diferentes tratamientos con altas
temperaturas en la resistencia al DPF en citricos. Un tratamiento de
acondicionamiento a 60C por 30 seg en frutos de toronja ‘Ruby Star’ y 3 dias de
acondicionamiento a 37T en frutos de mandarinas ‘F ortuna’ disminuyeron el dafo
por frio. (Porat y col., 2000; Schirra y col., 2000; Holland y col., 2002)

Por otra parte, los acondicionamientos con temperaturas superiores de las
temperaturas criticas (inductoras de DPF), también se han usado para reducir los

sintomas de DPF en citricos. Los limones acondicionados a 5C ¢ 15C por una
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semana antes del tratamiento cuarentenario (0 -2.2°C por 10-22 dias) mostraron
menos dafio por frio que aquellos frutos no acondicionados (Huock y col., 1990). Se
han reportados resultados similares en otras especies. Los pimientos dulces
acondicionados a 10C por 5 0 10 dias antes de su almacenamiento a 0C
manifestaron menos DPF (McColloch, 1962). También, el mantener calabacines
squash a 10C 6 15T por dos dias, retrasé la apari cién de los sintomas de DPF
durante el almacenamiento de los frutos a 2.5C 6 5 (Kramer y Wang, 1989) y la
aclimatacion con frio de plantulas de pepino a 12°C por 48 h produjo tolerancia al

DPF a 2 (Erezy col., 2002).

Los datos antes mencionados muestran que la aplicacion de tratamientos de
acondicionamiento con altas y bajas temperaturas durante prealmacenamiento
pueden disminuir el desorden fisiolégico inducido por temperaturas criticas de DPF
en diferentes especies incluyendo a los citricos (Huock y col., 1990; Rodov y col.,
1995; Porat y col., 2000).
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3. JUSTIFICACION

Nuestro pais ocupa el primer lugar como productor de limén a nivel mundial
(FAOSTAT Database, 2004). A nivel nacional, el limon ocupa el segundo lugar en
importancia entre los citricos después de la naranja (Dussel, 2002). Sin embargo,
para prolongar el tiempo de vida util, conservar su calidad y evitar pérdidas, es
necesario profundizar en el uso de tecnologias postcosecha que nos permitan
optimizar los procesos de manejo del producto, con el fin de generar

recomendaciones.

Este proyecto se realiz6 con el fin de generar conocimientos respecto a los
mecanismos bioquimicos del DPF, a través de la determinacion de indicadores
tempranos del dafio y de la regulaciéon de los sistemas antioxidantes por el
acondicionamiento. Por otra parte, el conocimiento adquirido permite generar
recomendaciones respecto a las condiciones optimas de refrigeracion en las que se
pueden conservar estos frutos, extendiendo al maximo su vida util sin inducir DPF,
asi como determinar la efectividad del tratamiento de acondicionamiento en la

proteccion del DPF.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Profundizar en el conocimiento de las bases bioquimicas del dafio por frio y de los

tratamientos protectores del DPF en limén ‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S) y limon

Persa (Citrus latifolia T).

4.2. Objetivos particulares

1.

Determinar las variables fisiologicas color, pérdida fisiologica de peso y dafio
por frio en frutos de limén ‘Mexicano’ con o0 sin acondicionamiento y
almacenados a distintas temperaturas.

Evaluar la induccion de DPF mediante la determinacién de parametros
indicadores de estrés oxidativo (metabolitos fermentativos, compuestos
aromaticos y lipoperoxidacion) en frutos de limén ‘Mexicano’ almacenados en
diferentes temperaturas de refrigeracion.

Determinar la participacion de algunos mecanismos enzimaticos de defensa
de EROS (SOD y PX) en la tolerancia al dafio por frio en frutos de limén
‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S).

Evaluar el efecto protector contra el DPF del acondicionamiento a 13T por
48h en frutos de limén ‘Mexicano’ almacenado en distintas temperaturas de
refrigeracion.

Determinar la participacion de algunos mecanismos enzimaticos de defensa
de EROS (SOD y PX) en la tolerancia al dafio por frio en frutos de limon Persa
(Citrus latifolia T).

Determinar los niveles de lipoperoxidacion como parametro indicador de
estrés oxidativo en frutos de limon Persa almacenados en diferentes
temperaturas de refrigeracion.

Realizar una comparaciéon de los mecanismos antioxidantes (SOD y PX), los
niveles de lipoperoxidacion y la efectividad de los tratamientos aplicados

contra el DPF en limon ‘Mexicano’ y limén Persa.
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5. HIPOTESIS

1. Induccion sostenida de enzimas antioxidantes

La aplicacion del tratamiento de acondicionamiento prealmacenaje (13°C por 48h) en
limén ‘Mexicano’ podria inducir un incremento en el sistema enzimatico antioxidante y
mantener esta induccion hasta el final del periodo de almacenamiento, previniendo

asi la acumulacion de EROS provocando un efecto protector contra el DPF.

2. Metabolitos Fermentativos
El metabolismo fermentativo se estimuladara por diversas condiciones de estrés,

favoreciendo la acumulacion de acetaldehido, etanol y acetato de etilo.

3. Otros Esteres Etilicos

Antes que ocurra la acumulacion de metabolitos fermentativos, el etanol puede
disiparse a través de la sintesis de diversos ésteres etilicos. Se propone que el
incremento en el nivel de estos compuestos podria ser un mejor indicador de estrés

oxidativo que la acumulacién de metabolitos fermentativos.

4. Otros Compuestos Aromaticos
Probablemente otros compuestos arométicos del limon, presentes en el aceite
esencial o en la pulpa, puedan ser indicadores de estrés oxidativo e informativos del

o los caminos metabolicos que estan siendo alterados bajo condiciones de estrés.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biologico y tratamientos

Los frutos de limén ‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S.) fueron cosechados en
Tecoman, Colima, el area de produccibn mas importante en México para esta
especie, y transportados a la ciudad de México a temperatura ambiente. Durante el
segundo dia después de la cosecha los frutos fueron clasificados para eliminar todos
aquellos frutos dafiados y obtener muestras uniformes en color, tamafio, y calidad
(verde oscuro con un diametro de 3.4-3.9 cm y libres de defectos), se separaron dos
lotes de 855 frutos cada uno. Un lote fue acondicionado en una camara a 13+1C vy
85% de humedad relativa durante 48 h, previo a su almacenamiento. Los dos lotes
de frutos se subdividieron aleatoriamente en grupos de 270 limones que fueron
almacenados a25+1C, 10+ 1Cy 4 £1<C, conuna humedad relativa de 90+2%.

Con base a una tabla de nimeros aleatorios se tomaron muestras de 15 limones por
triplicado a los 3, 6, 9, 12, 16 y 20 dias de almacenamiento a las diferentes
temperaturas, asi como muestras iniciales del mismo tamafio antes y después del
acondicionamiento. Se separ6 el flavedo y el jugo de cada muestra, ambos se
congelaron con nitrégeno liquido y el flavedo se pulverizo previo a su
almacenamiento. Las muestras se almacenaron a —70C hasta su analisis.

Los frutos de limén Persa (Citrus latifolia S.) fueron cosechados en Martinez de la
Torre, Veracruz, México, los frutos fueron clasificados para eliminar todos aquellos
frutos dafiados y obtener muestras uniformes en color, tamafio, y calidad (verde
oscuro con un diametro de 53-62 mm y libres de defectos). Los frutos seleccionados
se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos de 640 frutos. El primer grupo fue
subdividido en cuatro grupos de 160 limones y almacenados a 25 +1C, 13 +1C, 8 £
1C and 4 + 1C, y 80% HR. El segundo grupo fue acondicionado a 53 por 3 min y
subdividido aleatoriamente en cuatro grupos y almacenados a las mismas

temperaturas. El analisis inicial (cero dias de almacenamiento) se llevo acabo en tres
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repeticiones de 15 limones antes del acondicionamiento. Se tomaron muestras de 15
limones por triplicado a los 3, 6, 9, 12, 15, 20 y 25 dias de almacenamiento para
cada una de las temperaturas. Se separ6 el flavedo de cada muestra, se congeld, y
pulverizo previo a su almacenamiento. Las muestras se almacenaron a —70C hasta

su analisis.

6.1.1. Variables

Se tomaron muestras representativas de flavedo y/o jugo de limén previamente
conservados a -70C, para efectuar cada uno de los siguientes ensayos: superoxido
dismutasa (SOD), peroxidasa (PX), lipoperoxidacion, metabolitos fermentativos
(etanol y acetaldehido) y compuestos aromaticos. Por otra parte, también se
determinaron las variables fisiologicas de color, pérdida fisiologica de peso (PFP) y

dafio por frio (DPF) en frutos enteros antes de la congelacion del flavedo y el jugo.

6.1.2. Disefio experimental y analisis de los result  ados

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar y los tratamientos que se
aplicaron fueron de acuerdo a un disefio factorial con tres réplicas de 15 limones por
tratamiento. La unidad experimental fue la mezcla homogénea del flavedo y jugo de

15 limones, o los 15 frutos enteros dependiendo de la variable medida.

6.1.3. Analisis estadistico

Se utilizé el programa NCSS (2001, Jerry Hintze) para realizar el analisis de varianza
(ANOVA, de acuerdo a un disefio complemente al azar) y la prueba comparacion
multiples de medias de Tuckey. En ambos casos el nivel de significancia estadistica
fue de 0=0.05.
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6.2. Metodologia

6.2.1. Evaluacion del color
El color se determind utilizando un colorimetro ColorFlex 45/0 (HunterLab, 114

Sunset Hills Road, Reston , V. A. 20190) en muestras de 15 limones por triplicado de
cada uno de los tratamientos en las diferentes fechas de muestreo previamente

mencionadas.

6.2.2. Evaluacion de pérdida fisioldgica de peso
Para la evaluacion de pérdida fisioldgica de peso se seleccion6 un lote de 90 frutos

que a su vez se subdividié aleatoriamente en 6 repeticiones de 15 frutos cada una,
en ambos tratamientos y para cada una de las temperaturas utilizadas. Se
registraron los cambios de peso en repeticiones de 15 frutos en los periodos
establecidos utilizando una balanza analitica OHAUS EXPLORER de precision 4100x
0.01 g. Estos frutos permanecieron en cada una de las temperaturas durante todo el
almacenamiento. La pérdida fisioldgica de peso se reportd como porcentaje de
acuerdo a la siguiente formula:
% PFP =100 x (1 - Pa/Pi)

Donde:

%PFP = Porcentaje de pérdida fisioldgica de peso

Pa = Peso promedio de los frutos a lo largo del almacenamiento

Pi = Peso promedio inicial de los frutos

6.2.3. Evaluacion de los sintomas de dafio por frio
El dafio por frio se midi6 por triplicado en muestras de 15 limones después de

mantenerlas tres dias a 25T (simulacion de vida de anaquel) en cada uno de los
tratamientos. La incidencia y severidad de los sintomas de dafio por frio se evalu6
midiendo el area afectada de cada limon en papel celofan, para su cuantificacion el

area se transferié a papel milimétrico, obteniéndose asi el &rea dafio por frio en cm?.
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6.2.4. Metabolitos fermentativos

5 mL de jugo se mezclaron con 2 g de NaCl en un vial, se sell6 y se incub6 durante
15 min a 25T, se agitdé durante 30 seg en un vortex. Se tomd una muestra de 1 mL
de la mezcla gaseosa del espacio de cabeza y se inyecté a un cromatografo de
gases Hewlet Packard 5890 serie Il con las siguientes condiciones para separar

acetaldehido y etanol (Pelayo, 2001).

Condiciones cromatograficas

Columna empacada: Carbowax al 5% sobre carbopack 60/80

Gas acarreador: Ny, flujo 20 mL/min

Temperatura del inyector: 115C

Temperatura del detector: 200C

Programa de temperatura: Temperatura inicial de 80°C, tiempo de corrida O min
Tasa de cambio de 10C/min hasta 130T, tiempo de

corrida 6 min.

6.2.5. Determinacion de compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos se determinaron utilizando la técnica de microextraccion
en fase sodlida (SPME, por sus siglas en ingles Solid Phase Microextraction). Se
tomaron 3 ml de jugo de limén y 2 g de cloruro se sodio (NacCl), se colocaron en un
vial, el cual se sell6 y se agitdo durante 30 seg. Se adsorbieron los compuestos
volatiles del espacio de cabeza durante 20 min utilizando una fibora SPME de
polidimetil siloxano de 100um de espesor y se desorbieron durante 2 min a 200C en
el puerto de inyeccién de un cromatégrafo acoplado a un detector de masas (CG-
Masas.) (cromatografo Hewlett Packard 5890 serie |l plus, detector de masas Hewlett

Packard 5972), bajo las siguientes condiciones cromatograficas (Pelayo, 2001).

Condiciones de operacion del CG-MS
Columna capilar: DB-Waxetr (60 m X 0.32 mm diametro interno, 1 pm de espesor

fase estacionaria, J&W Scientific, Folson, CA).
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Gas acarreador: He, flujo 3 mL/min.

Temperatura del inyector: 200<C.

Programa de temperatura: Temperatura inicial de 50°C, tiempo de corrida 1 min.
Tasa de cambio de 5C/min hasta 110C por O m in.
Tasa de cambio de 20C/min hasta 180 por 10 min.

Tiempo de corrida: 26.5 min.

Detector de Masas: alcance de la exploracion de 40 a 300 m/z.

6.2.6. Ensayo de lipoperoxidacion

Se pesaron 0.5 g de flavedo y se homogeneizaron con 5 ml de amortiguador de Tris
20 mM, pH=7.4, a 4C; el homogenado se centrifugdé a 19,000 g por 15 min a 4C. Se
tomd el sobrenadante para la determinacién de los niveles de lipoperoxidacion por
medio de un ensayo comercial (Bioxytech LPO-586, Oxis) que se basa en la
cuantificacion de malondialdehido (MDA) producto de la peroxidacion de los &cidos
grasos poliinsaturados de las membranas (Buege y Aust, 1978). El ensayo de LPO-
586 esta basado en la reaccion del MDA con un agente cromégeno, el N-metil-2-
fenilindol (R1), catalizada por HCIl. Una molécula de MDA reacciona con dos
moléculas de R1, para dar un cromoforo estable con una absorbancia maxima a 586

nm.

6.3. Extraccioén de las enzimas

6.3.1. Superoxido dismutasa (SOD)

Se pesaron 0.5 g de flavedo de limén y se homogeneizaron con 5 mL de
amortiguador de extraccion (K;HPO,) 100 mM, a pH=7, ascorbato de sodio 10 mM y
acido dietilen triamino penta acético (DTPA) 5 mM a 4C y 30 mg de
polivinilpolipirrolidona insoluble (PVPP)]. El homogenado se centrifug6 a 16,000 g por
20 min a 4<T. El sobrenadante que contiene la enzima, se desalo utilizando un
ultrafiltro para centrifuga Ultrafree-15 de Millipore, a 6500 g durante 40 min 4. El

volumen retenido se llevé a un volumen final de 1 mL con un amortiguador de fosfato
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de potasio (K;HPO,) 50 mM conteniendo 200 uM de DTPA y se tom6 como la fuente

inicial de enzimas (Beyer y Fridovich, 1987).

6.3.2. Peroxidasa (PX)

Se pesaron 0.5 g. de flavedo de limén y se homogeneizarbn con 5 ml de
amortiguador de K;HPO,4, 100mM a pH 6.8, a 4°C. El homogenado se centrifu gé a
17,000 g por 15 min a 4° C. Se tomo el sobrenadante como fuente inicial de la

enzima (Kar y Mishra, 1976).

6.4. Determinacion espectrofotométrica de la activi  dad enzimatica

6.4.1. Superoxido dismutasa (SOD)

El ensayo de SOD se llevé a cabo por el método modificado de nitro azul de
tetrazolio (NBT) descrito por Beyer y Fridovich (1987). El ensayo se basa en la
competencia por los radicales superoxido fotogenerados, entre el colorante NBT (el
cual es oxidado por los radicales superéxido a un coloide puarpura fino que absorbe a
560 nm y es estable en suspension por la presencia de un detergente) y la SOD
presente en la muestra (que usa como sustrato a los radicales superoxido). El
volumen total de la reaccién fue de 1mL y contenia 10-50 puL de muestra, a la cual se
le adicion6 0.025% Triton X-100 y 57 umol de NBT, ajustando el volumen para el
ensayo de SOD con un amortiguador de fosfato de potasio (K;HPO, ) 50 mM
conteniendo 200 uM de DTPA .

La reaccion se inicio por la adicion de metionina a una concentracion final de 0.01 M
y riboflavina a una concentracién final de 1.13 pM (sistema de fotogeneracion del
radical superoxido). Los tubos con la mezcla de reaccién se colocaron a una
distancia de 15 cm de un tubo fluorescente de 30 W por 30 min. El desarrollo de la
coloracion purpura se determind por mediciones de la absorbancia a 560 nm en un
espectrofotometro (Beckman Serie DU-250), contra un blanco del amortiguador
utilizado para el ensayo de SOD. Se construyd una curva de inhibicion de la Asgo nm

contra un volumen creciente de la muestra. Una unidad de SOD se define como la
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cantidad de enzima contenida en un volumen del extracto que causa un 50% de

inhibicién en la reduccion del NBT.

6.4.2. Peroxidasa (PX)

La actividad de la peroxidasa se determin6é de acuerdo a Kar y Mishra (1976). La
mezcla de reaccidon contenia: 125 pL de amortiguador de K;HPO, 100mM pH 6.8,
50 umoles de pirogalol, 50 umoles de H,O, y 1 ml del extracto de la enzima (diluida
1:20). La mezcla de reaccion se incubd por 1 minuto a 25°C. La reaccion se detuvo
con la adicion de 0.5 mL de H,SO, al 5% (v/v). La cantidad de purpurogalina se
determind por la medicion de la absorbancia a 420nm. Una unidad de peroxidasa se
define como la cantidad de enzima que causa un incremento de 0.1 unidades de

absorbancia a 420 nm.
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7. RESULTADOS

7.1. Color

En los frutos sin acondicionar el parametro de brillantez (L*) se observé una
tendencia a disminuir en los primeros nueve dias de almacenamiento y los frutos
alcanzaron su maximo valor en a los 12 dias en todas las temperaturas de
almacenamiento, para posteriormente disminuir hacia el final del periodo de
almacenaje (Fig. 6). Los frutos acondicionados exhibieron menor brillantez
inmediatamente después del acondicionamiento (Fig. 9), aunque estos valores fueron
mayores a tiempos posteriores (3, 6 y 9 dias) en todas las temperaturas de
almacenamiento en comparacion a los valores mostrados por lo frutos sin
acondicionar (Fig. 6 y Fig. 9), hacia el final del almacenamiento la tendencia fue

similar a la observada en los frutos sin acondicionar.
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Figura 6. Luminosidad en frutos de limon ‘Mexicano’ sin acondicionar y almacenados a

distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Los cambios en el color del flavedo fueron de un verde oscuro brillante (C*=37.9 y
h*=107.3) a un amarillo profundo (C*=50 y h*=102.7) en los frutos sin acondicionar

almacenados a 25°C y a un verde alimonado brillante (C*=36.8 y h*=100.2) en los
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frutos sin acondicionar almacenados en temperaturas de refrigeracion (Fig. 7, 8, 10 y
11). Se observaron diferencias significativas en los valores de cromaticidad (C*) en
los frutos sin acondicionar almacenados a 25°C los cuales fueron mayores a los
observados en los frutos almacenados en refrigeracion durante todo el periodo de
almacenamiento (p<0.05), en cambio no existieron diferencias significativas en los
frutos sin acondicionar y almacenados en refrigeracion durante los primeros nueve
dias (4 y 10°C) (p>0.05) (Fig. 7).

Los valores iniciales de cromaticidad en los frutos acondicionados fueron menores
inmediatamente después del tratamiento a los observados en los frutos sin
acondicionar (Fig. 7 y 10), incrementandose posteriormente (los 9 primeros dias) y
superando los valores observados en los frutos sin acondicionar (excepto a los 6 dias
donde existi6 una pronunciada disminucion), para finalmente disminuir hacia el final
del almacenamiento (Fig. 10).
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Figura 7. Cromaticidad en frutos de limén ‘Mexicano’ sin acondicionar y almacenados a

distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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Figura 8. Matiz en frutos de limon ‘Mexicano’ sin acondicionar y almacenados a distintas

temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Los valores del parametro de color matiz (h*) disminuyeron en todas las
temperaturas de almacenamiento, en menor grado en los frutos almacenados en
temperaturas de refrigeracion, esta tendencia y los valores observados fueron

similares en frutos con y sin acondicionamiento no observandose diferencias

significativas entre ambos tratamientos (p>0.05) (Fig. 8 y 11).
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Figura 9. Luminosidad en frutos de limén ‘Mexicano’ acondicionados (13°C por 48h) y

almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +
desviacion estandar.
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Figura 10. Cromaticidad en frutos de limén ‘Mexicano’ acondicionados (13°C por 48h) y

almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +
desviacion estandar.
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Figura 11. Matiz en frutos de limon ‘Mexicano’ acondicionados (13°C por 48h) vy
almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +

desviacién estandar.

7.2. Pérdida fisiologica de peso.

Se observaron diferencias significativas (p<0.05) en la pérdida fisiolégica de peso
entre los frutos sin acondicionar y acondicionados en todas las temperaturas de
almacenamiento estudiadas (Fig. 12, y 13). Los frutos sin acondicionar, almacenados
a 25, 10 y 4°C perdieron menos de peso en promedio 1.470%, 0.968% y 0.966% por
dia con respecto a aquellos que recibieron el acondicionamiento durante todo el

periodo de almacenamiento (Fig. 12, y 13).

En los frutos sin acondicionar el mayor porcentaje de perdida de peso se observo en
los frutos almacenados a temperatura ambiente (25°C), seguido por los limones
almacenados a 4°C y finalmente los que menos peso perdieron fueron los limones
almacenados a 10°C (Fig. 12). Una tendencia similar fue observada en los limones

acondicionados (Fig. 13).
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Figura 12. Pérdida fisiol6gica de peso (PFP) en frutos de limén ‘Mexicano’ sin acondicionar y
almacenados en distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +

desviacién estandar.
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Figura 13. Pérdida fisiol6gica de peso en frutos de limén ‘Mexicano’ acondicionados (13°C
por 48h) y almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres

repeticiones + desviacion estandar.
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7.3. Metabolitos fermentativos (acetaldehido y etan  ol)

En general, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en los niveles de
acetaldehido en los frutos con y sin acondicionamiento durante los primeros 12 dias
en ninguna de las temperaturas de almacenamiento utilizadas. Sin embargo, se
presentd un incremento importante después de los 15 dias en los frutos

almacenados a 4°C en ambos tratamientos (Fig. 14 y 16).
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Figura 14. Niveles de acetaldehido en frutos de limén ‘Mexicano’ sin acondicionar y
almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +

desviacién estandar.

Por otra parte fueron evidentes las diferencias significativas entre los niveles
superiores de etanol presentes en los frutos sin acondicionar almacenados a 4°C con
respecto a los de los frutos almacenados a 25 y 10°C (p<0.05) (Fig. 15). No se
observaron diferencias significativas entre los frutos sin acondicionar almacenados a
10 y 25°C (p>0.05). Se observé una tendencia similar en los niveles de etanol en los

frutos acondicionados (Fig.17).
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No existieron diferencias significativas entre los frutos con y sin acondicionar con
respecto a los niveles de etanol en todas las temperaturas de almacenamiento,
excepto a los 16 y 20 dias en los frutos acondicionados almacenados a 4°C, donde

los niveles de etanol fueron mayores (Fig. 15y 17) (p>0.05).
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Figura 15. Niveles de etanol en frutos de limoén ‘Mexicano’ sin acondicionar y almacenados a
distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones + su desviacion

estandar.
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Figura 16. Niveles de acetaldehido en frutos de limén ‘Mexicano’ acondicionados (13°C por

48h) y almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones

+ desviacion estandar.
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Figura 17. Niveles de etanol en frutos de limén ‘Mexicano’ acondicionados (13°C por 48h) y

almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +

desviacién estandar.
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7.4. Compuestos aromaticos

No se detectaron ésteres (acetato de etilo, butanoato de metilo, hexanoato de metilo
y hexanoato de etilo) en ninguna de las muestras de flavedo y jugo utilizando CG o
CG-MS y con columnas empacada y capilar respectivamente, tanto en frutos sin
acondicionar como en frutos acondicionados (Fig.18). El analisis de los
cromatogramas indico la presencia de compuestos terpénicos caracteristicos de los
citricos (ver cuadro?2).
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Figura 18. Cromatograma de compuestos volatiles presentes en jugo de limén ‘Mexicano’
con y sin acondicionar (B y A) y en flavedo de limones sin acondicionar almacenados a 4°C
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Cuadro 2. Compuestos volatiles caracteristicos del aroma en los citricos presentes en el jugo

de limén ‘Mexicano’ con (B) y sin acondicionar (A) y en flavedo de limones sin acondicionar

almacenados a 4°C (C).

Compuesto
a-Pineno
B-Pineno
B-Mirceno
d-limoneno
1-4 ciclo hexadieno-1-metil4-

Imetil

Tiempo de Retencion (min)
16.09
18.76
19.54
215
22.04

7.5. Efecto del tratamiento de acondicionamiento (1

frio y los niveles de lipoperoxidacion en limon ‘Me xicano'.

3°C por 48h) en el dafio por

El dafio por frio (DPF) solo se detecto en los frutos que fueron almacenados a 4°C. A

esta temperatura el DPF incrementd significativamente después de 6 dias en los

frutos no acondicionados, mientras que en los frutos acondicionados aument6 fue

menor durante todo el periodo de almacenamiento. Es decir, se detectdé un marcado

efecto protector del tratamiento de acondicionamiento a 13°C por 48 h contra el DPF,

mostrando los frutos no acondicionados 1.6 veces mas dafio por frio que los frutos

acondicionados a los 20 dias de almacenamiento (Fig. 19).
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Figura 19. Dafo por frio en frutos de limoén ‘Mexicano’ almacenados a 4°C. Cada valor es el

promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

Los niveles mas altos de lipoperoxidacion, como un indice de dafio a membrana, se
observaron en los frutos no acondicionados en comparacion con los frutos
acondicionados (Fig. 20 y 21). En los frutos no acondicionados almacenados en las
diferentes temperaturas, los niveles mas altos de dafio a membrana se observaron a
4°C a los 6, 16 y 20 dias de almacenamiento (Fig. 20). No existieron diferencias
significativas (p>0.05) a los 3 dias con los frutos almacenados a 10°C, nialos 9y 12
dias con respecto a los frutos almacenados a 10 y 25°C. En general los frutos
almacenados a 10°C mostraron los niveles mas bajos de lipoperoxidacién con
excepcion de los 3, 6 y 9 dias donde no se observaron diferencias significativas con
respecto a las otras temperaturas de almacenamiento (p>0.05). Los limones
almacenados a 25°C mostraron los niveles mas altos de lipoperoxidacion a los 6
dias, disminuyendo posteriormente y alcanzando valores similares a los encontrados

en los frutos almacenados a 4y 10°C (Fig. 20).
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Figura 20. Niveles de lipoperoxidacion en frutos de limén ‘Mexicano’ sin acondicionar y
almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +

desviacién estandar.

En los frutos acondicionados los niveles de lipoperoxidacion fueron menores y mas
homogéneos en todas las temperaturas utilizadas en comparacion con los frutos no
acondicionados durante todo el periodo de almacenamiento (Fig. 20 y 21). Durante
los primeros 9 dias de almacenamiento, no se observaron diferencias significativas
entre los limones almacenados en refrigeracion (4 y 10°C) (p>0.05). Posteriormente
los niveles de lipoperoxidacion disminuyeron gradualmente en los frutos
almacenados a 10°C, mientras que en los frutos almacenados a 4°C se mantuvieron
constantes durante todo el periodo de almacenamiento (Fig. 21).

Los limones almacenados a 25°C mostraron altos niveles de lipoperoxidacion
después de tres dias de almacenamiento, posteriormente el dafio membranal
disminuy6 gradualmente hasta los 9 dias y finalmente se observé un incremento a

los 12 dias, al final de su vida postcosecha (Fig.21)
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Figura 21. Niveles de lipoperoxidacion en frutos de limén ‘Mexicano’ acondicionados (13°C
por 48h) y almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres

repeticiones + desviacion estandar.

7.6. Efecto del tratamiento de acondicionamiento (1 ~ 3°C por 48h) en la actividad
enzimatica de la superdxido dismutasa (SOD) y perox idasa (PX) en limon

‘Mexicano’.

En general la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) disminuyd gradualmente a
lo largo del periodo de almacenamiento en los frutos no acondicionados en todas las
temperaturas utilizadas, con excepcion del dia 6 donde se observo un importante

incremento en la actividad de la enzima en los frutos almacenados a 10°C (Fig. 22).
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Figura 22. Actividad de superoxido dismutasa (SOD) en frutos de limén ‘Mexicano’ sin
acondicionar y almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres

repeticiones * desviacién estandar.

No se observé un incremento en la actividad de SOD en los limones acondicionados

como resultado del tratamiento de acondicionamiento (Fig. 22 y 23).

Los frutos que fueron acondicionados exhibieron tendencias similares a los frutos sin
acondicionar, por ejemplo se presentd una gradual disminucién en la actividad de
SOD a lo largo del periodo de almacenamiento en los frutos a 25°C. En los frutos
acondicionados y almacenados a 10°C se observd una disminucion inicial en la
actividad de SOD, alcanzando su valor minimo a los 9 dias, seguido por un ligero

incremento (Fig. 23).

44



8
—o— 25°C
— 7 L
a7 —»— 10°C
g —a— 4°C
o 6] i
o
S
o
o %7 I
S
8 4 .
©
@
i)
c 39 r
=]
N—r'
2 o f
%)
l, |-
T T T T
0 5 10 15 20 25

Dias de Almacenamiento
Figura 23. Actividad de superdxido dismutasa (SOD) en frutos de limén ‘Mexicano’
acondicionados (13°C por 48h) y almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el

promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

A pesar de las tendencias similares mostradas por los limones acondicionados y sin
acondicionar, los mayores niveles de actividad de SOD se observaron en los frutos
acondicionados y almacenados a 4°C excepto por los primeros seis dias donde no se
observaron diferencias significativas con respecto a los frutos almacenados a 25°C
(p>0.05) (Fig. 23). Es importante resaltar que el dafio por frio solo se detecté a 4°C y
que la actividad de SOD se mantuvo durante el periodo completo de almacenamiento
en los limones acondicionados en comparacién con la disminucién observada en la

actividad de esta enzima en los frutos sin acondicionar (Fig. 23 y 22).

Los frutos sin acondicionar almacenados a 10°C y 25°C mostraron un incremento en
los niveles de actividad de la Peroxidasa (PX) a lo largo del periodo de
almacenamiento. Los niveles mas altos de actividad de PX se encontraron en los
frutos almacenados a 10°C. Sin embargo, en los frutos almacenados a 4°C se

observé una disminucion gradual en la actividad de esta enzima, después de los tres
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primeros dias, alcanzando su valor minimo hacia el final del almacenamiento (Fig.
24).
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Figura 24. Actividad de peroxidasa (PX) en frutos de limén ‘Mexicano’ sin acondicionar y
almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres repeticiones +

desviacién estandar.

Los limones acondicionados mostraron un incremento de 2.2 veces en la actividad de
PX inmediatamente después del tratamiento de acondicionamiento, en comparacion
con los frutos no acondicionados (Fig. 24 y Fig. 25). En general, la actividad de PX se
mantuvo durante todo el periodo de almacenamiento en todos los frutos
almacenados en temperaturas de refrigeracion, siendo los frutos almacenados a
10 los que presentaron los niveles mas altos de actividad de PX. En contraste, en
los frutos almacenados a 25T la actividad de PX di sminuy6 rapidamente durante los
primeros dias de almacenamiento. En los frutos acondicionados y almacenados a
4C la actividad de PX fue sustancialmente mayor que en los frutos no

acondicionados, durante la mayoria del periodo de almacenamiento (Fig. 25).
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Figura 25. Actividad de peroxidasa (PX) en frutos de limon ‘Mexicano’ acondicionados (13°C
por 48h) y almacenados a distintas temperaturas. Cada valor es el promedio de tres

repeticiones * desviacién estandar.

7.7. Efecto del tratamiento de acondicionamiento (5 3°C por 3min) en la
actividad enzimatica de la peroxidasa (PX), super6éx ido dismutasa (SOD) y los
niveles de lipoperoxidacion en limén Persa (Citrus latifolia T).

En los frutos sin acondicionar y almacenados en las diferentes temperaturas de
refrigeracion la actividad de PX fue mayor (p<0.01) que la observada en los frutos
almacenados a 25°C durante los 6 primeros dias. Posteriormente no se observaron
diferencias significativas en la actividad de PX entre los frutos almacenados en
refrigeracion y los frutos almacenados a 25°C. El acondicionamiento con calor
hamedo increment6 significativamente la actividad de PX (2.6 veces) inmediatamente
después de su aplicacion (analisis inicial). Sin embargo este incremento no se
mantuvo durante todo el periodo de almacenamiento y disminuyé en todas las
temperaturas de almacenamiento hasta alcanzar niveles similares a los observados

en los frutos no acondicionados (Fig. 26).
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Figura. 26 Efecto de la temperatura de almacenamiento en la actividad de la peroxidasa en
frutos de limén Persa con y sin acondicionamiento. Cada valor es el promedio de tres

repeticiones + desviacion estandar.

En general, el comportamiento de SOD fue similar a la actividad observada en la
enzima PX. Durante los primeros dias de almacenamiento la actividad de la SOD fue
mas alta en los frutos sin acondicionar y almacenados en refrigeracion, en especial a
13°C en comparacion con los limones almacenados a 25°C (p<0.05). Posteriormente,

la actividad de SOD a 13°C alcanzé valores similares a los observados a 25, 8 y
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4°C. De igual manera que en PX, el acondicionamiento con calor hiumedo incremento

la actividad de SOD (1.7 veces, p<0.05) inmediatamente después de tratamiento

(analisis inicial). Sin embargo, este incremento no se mantuvo durante todo el

periodo de almacenamiento y disminuyé en

todas las

temperaturas de

almacenamiento hasta alcanzar niveles similares a los observados en los frutos no

acondicionados (Fig. 27).
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Figura. 27 Efecto de la temperatura de almacenamiento en la actividad de la Superéxido

dismutasa en frutos de limén Persa con y sin acondicionamiento. Cada valor es el promedio

de tres repeticiones + desviacion estandar.
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Los frutos sin acondicionar y almacenados en refrigeracion tuvieron niveles
significativamente mas bajos de lipoperoxidacion durante los primeros 6 dias de
almacenamiento en comparacion a los observados en los frutos almacenados a 25°C
(p<0.05). Posteriormente no se observaron diferencias significativas en los niveles de
dafio membranal durante todo el periodo de almacenamiento y en ninguna de las

temperaturas utilizadas.

El acondicionamiento con calor himedo caus6 un incremento de 2.6 veces en los
niveles de lipoperoxidacion (andlisis inicial). Los niveles mas altos de
lipoperoxidaciéon se observaron en los frutos acondicionados y almacenados a 25°C
durante todo el periodo de almacenamiento. Sin embargo, los frutos acondicionados
y almacenados en temperaturas de refrigeracion mostraron una significativa
disminucion en los niveles lipoperoxidacibn en comparacion con el valor inicial,

manteniendo esta tendencia durante todo el periodo de almacenamiento (Fig. 28).
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Figura. 28 Efecto de la temperatura de almacenamiento en los niveles de lipoperoxidacién
medidos como malondialdehido en frutos de limén Persa con y sin acondicionamiento. Cada

valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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8. DISCUSION

En general los cambios en el color del flavedo de los frutos fueron de un verde
oscuro brillante (C*=37.9 y h*=107.3) a un amarillo profundo (C*=50 y h*=102.7) en
los frutos sin acondicionar almacenados a 25°C y a un verde alimonado brillante
(C*=36.8 y h*=100.2) en los frutos sin acondicionar almacenados en refrigeracion
(Fig. 7, 8, 10 y 11). Sin embargo, en los frutos acondicionados se observo un efecto
positivo (p<0.05) inmediatamente después del acondicionamiento presentando
valores de cromaticidad menores (C*= 26.95, menos vivido) a los observados en los
frutos sin acondicionar (C*=37.92) (Fig. 10 y7). Estos valores podrian ser explicados
asumiendo que las clorofilas a y b caracteristicas que proporcionan el color verde
oscuro dominante en los limones 6 limas agrias inmaduros se degraden mas
lentamente durante la aplicacion del tratamiento (13°C por 48 h) ya que la baja
temperatura trae como consecuencia una disminucién del metabolismo, dando como
resultado un retardo en la maduracion, Sin embargo, a tiempos posteriores (12 dias)
alcancen valores de cromaticidad superiores a los observados en los frutos sin
acondicionar, probablemente debido al proceso de maduraciéon de consumo, donde
la cantidad de clorofilas disminuye y los pigmentos amarillos y naranjas empiezan a

incrementar en el flavedo (Kitinoja y Kader, 2003).

El comportamiento observado en la perdida fisioldgica de peso en los frutos con y sin
acondicionamiento fue similar en ambos casos (Fig. 12, y 13), aunque los frutos
acondicionados presentaron mayores porcentajes de PFP en todas las temperaturas
de almacenamiento utilizadas, cabe sefalar que el maximo valor de PFP alcanzado
durante todo el periodo de almacenamiento en los frutos acondicionados y

almacenados en refrigeracion (4 y 10°C) fue de 0.96 % (Fig. 12, y 13).
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No existieron diferencias significativas (p>0.05) en los niveles de acetaldehido
observados entre los frutos con y sin acondicionamiento durante los primeros 12 dias
de almacenamiento en ninguna de las temperaturas utilizadas. Sin embargo, cabe
sefialar la acumulacién de acetaldehido hacia el final del almacenamiento en los
frutos almacenados a 4°C en ambos tratamientos. De igual manera, los niveles de
etanol fueron mayores en los frutos almacenados a 4°C (Fig. 14 y 16). Se han
reportado resultados similares para frutos de toronja ‘La Toma Rouge’, donde el
acondicionamiento con baja temperatura incremento significativamente los niveles de
acetaldehido y etanol (Biolatto, y col; 2005). Sin embargo, las cantidades detectadas
fueron similares a las determinadas en jugo fresco, concluyendo que las
caracteristicas sensoriales no fueron afectadas por el tratamiento de
acondicionamiento. Sin embargo, en nuestro caso las caracteristicas sensoriales
tales como el sabor dulce, acido y amargo, asi como el sabor tipico y olor intenso del
limén ‘Mexicano’ no fueron evaluadas, por lo que la comprobacién de estos

resultados requiere de un trabajo posterior de andlisis sensorial.

Existen numerosos estudios sobre la composicion quimica de volatiles tanto en
flavedo como en pulpa de diferentes citricos tales como limas y limones (Lotta y col.,
2000), naranjas (Homatidou y col., 1992; Moshonas y Shaw, 1994), mandarinas
(Moshonas y Shaw, 1997) y tangerinas (Moshonas y Shaw, 1972 y 1974).

Por otra parte, se ha reportado la presencia de ésteres en algunos cultivares de limas
y limones (Njoroge y col., 1996; Lotta y col.,, 2002). La reaccion de esterificacion
entre los &cidos carboxilicos y los alcoholes, corresponde al paso final de la
biosintesis de ésteres y esta considerada como la reaccion clave en la ruta de
biogénesis de los ésteres. La alcohol acil transferasa (AAT), es la enzima que
cataliza la reaccion de esterificacion en las plantas. Esta reaccion que culmina con la
formacion de un éster a partir de un alcohol y un &cido activado como la acetil CoA
(Olias, y col., 1995). Sin embargo, en los resultados obtenidos en el presente trabajo

no se encontraron ésteres ni en el flavedo ni en el jugo de limones con y sin
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acondicionamiento (Fig.18). Entre los factores involucrados en la sintesis de ésteres
en las frutas se encuentra la disponibilidad de precursores (&cidos grasos,
aminoacidos, alcoholes, aldehidos y acidos carboxilicos) y la presencia y actividad de
las enzimas alcohol deshidrogenasa (ADH) y alcohol acil tranferasa (AAT). Sin
embargo, no hay que olvidar que no solo la enzima responsable del paso final en la
biosintesis de un compuesto volatil particular es un factor limitante, sino también el
suministro de los sustratos en la célula es un factor importante en la regulacion de la
produccién de compuestos volatiles (Dudareva, y col., 2004). Dado que ya sea ha
reportado la presencia de los sustratos para la reaccion de esterificacion, la ausencia
de ésteres en el perfil aromatico de limén ‘Mexicano’ (Citrus aurantifolia S) podria
deberse a la ausencia de la enzima AAT o0 bien a que se encuentre presente en
forma inactiva o que el método de extraccion usado no haya sido el adecuado. La

comprobacion de estas alternativas requiere un trabajo posterior.

El estrés oxidativo inducido por bajas temperaturas y otros factores ambientales ha
sido asociado con el desarrollo del DPF. De igual manera, se ha reportado que la
aplicacion de un estrés moderado produce una mayor tolerancia a un estrés mas
severo mediante la induccion de los mecanismos antioxidantes (Sala y Lafuente,
1999; Kang y Salveit, 2001). De acuerdo con esta idea, se han reportado diferentes
tratamientos de pre-almacenamiento con calor (tolerancia cruzada) o con frio
(acondicionamiento) que reducen el DPF en citricos (Huock y col., 1990; Rodov y
col., 1995; Sala, 1998; Sala y Lafuente, 1999; Porat y col., 2000). Los resultados de
este trabajo muestran una correlacion positiva entre la efectividad del tratamiento de
acondicionamiento con frio a 13°C, la reduccién del dafo por frio, la permanencia o
induccion de las enzimas antioxidantes SOD y PX y la reduccion de los niveles de

lipoperoxidacion.

Los sintomas de DPF solo fueron detectados en los limones (Citrus aurantifolia S.)
almacenados a 4°C y el acondicionamiento a 13°C por 48 h redujo 1.6 veces el area

dafiada hacia al final del periodo de almacenamiento (veinte dias). De acuerdo a
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diversos autores la tolerancia al dafio por frio estd asociada con la induccién de
enzimas antioxidantes (CAT, SOD y APX) en frutos acondicionados, y estos
incrementos se mantienen a lo largo del periodo de almacenamiento en frio (Sala y
Lafuente, 1999; Kang y Saltveit, 2001). En resultados preliminares, nosotros
reportamos que el acondicionamiento con calor humedo (53°C por 3 min) en limoén
Persa (Citrus latifolia T.) produjo un incremento significativo pero pasajero en la
actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y PX) inmediatamente después del
tratamiento, Induccion que se perdié al transcurrir el periodo de almacenamiento.
Estos resultados junto con los sintomas de dafio por frio observados sugieren que la
efectividad del acondicionamiento depende de que la induccion de las enzimas
antioxidantes se mantenga durante todo el periodo de almacenamiento (Fig. 26, 27 y
28) (Riveray col., 2004).

En limon ‘Mexicano’ no encontramos un incremento significativo en la actividad de
SOD en los limones acondicionados y almacenados a 4°C. Sin embargo, esta
actividad se mantuvo constante durante todo el periodo de almacenamiento en
comparacion con la disminucién de la actividad de SOD observada en los frutos sin

acondicionar almacenados a la misma temperatura (Fig. 22 y 23).

Por otra parte, se observo un incremento de 2.2 veces en la actividad de PX en los
limones acondicionados y almacenados a 4°C y este incremento se mantuvo durante
todo el periodo de almacenamiento en comparacion con la disminucion observada en
la actividad de PX en los frutos no acondicionados y almacenados a esta
temperatura (Fig. 24 y 25). Estos resultados apoyan la propuesta de que la
efectividad de los tratamientos de acondicionamiento depende de la induccién o la
permanencia de los sistemas antioxidantes durante todo el periodo de
almacenamiento. Adicionalmente, nuestros resultados muestran que el tratamiento
de acondicionamiento que protege contra el DPF comparte un mecanismo comun
con los tratamientos de tolerancia cruzada, ya que ambos son capaces de reducir el

dafio por frio, previniendo el estrés oxidativo.
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El peroxido de hidrogeno ha sido propuesto como un mensajero que responde a
diferentes tipos de estrés. Se ha sugerido que la acumulacién de H,O, durante la
primera fase del proceso de infeccion de una herida es un factor importante que
determina la sensibilidad del fruto a la infeccion. La susceptibilidad esta
principalmente determinada por las diferencias entre la generacion de H,O, por
(SOD) y las enzimas que lo suprimen (CAT y PX). Como consecuencia la
acumulacion de H,O, en frutos resistentes enciende los mecanismos de defensa
(Torres y col., 2003).

Al igual que Torres y colaboradores (2003), Sala (1998) encontré que los cultivares
tolerantes al DPF tenian una mayor capacidad para dismutar el H,O, por medio de
las enzimas CAT y PX, siendo ésta la principal diferencia entre los cultivares
susceptibles y resistentes al DPF. El incremento observado, en el presente trabajo,
en la actividad de PX en los limones acondicionados apoya esta idea. Sin embargo,
aln se necesitan mas trabajos para entender y definir el papel de H,O, en este

proceso, ya que no se cuantificé este metabolito en el presente trabajo.

Posmyk y colaboradores (2001) sugirieron que en la germinacion de semillas de soya
la sensibilidad al dafio por frio estaba asociada con la lipoperoxidacion. Sin embargo,
los resultados preliminares que obtuvimos en limén Persa no concuerdan con la idea
de que la lipoperoxidacion es un mecanismo inherente del dafio por frio, ya que los
niveles de lipoperoxidacion encontrados en los frutos almacenados en temperaturas
inductoras de dafio por frio (4 y 8°C) fueron similares a los observados en los frutos
almacenados en temperaturas no inductoras de dafio por frio (13°C) (Fig. 28) (Rivera
y col., 2004). En limoén ‘Mexicano’ no se encontré ninguna correlacion entre el dafio
por frio y los niveles de lipoperoxidacion. Una posible explicacién a esta controversia,
es la sugerencia de que las plantas experimentan estrés oxidativo posterior al DPF,
cuando son transferidas de las temperaturas inductoras del DPF a temperatura
ambiente (Saruyama y Tanida, 1995). Hariyarda y Parkin (1991) encontraron que en

plantulas de pepino la lipoperoxidacion fue inducida durante el periodo de estancia en
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condiciones ambientales, no en el periodo de exposicion a bajas temperaturas. Es
importante mencionar que en este trabajo los niveles de lipoperoxidacion se midieron
inmediatamente después del almacenamiento en frio, por lo que el efecto de la
temperatura ambiente no fue determinado.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que aunque el acetaldehido y el
etanol se acumulan hacia el final del almacenamiento en los frutos con y sin
acondicionamiento almacenados en la temperatura critica inductora de DPF (4°C),
estos metabolitos no son indicadores tempranos del DPF en frutos de limén

‘Mexicano (Citrus aurantifolia S).

Por otra parte, la ausencia de ésteres en el perfil aromético de jugo y flavedo
observado, puede deberse a la ausencia de la enzima AAT, a que se encuentra
presente en forma inactiva o que el método de extraccidon usado no haya sido el
adecuado. Sin embargo, también habria que considerar la presencia y cantidad de
los sustratos de esta enzima en las muestras, ya que tienen un papel importante al
ser un factor limitante en la regulacién de la produccion de compuestos volatiles en
las células vegetales. La comprobacion de estas alternativas requiere de un trabajo

posterior.

Se observé un efecto protector del acondicionamiento al DPF con el tratamiento de
acondicionamiento con frio a 13°C por 48 h en limon ‘Mexicano’ el cual previene el

dafio por frio en los frutos almacenados a 4°C.
Nuestros resultados apoyan la idea de que la induccion o permanencia de las

enzimas antioxidantes son un factor esencial para que los tratamientos de

acondicionamiento funcionen como protectores contra el DPF.
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