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RESUMEN

En frutos de zapote mamey (Pouteria sapota (Jacq.) H. E. Moore
and Stearn) se estudié la maduracién a temperatura ambiente (20 °C;
50-60 % HR) y el comportamiento de este proceso durante y después
del almacenamiento a bajas temperaturas (5, 10 y 15 °C; 80-85 %
HR). Durante el cambio de madurez fisiologica a madurez de con-
sumo en los frutos de zapote mamey almacenados a 20 °C por 12 d
los fenoles totales disminuyeron de 1653 a 646 mg kg y la actividad
de polifenol oxidasa (PFO) se increment6 de 23.8 a 53.1 U g, y al
mismo tiempo disminuyé la astringencia. La peroxidasa (POD), cata-
lasa (CAT) y superdxido dismutasa (SOD) incrementaron su actividad
de la madurez fisiolégica a la madurez de consumo, de 383 a 2104, de
11.4 a 21 y de 6.7 a 28.5 U g, respectivamente. La proteina soluble
aument6 de 82 en la madurez fisiologica a 950 mg kg’ en la madurez
de consumo. El almacenamiento a 5 °C retrasa la disminucion de los
fenoles totales (555.6 mg kg') e inhibié la actividad de PFO (11.2
U g") 8 d después de haber sido transferidos a 20 °C; disminuyé la
actividad enzimatica de CAT (14.5 U g') y SOD (6.4 U g"), asi como
la concentracién de la proteina soluble (251.7 mg kg') durante el
mismo periodo. POD fue inhibida durante el almacenamiento, pero
alcanzé valores similares al testigo (2443.4 U g™) 8 d después transfe-
rirse a 20 °C. El almacenamiento a 10 °C provoco efectos similares
que la temperatura de 5 °C pero en menor intensidad. Los frutos
almacenados a 15 °C no fueron afectados negativamente en sus acti-
vidades enzimaéticas, proteina soluble y concentracion de fenoles tota-
les. Por tanto, la inhibicién de la actividad de enzimas antioxidantes
fue afectada negativamente por el almacenamiento a temperaturas
menores de 10 °C y estuvo asociada a daiios por frio en frutos de za-
pote mamey.

Palabras clave: Pouteria sapota; catalasa, superdxido dismutasa, fe-
noles, dafios por frio.

SUMMARY

Ripening of sapote mamey fruits (Pouteria sapota (Jacq.) H.E.
Moore and Stearn) at room temperature (20 °C, 50-60 % RH) and
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during and after low temperature storage (5, 10, and 15 °C, 80-85 %
RH) was studied. From maturity to ripening fruits stored at 20 °C
for 12 d showed a decrease in total phenolics from 1653 to 646 mg
kg! and the activity of polyphenoloxidase (PFO) increased from 23.8
to 53.1 U g, and at the same time astringency was reduced. Activi-
ties of peroxidase (POD), catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD) were increased from maturity to ripening from 383 to 2104,
11.4 to 21 and 6.7 to 28.5 U g! respectively. Soluble protein in-
creased from 82 at maturity to 950 mg kg' when ripe. Storage at 5
°C delayed the decrease in total phenolics content (555.6 mg kg')
and PFO activity was inhibited (11.2 U g') for 8 d after transferred
to 20 °C; there was a decrease in the activities of CAT (14.5 U g')
and SOD (6.4 U g') as well as of total soluble protein (251.7 mg kg -
!) during the same period. POD was inhibited during storage, but it
showed similar activity (2443.4 U g7) to the control after transfer to
20 °C. Storage at 10 °C induced similar effects to those obtained at 5
°C but at a lower intensity. At 15 °C the enzyme activities, soluble
protein and total phenolics did not show a negative behavior. There-
fore, the antioxidant enzymes were negatively affected were by stor-
age temperatures lower than 10 °C and this was associated with chill-
ing injury in sapote mamey fruits.

Index words: Pouteria sapota, catalase, superoxide dismutase, phe-
nols, chilling injury.

INTRODUCCION

El zapote mamey (Pouteria sapota (Jacq.) H. E. Moore
and Stearn) es un fruto climatérico (Henriquez, 1973) que
madura rapidamente después de la cosecha entre 3 y 10 d
(Balerdi y Shaw, 1998). Para incrementar su vida posco-
secha recientemente se ha estudiado su comportamiento
durante y después del almacenamiento a bajas temperaturas
(Diaz et al., 2000; Alia et al., 2002). Las frutas de origen
tropical son especialmente sensibles a las bajas temperatu-
ras de almacenamiento, por lo que se han buscado
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parédmetros 6ptimos de conservacion y transporte con el fin
de mantener el mayor tiempo posible su calidad integral
ante el consumidor (Pérez et al., 1999). La actividad en-
zimatica en dichos frutos ha servido como indicador de al-
teraciones metabolicas intrinsecas que se manifiestan como
desordenes fisioldgicos externos (Pérez et al., 1999).

El oscurecimiento que ocasiona el dafio por frio en fru-
tos y vegetales se ha asociado con el metabolismo de feno-
les (Salveit y Morris, 1990). Cantwell et al. (2001) de-
terminaron que en la raiz de jicama (Pachyrhyzus erosus)
el dafio por frio induce un aumento en la concentracion de
fenoles y oscurecimiento de tejidos. En la degradacion
oxidativa de compuestos fendlicos las enzimas polifenol
oxidasa (EC. 1.14.18.1; PFO) y peroxidasa (EC.
1.11.1.7; POD) son relevantes en términos de calidad, ya
que conducen al oscurecimiento (Toméas y Espin, 2001).
En la actualidad se conoce que la PFO cataliza dos diferen-
tes reacciones en presencia de oxigeno molecular: a) la
hidroxilacién de monofenoles a ortodifenoles, y b) la oxi-
dacién de ortodifenoles a ortoquinonas (Walker, 1995).
Por ser muy reactivas, las ortoquinonas son objeto de pos-
teriores reacciones secundarias que finalmente llevan a la
formaciéon de compuestos coloridos (Walker, 1995). La
POD cataliza transformaciones oxidativas de reactantes
organicos con perdxido de hidrégeno como oxidante (van
de Velde ef al., 2001). El papel de 1la POD en el oscure-
cimiento enzimatico no es claro, pero se ha propuesto que
puede estar involucrada en procesos lentos tales como el
oscurecimiento interno, y un efecto sinérgico con PFO no
se debe descartar (Tomas y Espin, 2001).

El dafio por frio también es considerado como un estrés
oxidativo relacionado con una disminucion en enzimas que
remueven especies reactivas de oxigeno, tales como super-
oxido dismutasa (EC. 1.15.1.1.; SOD) y catalasa (EC.
1.11.1.6.; CAT) (Sala, 1998). La enzima SOD cataliza la

conversién de O, a peroxido de hidrégeno y oxigeno,

mientras que la hemoproteina CAT cataliza la dismutacién
del perdxido de hidrégeno potencialmente peligroso en
oxigeno molecular y agua (Hammer, 1993). El superdxido
y peréxido de hidrégeno producidos por tejidos vegetales a
bajas temperaturas pueden causar la peroxidacion de lipi-
dos en la membrana (Wang, 1995), lo que puede originar
una pérdida en la integridad de la membrana, estructura
fisica y fluidez, que afecta la funcién apropiada de las pro-
teinas (Shewfelt y del Rosario, 2000).

En frutos de zapote mamey existe poca informacién en
cuanto al comportamiento de estas enzimas durante madu-
racion, almacenamiento a bajas temperaturas y posterior
transferencia a temperatura ambiente. Por tanto, el presen-
te trabajo consistié en estudiar a estas enzimas oxidativas
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involucradas en respuestas al estrés por frio de los frutos y
vegetales.

MATERIALES Y METODOS

En Julio de 2001 se colectaron 200 frutos de material
criollo de zapote mamey en Coatlan de Rio, Morelos, con
un peso promedio de 327 g. Los frutos fueron cosechados
de acuerdo al criterio del productor, que consiste en elimi-
nar una pequefia porcion de la ciscara en el 4pice y base
del fruto; cuando la pulpa muestra una coloracién rosa-
naranja se cosecha y alcanzard madurez de consumo. Es-
tos frutos fueron cosechados en forma manual, tratando de
causar el menor dafo fisico posible; el material experimen-
tal se uniformé por tamafio.

El material vegetal se transport al Laboratorio de Fi-
siologia de Frutales de la Universidad Auténoma Chapingo
donde se acondiciond a temperatura ambiente (20 + 2 °C)
por 5 h para posteriormente almacenar a diferentes tempe-
raturas (Cuadro 1). El disefio experimental fue uno com-
pletamente al azar, la unidad experimental fue un fruto con
cinco repeticiones; los datos del testigo s6lo se utilizaron
en la discusion de los resultados. Las evaluaciones de las
variables se llevaron a cabo cada 2 d a temperatura am-
biente en los frutos testigo. En los frutos almacenados a
bajas temperaturas se realizaron evaluaciones cada 5 d du-
rante el almacenamiento, y cada 2 d una vez transferidos a
temperatura ambiente. El anilisis inicial se realizé el dia
de cosecha y asi fue considerado para todos los tratamien-
tos.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados.

Tratamiento Num. de

frutos
12.d a 20 °C; HR de 50-60 % (testigo) 35
20da15°C; HR de 85 % + 8d a 20 °C; HR de 50-60 % 40
20da 10 °C; HRde 85 % + 8 da20 °C; HR de 50-60 % 40
20da5°C; HRde 85 % + 8 da20 °C; HR de 50-60 % 40

Las actividades enziméticas se evaluaron a partir de
polvo de acetona; éste se prepard de la manera siguiente:
40 g de pulpa mas 80 mL de acetona fria (-15 °C) grado
reactivo, se homogenizaron en una licuadora por 1 min; el
macerado se filtré al vacio, el proceso se repitié una vez
mis y se dej6 secar a temperatura ambiente (18-22 °C).
Posteriormente, los extractos se conservaron en ultracon-
gelador a -70 °C. El peso del polvo obtenido fue determi-
nado en funcién de la relacién peso fresco/peso seco.
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Fenoles totales. Se determinaron con el método de Fo-
lin y Ciocalteu descrito por Waterman y Mole (1994). A
partir de la solucién de acetona obtenida de la preparacion
del polvo de acetona, se realiz6 una mezcla de 0.04 mL +
12 mL de agua desionizada + 1 mL del reactivo de Folin
& Ciocalteu, que fue agitada por 10 s. También se agrega-
ron 3 mL de una solucién de carbonato de sodio 20 %
(tiempo cero) y se aforé a 20 mL. La muestra se dejo re-
posar 2 h para leer su absorbancia a 760 nm en un espec-
trofotometro (Milton Roy, Spectronic 21D). Se hizd una
curva patrén de acido tanico que fue reportada en mg kg™
de peso.

Proteina soluble. Se determiné por el método de Brad-
ford (1976). Para ello se mezclaron 0.5 g de polvo de ace-
tona con 5 mL de buffer Tris-HCl 0.1 M (pH 7.1), en
frio. La mezcla se centrifugd a 12 000 g por 20 min. A
una muestra de 0.1 mL del sobrenadante se adicionaron 5
mL de la solucién Coomassie Blue, se agitd y registrd la
absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro. La cuanti-
ficacion se hizo mediante una curva de calibracioén con al-
bimina de bovino.

Polifenol oxidasa (EC. 1.14.18.1; PFO). La actividad
enzimatica se determind a partir de polvo de acetona, y la
PFO se evalu6 mediante el método propuesto por Lami-
kanra (1995) con modificaciones. La enzima se extrajo a
partir de 0.2 g de polvo de acetona con 5 mL de Tris-HCl
frio, 100 mM (pH 7.1) que contenia 1 % de polivinil pi-
rrolidona (PVP). Se mezclaron en un homogenizador de
tejidos durante 30 s; posteriormente la mezcla se centrifu-
g6 por 20 min a 10 000 g a 4 °C. El sobrenadante se utili-
z6 para evaluar el cambio de absorbancia a 420 nm en el
espectrofotometro. Para el ensayo de la actividad enziméa-
tica se emplearon 3 mL de catecol 60 mM disuelto en un
amortiguador Tris-HC1 100 mM, pH 7.1 y 0.2 mL del so-
brenadante. Los ensayos se realizaron a temperatura de 22
a24 °C. La actividad enzimética se reporta como U g* de
peso fresco, donde una unidad de actividad enzimatica es
igual a la formacion de 1 umol de o-benzoquinona min™.

Catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT). La CAT se extrajo del
polvo de acetona: 0.5 g se mezclaron con 5 mL de Tris-
HC1 0.1 M con pH 8.5 que contenia 1 % de polivinilpirro-
lidona, en un homogenizador de tejidos. La mezcla se
centrifugd a 12 000 g por 20 min en una centrifuga refri-
gerada a 4 °C. La actividad de CAT se evalud mediante
el método descrito por Liick (citado por Blackwell et al.,
1990), donde 3 mL de un amortiguador 10 mM Tris-HCI,
pH 8.5 y 0.1 mL de perdxido de hidrégeno 0.88 % en 100
mM de Tris-HCI, se mezclan en una celda de cuarzo del
espectrofotometro. La reaccién se inici6 al adicionar 0.1
mL de extracto crudo y se observd el cambio en absorban-
cia a 240 nm, y la actividad enzimatica se report6 como U
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g de peso fresco, donde una unidad de actividad enzimé-
tica es igual a la descomposiciéon de 1 umol min" de H20:.
Los ensayos se llevaron a cabo a temperatura ambiente,
entre 22 'y 24 °C.

Peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POD). La extraccion de
POD fue similar a PFO y el ensayo se hizo de acuerdo con
el método Flurkey y Jen (1978), con las siguientes modifi-
caciones: la mezcla de ensayo tuvo un volumen total de 3
mL, de los cuales 2.6 mL fueron del amortiguador Tris-
HCI 100 mM, pH 7.1, 0.25 mL de guayacol 0.1 M, 0.1
mL de peréxido de hidrégeno 0.25 % y 0.05 mL del so-
brenadante; se determind el cambio de absorbancia a 470
nm en 3 min. La actividad enzimadtica se reporta como U
g de peso fresco, donde una unidad de actividad enzimé-
tica es igual a la formacién de 1 pmol de tetraguaicol
min'. Los ensayos se hicieron a temperatura ambiente,
entre 22 y 24 °C.

Superéxido dismutasa (1.15.1.1; SOD). Esta enzima
se evalud a partir de 0.5 g de polvo de acetona, al cual se
adicionaron 5 mL de amortiguador de fosfatos a pH de 7.8
y homogenizado por 40 s. La mezcla se centrifugd a 10
000 g durante 20 min a 0 °C. El sobrenadante se utiliz6
para el ensayo enzimatico propuesto por Beyer y Fridovich
(1987), donde se propone la siguiente mezcla de reaccion:
27 mL de amortiguador de fosfatos 0.05 M (pH 7.8), que
contenia 0.1 mM de EDTA, 1.5 mL de L-metionina (30
mg mL"), 1 mL de nitro blue tetrazolium (1.41 mg mL™")
y 0.75 mL de Triton X-100 al 1 %. A 3 mL de esta mez-
cla de reaccién se adicionaron 0.03 mL de riboflavina (4.4
mg 100 mL") y 0.4 mL del sobrenadante; la mezcla se
iluminé por 7 min con lamparas de luz fluorescente de 20
W GroLux, y se procedi a leer la absorbancia a 560 nm.
El incremento en absorbancia debido a la formacién de
“nitro blue tetrazolium formazan” por unidad de tiempo
equivale a la velocidad de reaccién; y la absorbancia en
ausencia de SOD y en presencia de varias cantidades de
SOD se utiliz6 para determinar el nimero de unidades/mL
de SOD en la solucién (Stauffer, 1989). Una unidad de
SOD es igual a la cantidad de sobrenadante que fotoinhibe
en 50 % la formacién de “nitro blue tetrazolium forma-
zan” (Giannopolitis y Ries, 1977). Los ensayos se lleva-
ron a cabo a temperatura de ambiente, entre 22 y 24 °C.

Los datos obtenidos por fecha se sometieron a anilisis
de varianza y comparacién de medias por el método de
Tukey (P < 0.05), entre los tratamientos almacenados a
bajas temperaturas, y los frutos almacenados a temperatu-
ra ambiente fueron utilizados como referencia. Se presen-
tan graficas del comportamiento de las variables evaluadas
(media + error estindar) en los frutos testigo, y se sefiala
la comparacion de medias entre los tratamientos almacena-
dos a bajas temperaturas, por dia.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Fenoles totales

Las concentraciones de fenoles totales en los frutos
testigo disminuyeron de 1653 mg kg™ en madurez fisiol6-
gica a 646 mg kg’ en la madurez de consumo, y luego a
66 mg kg en la senescencia (Figura 1). En frutos de za-
pote mamey provenientes de la misma regiéon de estudio
(Coatlan del Rio, Morelos), Saucedo et al. (2001) reportan
valores de 15 300 mg kg' en madurez fisioldgica y 2000
mg kg' en la madurez de consumo, pero la extraccion se
realizo con metanol. Antes, Alia (Com. Personal)' registr6
valores de 790 mg kg en la madurez fisiologica que bajan
a 220 mg kg' en la madurez de consumo. Este comporta-
miento fue conforme al tratamiento de etileno de 2000 mg
L' por 24 h y la extraccion se realizé con etanol a 80 %.
Las diferencias entre los resultados obtenidos y los repor-
tados por varios investigadores se pueden deber a que la
acumulacion de fenoles en frutos varia ampliamente entre
especies, variedades, temporadas y localidades (Van Bu-
ren, 1970), o por el método utilizado para la determinacién
de los fenoles. La disminucion de los fenoles se ha aso-
ciado con una disminucién de la astringencia en mango
(Mangifera indica L.) (Lizada, 1993). Los resultados del
presente trabajo indican un comportamiento de los frutos
de zapote mamey similar al mango.
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Figura 1. Comportamiento de los fenoles totales en frutos de zapote mamey
almacenados a diferentes temperaturas. Cada punto indica la media de 4
observaciones + error estandar (Testigo). La flecha indica la transferencia a
20 °C. Medias con letras iguales entre los tratamientos a bajas temperaturas
por dia no son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Al término del almacenamiento, las concentraciones de
fenoles totales en los frutos almacenados a 5, 10y 15 °C,
fueron de 954, 1020 y 763 mg kg™ (Figura 1), respectiva-

" Iran Alia Tejacal. Fisi6logo Vegetal. Facultad de Ciencias Agropecua-
rias. Universidad Auténoma del Estado de Morelos
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mente. Posterior a la transferencia a 20 °C, hubo una
disminucién continua en los fenoles de los frutos previa-
mente almacenados a 15 °C; en cambio, en los almacena-
dos a 10 °C la disminucién fue evidente hasta después de 6
d a?20 °C, y en los frutos previamente almacenados a 5 °C
se presentd un aumento progresivo en la concentracién de
fenoles por 6 d a 20 °C para al final disminuir. En jicama
se reportd un incremento en la cantidad de fenoles totales
por efecto del almacenamiento en frio, debido al incremen-
to de la enzima fenilalanina amonio liasa (EC 4.3.1.5). El
aumento en fenoles es continuo una vez transferidos a
temperatura ambiente (Cantwell et al., 2001). El analisis
de varianza detect6 diferencias entre los tratamientos a ba-
jas temperaturas (P < 0.05), después de 2 d a temperatura
ambiente (Figura 1).

Polifenol oxidasa

La actividad de PFO en los frutos testigo aumentd de
23.8 a 53.1 U g' de la madurez fisiologica a la madurez
de consumo (Figura 2), comportamiento que es similar al
reportado por Alia ef al. (2002). Varios reportes sugieren
que la enzima se localiza exclusivamente en plastidios y se
libera al citosol después de dafios, senescencia o deterioro
del d6rgano (Steffens et al., 1994). En frutos de olivo (Olea
europea L.) inmaduros se ha reportado que estd unida
fuertemente al cloroplasto; sin embargo, en frutos maduros
la PFO es esencialmente soluble. Lo anterior demuestra
que en esta ultima etapa las membranas de los cloroplastos
se rompen y su estructura lamelar se desintegra, lo que fa-
cilita la liberacién de la enzima (Marqués et al., 1995).
Los frutos de zapote mamey presentan un oscurecimiento
gradual durante la maduracién (Diaz et al., 2000), oscure-
cimiento que puede ser enzimatico atribuible a la oxidacién
de compuestos fendlicos por PFO en presencia de oxigeno
(Amiot et al., 1997). En papaya (Carica papaya L.) la ac-
tividad de PFO aumenta en la etapa de madurez de consu-
mo, lo que puede explicar la desaparicion del sabor amar-
go (astringente) en la pulpa del fruto (Pal y Selvaraj,
1987). En zapote mamey la disminucién en astringencia
durante la maduracién probablemente se deba a la menor
concentracién de fenoles totales (Figura 1) y al aumento de
PFO (Figura 2).

Durante el almacenamiento a 15 °C, la actividad de po-
lifenol oxidasa disminuyé durante los primeros 10 d; pos-
teriormente aumentd en forma continua hasta la salida a 20
°C y 6 d después alcanzé su maxima actividad (Figura 2).
En los frutos almacenados a 5 y 10 °C, la actividad de po-
lifenol oxidasa disminuy6 durante el tiempo de almacena-
miento de 20 d; una vez transferidos a 20 °C, la actividad
aument6 continuamente en los frutos almacenados previa-
mente a 10 °C hasta presentar un maximo 6 d después,
para luego disminuir. Sin embargo, en los frutos
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almacenados previamente a 5 °C la actividad de PFO se
mantuvo baja y constante después de la refrigeracion (Fi-
gura 2), por lo que la temperatura de 5 °C debi6 afectar la
actividad de PFO. Segin Cano et al. (1995), la madura-
cion de frutos es fundamentalmente un proceso de diferen-
ciacién que involucra sintesis programada de enzimas es-
pecificas, y que en papaya indica sintesis de proteinas con
actividades de POD y PFO que ocurren antes de la etapa

80
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Figura 2. Actividad de polifenol oxidasa en frutos de zapote mamey alma-
cenados a diferentes temperaturas. Cada punto indica la media de 4 ob-
servaciones + error estdndar (testigo). La flecha indica la transferencia
a 20 °C. Medias con letras iguales entre los tratamientos a bajas tem-
peraturas por dia no son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Peroxidasa

En los frutos testigo la actividad de peroxidasa se man-
tuvo en aumento desde la madurez fisiologica (383 U g*)
hasta la madurez de consumo (2104 U g'; Figura 3). Si-
milarmente, Pérez et al. (1999) observaron en frutos de
zapote mamey almacenados a 20 °C, que la actividad de
peroxidasa aumenta durante la maduracién. Esta induc-
cioén de la madurez de consumo y de inicio de senescencia
probablemente se debe a la presencia de compuestos feno-
licos libres factibles de reaccién, ya que el aumento en la
actividad de POD esta relacionada con el incremento de la
respiracion durante el climaterio (Alia et al., 2002). El
aumento de la actividad de POD soluble se ha propuesto
como un parametro de maduraciéon y senescencia en frutos
de manzana (Malus domestica Borkh.) (Ingham er al.,
1998).

En frutos almacenados a 15 °C la actividad de peroxi-
dasa aument6 continuamente, tendencia que se mantuvo
una vez transferidos a 20 °C (Figura 3), comportamiento
que es semejante al de los frutos testigo. Durante el alma-
cenamiento a 5y 10 °C la actividad de la enzima peroxi-
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dasa se mantuvo baja y sin cambio, atribuible a una menor
actividad por efecto del frio, ya que dicha actividad au-
mentd rapidamente después de la transferencia a 20 °C
(Figura 3). Pérez et al. (1999) sefialan que en frutos de
zapote mamey la actividad de peroxidasa se inhibe por
completo durante el almacenamiento a 2.5 °C y parcial-
mente a 10 °C, lo cual coincide con los resultados obteni-
dos en el presente experimento. Zauberman et al. (1988)
observaron que la actividad de POD en la céscara de frutos
de mango almacenados a 5 °C por 20 d alcanzé niveles
mayores una vez transferidos a 20 °C, que en frutos alma-
cenados constantemente a 20 °C. Los frutos de zapote
mamey almacenados a 10 y 5 °C por 20 d y luego transfe-
ridos a temperatura ambiente sufrieron dafios por frio (da-
tos no mostrados), pero la actividad de POD fue similar a
la de los frutos testigo (Figura 3). Este comportamiento
que podria deberse a la termoestabilidad de POD (Robin-
son, 1991). En Pisum sativum L. la enzima no se desnatu-
ralizada durante el almacenamiento a temperaturas entre 5
y — 40 °C (Gkinis y Fenneman, 1978).
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Figura 3. Actividad de peroxidasa en frutos de zapote mamey almacena-
dos a diferentes temperaturas. Cada punto indica la media de 4 observa-
ciones + error estandar (testigo). La flecha vertical indica la transferen-
cia a 20 °C. Medias con letras iguales entre los tratamientos a bajas
temperaturas por dia no son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Proteina soluble

En los frutos testigo se observé un incremento en pro-
teina soluble; en la etapa de madurez fisiologica la concen-
tracion fue de 82 mg kg', mientras que en madurez de
consumo y senescencia fue 11 (950 mg kg™') y 36 (2991
mg kg?) veces mayor (Figura 4). Ello probablemente se
deba a que varios de los cambios y rutas metabdlicas de la
maduracién involucran sintesis de proteinas (Tucker,
1993). Asi, en frutos de manzana la sintesis de proteina
aumenta durante la maduracién y después de ésta (Lu et
al., 1992)
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El zapote mamey posee entre 19 000 y 21 000 mg kg™
de proteina cruda (Hall et al., 1980; Morton, 1987). La
mayoria de los frutos comerciales contienen en promedio
8 000 mg kg* de proteina cruda, dato que resulta particu-
larmente importante para frutos de areas tropicales donde
el suministro de proteina no es suficiente para el creci-
miento y mantenimiento de la salud humana (Hall ef al.,
1980).

En los frutos almacenados a 5 y 15 °C la concentracién
de proteina soluble aument6 en 3 y 4 veces durante el al-
macenamiento, mientras que los frutos almacenados a 10
°C no se detectaron cambios en la concentracién de pro-
teina (Figura 4). Después de la transferencia a 20 °C, los
frutos que fueron almacenados a 10 y 15 °C presentaron
un comportamiento similar al de los frutos testigo (Figura
4), ya que la proteina soluble aument6 en esta fase de la
maduracién. Los frutos previamente almacenados a 5 °C
mostraron una baja concentracién de proteina soluble, se-
guida de un leve aumento que no fue suficiente para alcan-
zar los niveles de los otros tratamientos, lo que sugiere que
la sintesis de proteina se inhibi6 por efecto del frio y del
tiempo de almacenamiento.
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Figura 4. Comportamiento de la proteina soluble en frutos de zapote ma-
mey almacenados a diferentes temperaturas. Cada punto indica la media
de 4 observaciones + error estandar (testigo). La flecha vertical indica
la transferencia a 20 °C. Medias con letras iguales entre los tratamien-
tos a bajas temperaturas por dia no son estadisticamente diferentes
(P <0.05).

Catalasa

Durante la maduracion la actividad de catalasa aument6
de 11.4 U g! en la madurez fisiologica a 20.9 U g’ en la
madurez de consumo (Figura 5), probablemente debido al
aumento de respiracién y otros procesos oxidativos. Aun-
que parecen similares los comportamientos de catalasa y la
proteina soluble (Figura 4), la correlacion es baja y no sig-
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nificativa (r = 0.0486 ns). En frutos de mango y papaya
la actividad de catalasa también se incrementa considera-
blemente durante la maduraciéon (Mitra y Baldwin, 1997,
Pal y Selvaraj, 1987). Los andlisis estadisticos detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05).
La actividad de catalasa aument6 durante el almacenamien-
to a 15 °C, ya que a la salida del almacenamiento tenia
una actividad de 20.9 U g, y la méxima actividad (29.7 U
g) la alcanzo 2 d después de la transferencia a 20 °C, pa-
ra posteriormente disminuir. De la misma manera se
comportaron los frutos almacenados previamente a 10 °C,
pero con una actividad maxima menor; al salir del almace-
namiento su actividad era de 12.7 U g, y una vez transfe-
ridos a 20 °C mostraron dos maximos a los 4 y 8 d, con
20.1y21.1 U g, respectivamente.
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Figura 5. Actividad de catalasa en frutos de zapote mamey almacenados
a diferentes temperaturas. Cada punto indica la media de 4 observacio-
nes + error estdndar (testigo). La flecha vertical indica la transferencia
a 20 °C. Medias con letras iguales entre los tratamientos a bajas tempe-
raturas por dia no son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Los frutos almacenados a 5 °C mostraron una reducida
actividad de catalasa (7.3 U g*) durante el almacenamiento
(Figura 5), y ese nivel se mantuvo constante hasta 6 d des-
pués de la transferencia a 20 °C; 2 d después aumentd un
poco hasta 14.5 U g, lo que indica una posible inactiva-
cion de la enzima por el tiempo de exposicion al frio o in-
hibicién en la sintesis de proteina (MacRae y Ferguson,
1985). El presente experimento parece estar asociado a lo
altimo, ya que los resultados presentan cierta relacién (r =
0.40**) entre la concentracién de proteina soluble y la ac-
tividad de la enzima en los frutos almacenados a bajas
temperaturas (Figuras 4 y 5). Pero la inactivacién no se
puede descartar porque la catalasa es activa cuando la mo-
lécula precursora pasa a través de la membrana del peroxi-
soma a partir del citosol; una vez dentro del peroxisoma
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adquiere grupos hemo y agregados para su activacion. El
dafio a la membrana del peroxisoma puede afectar el en-
samblado de catalasa, ya que un efecto del frio es la alte-
racion de la membrana (MacRae y Ferguson, 1985). En
este caso, el almacenamiento a 5 °C por 20 d pudo haber
afectado el posterior comportamiento de la enzima a tem-
peratura ambiente.

Superéxido dismutasa

La actividad de SOD aument?6 los primeros 4 d después
de la cosecha, para después disminuir y finalmente aumen-
tar en la madurez de consumo y senescencia (Figura 6).
En Amelincher alnifolia Nutt. las actividades de SOD y
CAT disminuyeron durante la maduracién, lo cual puede
contribuir a la acumulacién de superéxido y peréxido de
hidrégeno, e incrementar el estrés oxidativo (Rogiers et
al., 1998). Sin embargo, Du y Bramlage (1994) determi-
naron un incremento en la actividad de SOD durante la se-
nescencia de los frutos de manzana, por lo que le proponen
un papel de proteccion contra la senescencia asociada con
radicales libres. En jitomate (Lycopersicum esculentum
Mill.) la actividad de SOD aumenta durante la sobremadu-
racion, pero tal aumento no se correlaciond con cambios
en la expresion genética de SOD. Por ello se ha sugerido
realizar estudios de esta enzima a nivel subcelular para en-
tender mejor la maduracién (Jiménez et al., 2002).

Durante el almacenamiento a bajas temperaturas la ac-
tividad de SOD fue constante; posterior a la transferencia a
20 °C la actividad de SOD en los frutos almacenados a
15 °C aumentd continuamente, mientras que en los frutos
almacenados a 10 °C la actividad aument6 hasta 6 d des-
pués y en los frutos a 5 °C la actividad se mantuvo baja
(Figura 6). Al igual que para catalasa, probablemente la
temperatura y tiempo de almacenamiento afectaron la acti-
vidad de SOD después de la transferencia a 20 °C. Al
comparar melones silvestres y cantaloupe Charentais modi-
ficados genéticamente (Cucumis melo var. cantalupensis
Naud. ‘vedratais’ expresando el gen antisentido de ACC
oxidasa) almacenados a 2 °C y posteriormente transferidos
a 22 °C, el material silvestre presentd dafios por frio y una
menor actividad de SOD durante el almacenamiento; en
contraste, los frutos genéticamente modificados no presen-
taron dafio por frio y tuvieron mayor actividad de SOD en
la mismas condiciones (Ben Amor et al., 1999). El alma-
cenamiento a 5 °C por 20 d causé dafio por frio en frutos
de zapote mamey, dafios que pueden ser debidos en parte a
las bajas actividades de SOD y CAT.
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Figura 6. Actividad de peroxidasa en frutos de zapote mamey almacena-
dos a diferentes temperaturas. Cada punto indica la media de 4 observa-
ciones + error estdndar (testigo). La flecha vertical indica la transferen-
cia a 20 °C. Medias con letras iguales entre los tratamientos a bajas
temperaturas por dia no son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

CONCLUSIONES

La maduracién de los frutos de zapote mamey se ca-
racteriza por disminucién de fenoles totales, y por aumento
en las actividades enzimiticas de polifenol oxidasa, pe-
roxidasa, proteina soluble, catalasa y superdxido dismuta-
sa. El almacenamiento a 15 °C no afectd los procesos
bioquimicos relacionados con las variables evaluadas, pero
el almacenamiento a 10 °C ya produjo efectos negativos.
La sintesis de proteina y las actividades de polifenol oxida-
sa, catalasa y superéxido dismutasa fueron reducidas por el
almacenamiento a 5 °C durante 20 d, lo que se atribuye a
dafios por frio.

AGRADECIMIENTOS

Se agradece el apoyo del proyecto SEP-PROMEP
(103.5/04/1359)

BIBLIOGRAFIA

Alia TI, M T Colinas L, M T Martinez D, R M Soto H (2002) Facto-
res fisioldgicos, bioquimicos y de calidad en frutos de zapote
mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) en posco-
secha. Rev. Chapingo S. Hortic. 8:263-281.

Amiot M J, A Fleuriet, V Cheynier, J Nicolas (1997) Phenolic com-
pounds and oxidative mechanism in fruit and vegetables. In:
Phytochemistry of fruit and vegetables, F A Tomas Barberan, R
J Robins (eds). Oxford University Press, USA. pp:51-85.

Balerdi C F, P E Shaw (1998) Sapodilla, sapote and related fruit. In:
Tropical and subtropical fruits. P E Shaw, H T Chan, S Nagy
(eds). AGSCIENCE. USA. pp:78-136.



DANOS POR FRIO EN MAMEY. II. FENOLES Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

Ben Amor M, B Flores, A Latché, M Bouzayen, J C Pech, F Romo-
jaro (1999) Inhibition of ethylene biosynthesis by antisense ACC
oxidase RNA prevents chilling injury in Charentais cantaloupe
melons. Plant Cell Environ. 22:1579-1586.

Beyer F W, I Fridovich (1987) Assaying for superoxide dismutase activ-
ity: some large consequences of minor changes in conditions.
Analyt. Biochem. 161:559-566.

Blackwell R D, A J S Murray, P J Lea (1990) Enzymes of photorespi-
ratory carbon pathway. In: Methods in Plant Biochemistry. P J
Lea (ed). Academic Press. USA. pp:129-144.

Bradford M M (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein utilizing the principle of pro-
tein-dye binding. Analit. Biochem. 72:248-254.

Cano M P, B Ancos, G Lobo (1995) Peroxidase and polyphenoloxidase
activities in papaya during postharvest ripening and after freez-
ing/thawing. J. Food Sci. 60:815-817.

Cantwell M I, G Peiser, E Mercado Silva (2001) Induction of chilling
injury in jicama (Pachyrhizus erosus) roots: changes in texture,
color and phenolics. Postharv. Biol. Technol. 25:311-320.

Diaz P J C, S Bautista, R Villanueva (2000) Quality changes in sapote
mamey fruit during ripening and storage. Postharv. Biol. Tech-
nol. 18:67-73.

Du Z, W J Bramlage (1994) Superoxide dismutase activities in senesc-
ing apple fruit (Malus domestica Borkh.) J. Food Sci. 59:581-
584.

Flurkey W H, J J Jen (1978) Peroxidase and polyphenol oxidase activi-
ties in developing peaches. J. Food Sci. 43:1828-1831.

Giannopolities C N, S K Ries (1977) Superoxide dismutases. Plant
Physiol. 59:309-314

Gnikis A M, O R Fennema (1978) Changes in soluble and bound per-
oxidases during low-temperature storage of green beans. J. Food
Sci. 43:527- 531.

Hall N T, J M Smoot, R J Knight, S Nagy (1980) Protein and amino-
acid compositions of ten tropical fruits by gas-liquid chromatog-
raphy. J. Agric. Food Chem. 28:1217-1221.

Hammer E F (1993) Oxidoreductases. /n: Enzymes in Food Processing,
T Nagodawhitana (ed). Academic Press. USA. pp:221-247

Henriquez J M (1973) Patrones de respiracién de algunas frutas tropica-
les. Proc. Tropical Region. Amer. Soc. Hortic. Sci. 17:167-175.

Ingham L. M, M L Parker, K W Waldron (1998) Peroxidase: changes
in soluble and bound forms during maturation and ripening of
apples. Physiol. Plant. 93:93-100.

Jiménez A, G Creissen, B Kular, J Firmin, S Robinson, M Verho-
eyen, P Mullineux (2002) Changes in oxidative processes and
components of the antioxidant system during tomato fruit ripen-
ing. Planta 214:751-758.

Lamikanra O (1995) Enzymatic browning of Muscadine grapes prod-
ucts. In: Enzymatic Browning and its Prevention, C L Lee, J] R
Whitaker (eds). ACS. Washington, USA. pp:166-177.

Lizada C (1993) Mango. In: Biochemistry of Fruit Ripening. G B Sey-
mour, J E Taylor, G A Tucker (eds). Chapman & Hall. London.
pp:255-271.

Lu G, H Liang, Z Lu (1992) Metabolism of ribonucleic acid and protein
in ripening apple fruits. J. Plant Physiol. 139:569-573.

MacRae E A, I B Ferguson (1985) Changes in catalase activity and hy-
drogen peroxide concentration in plants in response to low tem-
perature. Physiol. Plant. 65:51-56.

Marqués A L, A Fleuriet, J J Macheix (1995) Fruit polyphenol oxi-
dases: New data on an old problem. /n: Enzymatic Browning
and its Prevention. C L Lee, J R Whitaker (eds). ACS. Wash-
ington, USA. pp:90-104.

32

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 28 (1), 2005

Mitra S K, E A Baldwin (1997) Mango. In: Postharvest Physiology and
Storage of Tropical and Subtropical Fruits. S K Mitra (ed). CAB
International. Wallingford, U.K. pp:85 -122.

Morton J F (1987). Sapote. In: Fruits of Warm Climates. J F Morton
(ed). Miami, Fl. USA. pp:398-402.

Pal D K, Y Selvaraj (1987) Biochemistry of papaya (Carica papaya L.)
fruit ripening: changes in RNA, DNA, protein and enzymes of
mitocondrial, carbohydrate, respiratory and phosphate metabo-
lism. J. Hort. Sci. 62:117-124.

Pérez T G O, I Vargas A, J C Diaz P, M A Téllez M (1999) Actividad
de polifenoloxidasa y peroxidasa en frutos de mamey sapote
(Pouteria sapota). Rev. Iberoam. Tecnol. Postcosecha 1:120-
125.

Robinson D S (1991) Peroxidases and their significance in fruits and
vegetables. In: Food Enzymology. Vol. 1. P F Fox. (ed). El-
sevier, London. pp:399-426.

Rogiers S Y, G N Mohan Kumar, N R Knowles (1998) Maturation and
ripening of fruit of Amelanchier alnifolia Nutt. are accompanied
by increasing oxidative stress. Ann. Bot. 81:203-211.

Saucedo V C, A R Martinez M, S H Chavez F, R M Soto H (2001)
Maduracién de frutos de zapote mamey (Pouteria sapota (Jacq.)
H. E. Moore & Stearn tratados con etileno. Rev. Fitotec. Mex.
24:231-234.

Sala J M (1998) Involvement of oxidative stress in chilling injury in
cold-stored mandarin fruits. Postharv. Biol. Technol. 13:255-
261.

Salveit M E, L E Morris (1990) Overview on chilling injury of horticul-
tural crops. In: Chilling injury of horticultural crops. C Y Wang
(ed). CRC Press. Boca Raton, Florida, USA. pp:3-15.

Shewfelt R L, B A del Rosario (2000) The role of lipid peroxidation in
storage disorders of fresh fruits and vegetables. HortScience
35:575- 579

Stauffer C E (1989) Enzyme Assays for Food Scientists. Van Nostrand
Reinhold. USA. 317 p.

Steffens J C, E H, M D Hunt (1994) Polyphenol oxidase. In: Genetic
Engineering of Plant Secondary Metabolism, B E Ellis (ed). Ple-
num Press. New York, USA. pp:275-312

Tomés Barberan F A, J C Espin (2001) Phenolic compounds and re-
lated enzymes as determinants of quality in fruits and vegetables.
J. Sci. Food Agric. 81:853-876.

Tucker G A (1993) Introduction. In: Biochemistry of Fruit Ripening. G
B Seymour, J E Taylor, G A Tucker (eds). Chapman & Hall.
London. pp:1-55.

Van Buren J (1970) Fruit phenolics. /n: The Biochemistry of Fruits and
their Products A C Hulme (ed). Academic Press. Kent, Great
Britain. pp:269-304.

Van de Velde F, F Rantwijk, R A Sheldon (2001) Improving the cata-
lytic performance of peroxidases in organic synthesis. Trends
Biotech. 19:73-80.

Walker J R L (1995) Enzymatic browning in fruits: its biochemistry and
control. In: Enzymatic Browning and its Prevention. C L Lee, J
R Whitaker (eds). ACS. Washington, D.C. USA. pp:8-22.

Wang C Y (1995) Effect of temperature preconditioning on catalase,
peroxidase and superoxide dismutase in chilled zucchini squash.
Postharv. Biol. Technol. 5:67-76.

Waterman P G, S. Mole (1994) Analysis of Phenolic Plant Metabolites.
Blackwell Scientific Publications, Oxford, UK. 238 p.

Zauberman G, Y Fuchs, I R, A Wexler (1988) Chilling injury, peroxi-
dase and cellulose activities in the peel of mango fruit at low
temperature. HortScience 23:732-733.



