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Resumen

El cultivo de banano no solo enfrenta problemas de plagas y enfermedades
ademas presenta desérdenes fisiolégicos. Estos desérdenes son causados
por cambios ambientales como el dafio por frio que disminuye la calidad de
los frutos, ocasionando pérdidas de hasta un 50% en el rendimiento del
cultivo. Adicionalmente por manejo postcosecha, principalmente durante el
transporte y almacenamiento, se tienen pérdidas de hasta un 20% ya que
esta fruta es muy sensible a las bajas temperaturas. Ante esta situacion es
necesario buscar alternativas viables que puedan dar solucion a este
problema.

En la presente tesis, se analizé el efecto de la aplicacion foliar de
soluciones (50 y 100 mM) de glicina-betaina (GB) en el desarrollo del dafo
por frio en frutos de banano. Después de tres dias de la aplicacién de GB
asperjada en hojas de banano a razén de 0.250 l/planta, los frutos se
cosecharon, se almacenaron a 10°C durante 2, 4 o 6 horas y después se
transfirieron a 23+1°C hasta su maduracién. A intervalos de 24 horas se
cuantificaron los contenidos de proteinas solubles, fenoles solubles,
actividad de la enzima polifenol oxidasa, contenido de clorofilas y
carotenoides totales, eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm), fuga
de electrolitos, produccion de etileno y respiracion.

Los resultados mostraron que los frutos de banano sufren cambios
bioquimicos cuando son expuestos a frio (10°C) en etapas postcosecha.
Dichos cambios comprendieron un aumento en la actividad de la polifenol
oxidasa de hasta diez veces con respecto al control y disminucion del
contenido de fenoles en un 42.2%, lo cual se vio reflejado en un mayor
pardeamiento epidérmico de los frutos. La exposicion al frio también causé
una reduccioén del 70% en el contenido de proteinas solubles, mientras que
la degradacion de clorofilas se redujo en un 11.2% y el contenido de
carotenoides fue 31.5% menor con respecto al control.

En el aspecto fisiologico, el frio caus6 dafo en el mecanismo fotosintético
afectando al fotosistema |l; esto se reflej6 en una caida rapida en la
eficiencia del transporte electrénico de este fotosistema (Fm/Fv) de 0.84 a
0.14, la respiracion disminuyé en un 48.43 % con respecto al control, la
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produccion de etileno se adelanté provocando la maduraciéon temprana del
fruto, la fuga de electrolitos se incrementé en un 33.51% lo que sugiere
dafos a nivel de membrana.

Por otra parte, la aplicacion foliar de GB (50 y 100 mM) a las plantas de
banano en precosecha, redujo las alteraciones bioquimicas y fisiolégicas
provocadas al exponer los frutos a bajas temperaturas en postcosecha. El
pardeamiento se atenué y se retarddé el proceso de maduracién
presentando mayor estabilidad las clorofilas totales de 23.9% vy los
carotenoides (27.4%). Este tratamiento permiti6 que los fenoles se
mantuvieran sin cambios significativos cuando los frutos se sometieron a
frio. El contenido de proteinas aumenté casi tres veces con respecto al
control cuando los frutos se trataron con GB y se expusieron al frio. La
aplicacion de GB quiza tuvo accién a nivel de ajuste osmético, factor que
permiti6 estabilizar membranas disminuyendo con ello la fuga de
electrolitos hasta un 42.4%. Ademas, la GB parecié proteger al fotosistema
Il'y con ello mantuvo la eficiencia fotoquimica de este complejo proteico.

En conjunto, los resultados del presente trabajo sugieren que la aplicacion
foliar de GB podria usarse como tratamiento agronémico en cultivares de
banano con el fin de prevenir los dafos que ocasiona el frio en esta
especie. Este tratamiento seria util tanto para contrarrestar los efectos que
induce el frio en los cultivares a cielo abierto como en los frutos que al ser
comercializados tienen que ser almacenados a bajas temperaturas.
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Abstract

Banana plantations are affected not only by various diseases but also by
many physiological disorders. These disorders are caused by environmental
changes such as chilling injury, which reduces the quality of fruits and
causes losses of up to 50% in the yield of bananas. Chilling injury of the
fruits can also occur during the transport and storage and losses of up to
20% can occur during post-harvest handling. Given this situation it is
necessary to explore alternatives that might provide solutions to this
problem.

In the present work, the effect of foliar application of solutions (50 and 100
.mM) of glycine-betaine (GB) to prevent the subsequent development of
chilling injury on banana fruits was analyzed. After three days of the
application of GB over banana leaves (0,250 I/plants), the fruits were
harvested and stored at 10°C during 2, 4 or 6 hours and they were later
transferred to 23+1°C until they reached maturity. At 24 hours intervals
banana fruits were sampled and various parameters, such as soluble
proteins content, soluble phenols, polyphenol oxidase activity, totals
chlorophylls and carotenoids content, photochemical efficiency of
photosystem Il (Fv/Fm), electrolyte leakage, ethylene production and
respiratory rate were quantified.

The results showed that banana fruits undergo biochemical changes when
they are exposed to low temperatures (10°C) during post-harvest stages.
Changes included an increase in polyphenol oxidase activity of up to ten
times with respect to control and a decrease of phenolics content to 42.2%,
which reflected in a greater epidermic browning in the fruits. The exposure
to low temperature caused a reduction of 70% in the soluble proteins
content, while the chlorophyll degradation decreased to 11.2% and the total
carotenoids content was reduced to 31.5% with respect to control.

With respect to the physiological changes, the photosynthetic machinery
was affected by low temperature causing a fast decrease in the efficiency of
photosystem Il (Fm/Fv) from 0.84 to 0.14, the respiratory rate decreased to
48.43% with respect to control, the ethylene production was accelerated
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causing the early maturation of the fruit and the electrolyte leakage
increased 33.51%, which indicated damages to the membrane.

In addition, the foliar application of GB (50 and 100 mM) to banana plants
prior to harvest reduced the biochemical and physiological alterations on
harvested fruits caused by chilling injury. The browning was attenuated and
the maturation process was retarded, the chlorophyll stability increased to
23.9% and the carotenoids to 27.4%. While no significant changes occurred
in the phenolics content exposed to cold. The proteins content in banana
fruits increased three times with respect to control. The application of GB
perhaps allowed osmotic adjustment, causing membrane stabilization and
low electrolyte leakage to 42.4%. GB protected the photosystem |l
maintaining the photosynthetic efficiency of this protein complex.

The results of the present work suggest that foliar application of GB could
be used agronomicaly to reduce the damage caused by cold in banana
fruits. This treatment could be used in banana plantations to reduce the
damage caused by low temperature on the fruits during their post-harvest
stage as well as the fruit stored to low temperature.
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Introduccion

Introduccion

Uno de los cultivos mas importantes en la agricultura es el banano; el cual
ocupa el primer lugar de produccion de las frutas tropicales, no sélo en
México sino también en el mundo. El banano es considerado como una de
las frutas basicas en la alimentacién humana, debido a su bajo precio, su
elevado valor nutritivo, asi como su alta disponibilidad durante todo el afo.

En México se cultivan bananos en 17 entidades, pero sélo cinco destacan
como las abastecedoras del mercado nacional y de exportacién, estas son
Chiapas, Tabasco, Veracruz, Colima y Nayarit (Sagarpa, 2006a). El cultivo
de banano a nivel mundial, representa una importante fuente de ingresos
para los productores. Se estima que en el 2005 México tuvo un ingreso
anual de 25,341 miles de délares como producto de la exportacion de esta
fruta, esto hace evidente la rentabilidad que tiene esta fruta en el comercio
exterior. (Sagarpa, 2006b).

Los problemas que frecuentemente se presentan en los cultivos de banano,
son las plagas y enfermedades debido al ataque de bacterias, hongos y
virus, asi como las alteraciones fisiolégicas ocasionados por cambios
ambientales y las condiciones fisicas del suelo (Jones, 2000), aunque
también se generan problemas durante el manejo, cosecha y postcosecha
(Dadzie & Orchard, 1997). Uno de los factores que limitan el
establecimiento de las plantaciones de banano a ciertas latitudes, es el
dano fisiolégico debido a cambios ambientales tales como son los dafios
ocasionados por el frio.

Pareceria incongruente que en regiones tropicales y subtropicales se hable
de dafos por frio. Sin embargo, en la regiéon sureste de nuestro pais,
durante la temporada de noviembre a marzo, la temperatura disminuye por
debajo de 15°C en un periodo de al menos 2 horas durante la noche, e
inclusive llega a temperaturas de 4°C por unos cuantos minutos (Espinosa,
2005). Estos drasticos cambios de temperatura pueden producir dafio en
las plantas tropicales, como es el banano; un ejemplo de esto ocurrioé en
Ecuador, donde una disminucién drastica de la temperatura (menos de
10°C) durante la temporada invernal 2003-2004, repercutid en la
produccion de banano bajando su rendimiento entre un 40 y 50%
(Sanchez, 2004).



Introduccion

Aunado a esto, se suman las pérdidas por manejo postcosecha, el banco
mundial ha estimado que por manejo postcosecha se llega a perder entre
un 15 y un 25% en los productos hortofruticolas en los paises
desarrollados, en tanto en los paises en vias de desarrollo estas pérdidas
alcanzan entre un 20% y un 50% (Pdlit, 2005).

Los dafos ocasionados por frio, son desérdenes fisioldgicos que ocurren
en la mayoria de las plantas de origen tropical o subtropical, cuando estas
se someten a temperaturas por debajo de los 10-12 °C (Lyons, 1973;
Jones, 2000). Los cultivos de banano, son plantas sensibles al frio y sufren
dafios fisiolégicos a temperaturas por debajo del punto critico (£11°C),
independientemente del tipo de cultivar (Salunkhe & Desai, 1984; Jones,
2000). Aun cuando la exposicion al frio sea breve, este tiempo puede ser
suficiente para inducir dafnos permanentes e irreversibles en la planta, asi
como en frutos maduros e inmaduros, y puede ser mas severa si después
de la exposicién al frio ocurre una exposicion a calor intenso. La exposicion
en ambas condiciones causa el pardeamiento del fruto, lo que disminuye la
calidad de venta (Dadzie & Orchard, 1997).

El fenémeno de pardeamiento ocurre como consecuencia de la
acumulacion de compuestos fendlicos oxidados en el area epidérmica vy
subepidérmica del fruto, causando que la coloracién varie desde un
amarillo palido hasta un amarillo grisaceo o quede completamente negro,
dependiendo de la intensidad del dafo. Esta alteracion es causada por la
actividad de las enzimas polifenol oxidasa (PPO) y peroxidasa (POD)
respectivamente (Gooding et al., 2001).

Se considera que la causa primaria de las lesiones por frio es
consecuencia de los cambios en las propiedades de la membrana celular
(Levitt, 1980), esto ocasiona una cascada de reacciones secundarias, entre
las cuales se incluyen el incremento en la producciéon de etileno,
incremento de la respiracion anaerobia, reduccion de la fotosintesis,
interferencia en la produccién de energia y la acumulaciéon de compuestos
toxicos tales como el acetaldehido y el etanol que ocasionan alteraciones
en el metabolismo celular (Levitt, 1980; Fitter & Hay, 1987; Taiz & Zeiger,
1998)

Las plantas tolerantes al frio usan mecanismos de evasién y tolerancia: la
evasion consiste en el alejamiento en el tiempo o en el espacio de alglin
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6rgano fundamental para la sobrevivencia. La tolerancia es la capacidad de
resistir las alteraciones que ocasiona el frio (Iba, 2002), lo habitual es que
utilicen simultineamente ambos mecanismos. Entre las estrategias de
evasion que se observan en muchas especies esta la muerte de las partes
mas sensibles de la planta antes del invierno. Las plantas sobreviven al
periodo frio por la persistencia de érganos que no son afectados por las
bajas temperaturas, como son semillas y yemas en dormancia, bulbos o
tubérculos, o bien la sintesis de ciertos compuestos de bajo peso
molecular, llamados solutos compatibles (Levitt, 1980; Héllgren & Orquist,
1990; Iba, 2002).

Los solutos compatibles pueden ser de diferente naturaleza, tal es el caso
de azucares como la trehalosa y manitol, aminoacidos como la prolina, y
derivados de aminoacidos como la glicina-betaina (GB) entre otros
(Sakamoto & Murata, 2000). Plantas con la capacidad para acumular estos
osmolitos, tal es el caso del trigo (Craig, 2004), pueden sobrevivir ante
condiciones de estrés por sequia, baja temperatura y salinidad. Se ha
reportado que la aplicacion foliar de GB en plantas sensibles al frio puede
proteger a las plantas contra el estrés causado por la baja temperatura
(Gusta et al., 1996; Chang et al., 2000; Sakamoto y Murata, 2002). Ademas
el consumo de este osmolito no tiene efectos secundarios en el cuerpo
humano (Craig, 2004).

En este trabajo se decidié probar si la aplicacién foliar de la GB puede tener
un efecto protector ante el estrés por frio en los frutos de banano. Por esta
razon, en el presente estudio se pretendid6 determinar el efecto de la
aplicacién foliar de soluciones de GB (50 y 100 mM) con el fin de reducir los
desordenes fisiolégicos y bioquimicos provocados por la exposicion al frio
de frutos de banano variedad Enano Gigante. Ademas en este estudio se
planed generar informacion que nos permita comprender mejor el
mecanismo de dafio por frio y el papel que tiene GB ante el desarrollo de
estos dafos.
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Capitulo I. Antecedentes

1.1. GENERALIDADES DEL BANANO

1.1.1. Origen y distribuciéon

La mayoria de los cultivares comerciales de banano descienden de las
especies Musa acuminata (genoma A) y Musa balbisiana (genoma B)
(Stover & Simmonds, 1987), cuyo centro de origen es el Sureste de Asia y
el centro de origen secundario es el Oeste y Este de Africa. Los cultivares
pueden ser diploides (AA, AB y BB), triploides (AAA, AAB, ABB, y BBB) o
tetraploides (AAAA, AAAB, AABB y ABBB) siendo la mayoria de ellos
triploides con un nimero cromosémico de 33 (Crouch et al., 1998). Se
piensa que el origen de los cultivares triploides fue el resultado de la cruza
de un parental cuyo gameto era diploide con otro cuyo genoma era
haploide. En cuanto a los tetraploides se cree que se originaron de
gametos triploides y otro haploide o bien de la fusién de dos gametos
diploides (Swennen & Rosales, 1995).

Durante muchos afos subespecies diploides no comestibles de Musa
acuminata Colla se cruzaron dando hibridos intraespecificos. Algunos de
estos hibridos fueron partenocarpicos, triploides con esterilidad femenina y
frutos comestibles con capacidad de propagarse por hijuelos. El traslado de
Musa acuminata a areas donde crecian plantas silvestres diploides con
semillas de Musa balbisiana produjo hibridos inter-especificos diploides y
triploides de M. acuminata con M. balbisiana. Posteriormente el banano fue
llevado de Indonesia a Madagascar, luego a Africa Oriental y Africa
Occidental. Los portugueses llevaron los bananos a las Islas Canarias y en
el siglo XVI fueron llevados a Haiti, desde donde se diversificaron a
diferentes partes de América (Robinson, 1996).

El banano es una planta de zonas humedas y célidas que se desarrolla en
condiciones 6ptimas en las regiones tropicales y subtropicales. La luz,
temperatura y reserva de agua, asi como un buen contenido de nutrientes,
son determinantes para el buen desarrollo del cultivo (Salunkhe & Desai,
1984; Robinson, 1996). La ubicacion geografica para el cultivo de banano
se situa entre los 30 grados de latitud sur y 30 grados de latitud norte; las
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mejores condiciones para el cultivo se presentan entre los 0 y 15 grados de
ambas latitudes.

La planta de banano es muy sensible a las variaciones de temperatura,
humedad, luminosidad y suelos. No se desarrolla en lugares en que la
temperatura es menor a 15 grados, tampoco donde la lluvia anual es
inferior a 2000 mm. Las bajas temperaturas le ocasionan quemaduras que
afectan el crecimiento de la planta, y causa un lento desarrollo del fruto y
dafo en el mismo (Salunkhe & Desai, 1984).

1.1.2. Clasificacion taxonomica

El término Musa acuminata se emplea para las formas puras diploides (AA)
y triploides AAA, como es el caso de la variedad Enano Gigante: mientras
M. balbisiana se aplica a las formas puras triploides BBB y diploides BB.
Los hibridos de estas dos especies deben su nombre a la composicién
intermedia y su ploidia. La clasificacion actual se basa en las caracteristicas
de estas dos especies y a la ploidia de los nuevos cultivares generados por
la relacion inter-especifica. Internacionalmente se acepta que los cultivares
sean referidos por el género Musa, seguido por el cédigo que denote su
grupo genémico, su nombre de subgrupo y nombre popular del cultivar
(figura 1.1).

El cultivar “Enano Gigante”, se designa correctamente como: Musa AAA
(subgrupo Cavendish) "Enano Gigante” (Robinson, 1996). El género Musa
se divide en cuatro secciones (figura 1.1), la seccién Eumusa es la mas
grande y ampliamente distribuida.

1.1.3. Descripcion de la planta

En México el nombre de platano se ha generalizado en toda la poblacién,
sin embargo de acuerdo a los especialistas la mayoria de las variedades
comerciales son bananos, con excepcién del platano macho. Asi las
distintas especies y variedades de banano se diferencian por su tamaiio, la
disposicion y dimensiones de las hojas, la forma y tamafno de los frutos,
pero principalmente por la conformacién del racimo (Cronquist, 1981).

El banano Musa AAA (subgrupo Cavendish) "Enano Gigante”, es una
planta herbacea caracterizada por su baja altura (figura 1.2), es muy
resistente a los vientos. La planta consiste en un cormo con hijuelos,
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raices, un pseudotallo con hojas y una inflorescencia (Stover & Simmonds,
1987; Jones, 2000).

Reino: Plantae

Clase: Monocotiledonea:

rorden:
Sups Zingiberiflorae
Orden: g
Familia: Zingiberales
Musaceae
Subfamilia: Mododeae
| 1
Género: Musa Ensete
I T T 1
Seccioén: Austelimusa Eumusa Calimusa Rhodichlamys
I 1
Especie: Musa acuminata AA Musa balbisiana BB
. ! ] 1 ] 1 I 1 1
Grupo: AA AB AAB ABB BBB AAA AAAB AABB ABLB
|
| 1 1
Subgrupo: Figue Rose Cavendish Gros Michel
| | | 1
Variedad: Lacatan Poyo Enano Gigante Valery

Fuente: Robinson (1996).

Figura 1.1. Clasificacion taxondmica del cultivar “Enano Gigante”.

El rizoma y pseudotallo. El rizoma es un importante érgano de
almacenamiento para el crecimiento de la planta. El rizoma es tuberoso y
corto, posee nodos cortos cubiertos por paquetes de hojas, es un domo
aplanado del cual se forman las hojas en espiral, produce de 3 a 5 brotes
vegetativos que se desarrollan en hijuelos, el rizoma también es llamado
cormo o bulbo. El pseudotallo puede alcanzar mas de 5 m de altura y 40
cm de diametro segun sean las condiciones de desarrollo, esta estructura
soporta las hojas y la inflorescencia (Soto-Ballesteros, 1985).

Las raices, son carnosas y adventicias, hay raices primarias, secundaria y
terciarias; las raices primarias se forman del cilindro central del rizoma y
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miden de 5 a 8 mm de grosor y 1-2 m de largo, son de color blanco en
estadios juveniles y grises a cafés cuando envejecen. Las raices
secundarias se originan de las primarias, mientras las terciarias de las
secundarias y son las responsables de la captacién de minerales y agua.
La vida funcional de las raices primarias es de 4 a 6 meses y las raices
secundarias y terciarias de 8 y 5 semanas respectivamente (Robinson,
1996).

3 SN R ¢
(TR TeRoN |

LA s
o M
W2

AN
)

\{ 7R e el

W\
!s INFLORESCENCIA
i L
W
\ rRe ey
Brictea

‘ Yema

Fuente: Stover & Simmonds (1997)

Figura 1.2. Partes de la planta de banano.

Las hojas en plantas triploides son mas grandes y gruesas que en las
diploides, alcanzan dimensiones de 1.5 a 2.8 metros de largo por 40 a 90
cm de ancho con pseudopeciolos de 30 a 90 cm segun la variedad, se
distribuyen en forma de espiral, tardan en abrirse de 6 a 8 dias y tienen
inicialmente una orientacion vertical, las primeras hojas viven 50 dias y las
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demas 150 dias, las hojas que salen antes de la floraciéon son reducidas y
viven entre 25 y 50 dias (Stover & Simmonds, 1987).

La hoja adulta consta de cuatro partes bien diferenciadas y una quinta
temporal: a) la vaina, que es la parte basal y envolvente de la hoja que
forma parte del pseudotallo; b) el peciolo, de forma de media luna y
acanalado; c) la nervadura central, que es la prolongacién del peciolo y se
adelgaza hacia el apice de la hoja; d) la lamina o limbo, de forma de évalo-
oblonga con su apice obtuso; y, e) el apéndice, que es una prolongacion
del nervio central y le permite a la hoja nueva abrirse paso por el
pseudotallo al ir emergiendo. Una vez que la hoja ha emergido, el apéndice
se marchita rapidamente y cae. Cada vaina es mas larga que la anterior,
por lo que los peciolos estan regularmente escalonados. Las estomas se
presentan en ambas superficies de la lamina, pero son de tres a cinco
veces mas numerosos en el envés que en el haz de la hoja, se puede decir
que son menos numerosas hacia la base de la lamina que en la parte
media o en el apice (De Large, 1987).

La inflorescencia, se desarrolla en el meristemo apical del pseudotallo,
durante 4 a 6 semanas antes de emerger, el inicio del crecimiento no es
visible, la inflorescencia se desarrolla cuando el meristemo apical tiene
actividad mitotica intensa dando lugar a un domo. Las bracteas florales
aparecen en lugar de las foliares, siendo las bracteas femeninas las
primeras en formarse y posteriormente las masculinas. La inflorescencia es
una espiga compleja y consiste en un pedunculo robusto en el cual las
flores se arreglan en un cumulo nodal. Los nodos son filas dobles de flores
femeninas que dan origen a las llamadas “manos” de banano, cada mano
se compone de frutos llamados “dedos” (Salunkhe & Desai, 1984,
Robinson, 1996).

La inflorescencia consiste de un grupo de flores, cada grupo posee entre
12-20 flores perfectas en dos filas, cubiertas por una bractea roja, florece
una sola vez y mueren después de haber tenido frutos. Las flores poseen
un pistilo y estambres y pueden ser de 3 tipos: femeninas, neutras y
masculinas, las primeras son largas y poseen un ovario bien desarrollado y
estambres reducidos (estaminoides); las flores masculinas, poseen un
ovario abortivo y se desprenden por completo después de haber sido

expuestas (Stover & Simmonds, 1987).
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Los racimos, estan formados por los frutos y su tamafo se establece por
el tamafo del meristemo en el momento de la fecundacién, los frutos
individuales se desarrollan de las flores femeninas y son llamados dedos, el
numero de manos por racimo y dedos por mano se determina al inicio de la
floraciéon por el nimero de flores femeninas, por mano se tiene entre 10 y
30 dedos (Salunkhe & Desai, 1984), en el caso de la variedad Enano
Gigante, esta posee entre 12 y 16 dedos por mano. El tamafo de los dedos
depende de la variedad, nimero de hojas, fertilidad del suelo, irrigacion y
temperatura, los bananos AAA Cavendish producen de 5-6 manos en los
subtrépicos y en los trépicos hasta 16, cuyo peso va de 15 a 70 kg
(Robinson, 1996).

Los frutos son bayas con pericarpo, poseen una masa de semillas negras
que no son viables, se desarrollan por partenocarpia, esto es que
desarrollan la pulpa comestible sin polinizacién lo cual ocurre en las flores
femeninas (Crouch et al., 1998), el crecimiento de los dedos es acelerado
en los primeros 30 dias y este se completa entre los 40 y 80 dias
dependiendo del clima (Swennen & Vulylsteke, 1993).

Los hijuelos, pueden ser de dos tipos: los espadas y los acuosos, los
primeros se originan de brotes axilares y la parte inferior del rizoma madre,
poseen fuerte conexién materna, con bases anchas y hojas angostas.
Mientras los hijuelos acuosos, se originan de brotes cercanos a la
superficie del suelo o de rizomas viejos, tiene una débil conexién con el
rizoma madre, poseen bases angostas y hojas gruesas, no se desarrollan
en plantas fuertes y vigorosas (Soto-Ballesteros, 1985). Es por eso que los
cultivares de banano son completamente estériles y por dicha razén se
propagan vegetativamente mediante la generacion de hijuelos.

1.1.4. Proceso de maduracion

La vida de los frutos puede dividirse en tres etapas fisiolégicas
fundamentales: el crecimiento, la maduracién y la senescencia (Wills et al.,
1984), es dificil hacer una distincién clara entre ellas. El crecimiento,
implica la division celular y desarrollo de las células, que en conjunto dan
cuenta al tamano final de los frutos de la planta.

La maduracion se inicia antes que termine el crecimiento; es el periodo en

el cual los procesos anabolicos dan lugar a los catabdlicos lo que conduce
al envejecimiento y muerte del fruto. La maduracién de consumo es el
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proceso en el cual las frutas adquieren las caracteristicas de color, olor,
textura y sabor entre otros factores que las identifican como comestibles,
esta etapa comienza en la parte final de la madurez fisiolégica y constituye
el inicio de la senescencia (Baur & Woarkman, 1964; Wills et al., 1984).
Tanto el crecimiento como la maduracion fisiolégica de las frutas exigen
que permanezcan en la planta, pero la maduracion de consumo y la
senescencia pueden tener lugar durante postcosecha.

1.1.4.1. Cambios fisiolégicos y bioquimicos durante Ia
maduracion

Durante la maduracion del fruto ocurren cambios fisiolégicos y bioquimicos
que le dan las propiedades y caracteristicas a los frutos. Los cambios
fisiologicos mas importantes son los de la actividad respiratoria y los ritmos
de produccion de etileno que se incrementan durante la maduracion
(Salunkhe & Desai, 1984). Otros cambios observables son la maduracion
de las semillas, cambios en el color del fruto, abscisién de los frutos,
desarrollo de cera en la epidermis del fruto entre otros cambios (Pratt,
1975).

Estos cambios en la actividad respiratoria, son debidos a que durante la
maduracién de consumo del fruto se requiere de sintesis de proteinas asi
como nuevos pigmentos y componentes del sabor que son sintetizados a
través del metabolismo, estos procesos requieren de energia y son
suministrados en el fruto por la respiracion (Biale & Young, 1981; Nelson &
Cox, 2000).

Existen importantes diferencias en los patrones respiratorios de los frutos
(figura 1.3), dependiendo de las condiciones ambientales, asi como de las
caracteristicas de la especie y el estado de desarrollo, factores que en
conjunto determinan la actividad respiratoria.

El climaterio de los frutos corresponde a un periodo donde se registra un
aumento significativo de la actividad respiratoria asociada al final del
proceso de maduracion. Este periodo de respiracion climatérica, es una
fase de transicion entre la maduracién y la senescencia (Biale & Young,
1981).

Con base en esto, los frutos se clasifican como climatéricos y no
climatéricos (figura 1.3); los primeros presentan un pico caracteristico de la

11
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actividad respiratoria antes de la 6n, también llamado climaterio
respiratorio, el banano es un frutctipo (figura 1.4). Los frutos no
climatéricos, por el contrario non un incremento de la tasa
respiratoria durante el proceso de bdn, sino que muestran una tasa
respiratoria lenta durante la senesatt, 1975; Biale & Young, 1981;
Wills et al., 1984; Wan & Gemma, °

A) Fruto Climatérico B) Fruto No Climatérico
C ”x = RS =t EE IR
A
E Crecimiento celular
| Maduracion Maduracion
0 folg aption,
v 100
R Desarrollo y Crecimiente
E del Fruto Desarrollo y Crecimiento
E del Fruto
A Actividad
;f respiratoria
V 50
0
$

Produccion de Etileno

Produccion de Etileno

TEWPO TEHPO
Fuente: Pratt (1975)

Figura 1.3. Diferencias en el patron despiratoria y produccion de etileno
de un fruto climatérico (A) y unoérico (B) durante el desarrollo,
maduracion y senescencia.

El incremento respiratorio estd acon el patréon de sintesis de
etileno, el cual puede darse antes nto de la actividad respiratoria,
a veces en forma simultanea concaso del banano (Salunkhe &
Desai, 1984).

El etileno dispara los procesos enziausantes de la mayor parte de
los cambios bioguimicos Yy fisiolégiicurren durante la maduracion,
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los cuales afepropiedades organolépticas y fisicas y marcan el
inicio de la ser (Yang, 1981; Beyer, 1981; Bialey & Young, 1981;
Gomez-Lim, 19s frutos climatéricos una vez que se produce cierta
cantidad de etioceso se vuelve irreversible, se producen cambios
fisiolégicos conto en la permeabilidad de la membrana, sintesis de
acidos nucleiceinas, aumento en la actividad enzimatica y otros
compuestos orBaur & Woarkman, 1964; Pratt, 1975, Beyer, 1981;
Hobson, 1981;al,, 1984; Hubbar et al., 1990; Wang & Gemma,
1994).

1.

—
~

Tasa Respiratoria
(ml CO2 /Kg/Hr)

4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo en Dias
Fuente: Saenz

FiPatrén de la tasa respiratoria del banano.

Se han postulastemas para la produccién de etileno en frutos: El
Sistema | prodw basal y por heridas y el Sistema Il es responsable
de la autocatalistos climatéricos poseen ambos sistemas, mientras
en los frutos nricos solo esta presente el sistema | (Pratt, 1975;
Yang, 1981; Be).
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Simultaneamente, durante el proceso de maduracién hay transformacion de
cloroplastos a cromoplastos ricos en carotenoides, producciéon de
antocianinas y compuestos aromaticos (Seymour et al., 1993; Cayén et al.,
2000). Segun Smith (1981) y Knee y Bartley (1981), la degradacién de la
pared celular y la pérdida de almidén son los procesos que generan un
mayor cambio en la textura de los bananos durante la maduracion,
disminuyendo la firmeza del fruto. El contenido de soélidos solubles se
incrementa conforme avanza el proceso de maduracion, y estos son
principalmente azicares. Los cambios de la acidez en los frutos se deben a
los acidos ascorbico y malico que se incrementan durante la maduracioén y
descienden en el estado sobremaduro o muy amarillo (Harris & Poland,
1957).

Los principales carbohidratos son los polisacaridos y disacaridos, cuya
cantidad esta relacionada directamente con los procesos de llenado y
madurez fisiolégica (Knee & Bartley, 1981). En relacion con los
polisacaridos, el almidén representa entre el 20 y 25% del peso fresco de la
pulpa (Belalcazar et al., 1991; Seymour et al, 1993), y el 80% de los
carbohidratos en ese estado de madurez (Belalcazar et al., 1991).

Los bananos se cosechan en madurez fisiolégica (verdes) y durante la
maduracioén los carbohidratos se degradan en azlcares, presentando una
disminucion del almidon (Knee & Bartley, 1981; Seymour et al., 1993).
Hubbard et al. (1990) y Seymour et al. (1993) manifiestan que durante la
maduracién el almidon es degradado rapidamente a azlcares mas
sencillos, acumulandose principalmente glucosa, fructosa y sacarosa.
Segun Linaza (1976), este patron caracteristico del metabolismo de los
carbohidratos puede ser alterado bajo ciertas condiciones ambientales,
como la exposicion a temperaturas extremas durante el proceso de
maduracion (Wang & Gemma, 1994, Knee & Bartley, 1981). La mayoria de
los azlcares totales de los frutos de banano son azucares reductores que
aumentan durante la maduracion (Seymour et al., 1993; Saenz, 1999).

Segun Saenz (1999) y Cayon y colaboradores (2000), después de la
cosecha la cantidad total de compuestos nitrogenados permanece
constante, pero presenta un ligero incremento en el contenido de proteina
durante el inicio del climaterio. La concentracion de proteina total en la
pulpa de los frutos de platanos y bananos es baja (Cayoén et al., 2000;
Maldonado & Pacheco, 2000).
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1.1.4.2. Grados de maduracion

El banano es un fruto climatérico, durante su maduracién y hasta alcanzar
la madurez de consumo se observan cambios en el color, la firmeza del
fruto, y pérdida de peso, entre otras caracteristicas (Dadzie & Orchard,
1997). Quimicamente hay cambios de acidez, sélidos solubles, azlicares
totales y reductores, humedad, etc., debido al proceso de degradacion del
almidon (Knee & Bartley, 1981; Seymour et al., 1993; Cayén et al., 2000).
Para el caso del banano, los cambios en el color de la epidermis son muy
evidentes y guardan una estrecha correlacién con otros cambios quimicos
que ocurren durante la maduracion: esta situacion ha permitido crear cartas
visuales de color que permiten diferenciar siete estados de maduracion del
banano (figura 1.5) (Banacol, 2004).

1.1.5. Importancia econémica

El banano constituye una fuente de divisas importante a nivel mundial, se
estima que su produccién en el 2003 fue de 69.82 millones de toneladas, lo
que lo hace el cuarto producto comestible mas importante después del
arroz, trigo y leche (FAO, 2005). Su importancia se incrementa en los
trépicos, donde representa un recurso alimenticio estable para mas de 400
millones de personas.

El 23.2% de la produccion mundial de esta fruta fue exportada durante el
2003, generando un ingreso econémico de 4.3 millones de délares. Cinco
paises concentran mas del 50% de la produccion mundial de las
variedades “Roatan”, “Dominico”, “Manzano” y “Burros”, de los cuales dos
se encuentran en América (Brasil y Ecuador) y tres en Asia (India, China y

Filipinas) (ver inciso A de la figura 1.6).

En México la produccion de bananos es una de las actividades agricolas de
mayor impacto econémico en las regiones donde se desarrolla, en el 2005
ocup6 una superficie de 72,645 hectareas cosechadas, de las cuales se
obtuvieron 2.026610 millones de toneladas de fruta (ver inciso B de la
figura 1.6.), con un rendimiento de 27.89 ton/ha, destinandose casi el 95%
de la produccion para el consumo nacional (Sagarpa, 2006). Las
expectativas de produccién de banano para el 2006, son aumentar la
superficie sembrada a 77,948 ha con una produccién de 2.088 millones de
toneladas y un rendimiento de 26.792 ton/ha.
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IMAGEN CARACTERISTICAS GRADO
DE
MADUREZ

Totalmente Verde 1
Este es el color del banano, ya esta
maduro fisiolégicamente, esto es
que alcanzé la talla y grosor
maximo, en este grado se reciben
en las bodegas o centros de
distribucion.

Verde Claro 2
Indica que el proceso de
maduracion ha comenzado.

Mitad Verde-Mitad Amarillo 3
Indica que gran parte de los
almidones se han convertido en
azucares. En este punto el banano
estd listo para ser enviado al punto
de venta.

Mas Amarillo que Verde 4
El banano esta listo para ser
exhibido en el punto de venta. El
consumidor se ve atraido por una
fruta de “larga duracion”.

Amarillo con Puntas Verdes 5
En esta etapa los almidones han
sido transformados en glucosa,
fructosa y sacarosa que le da el
sabor caracteristico al banano. Esta
es la fruta que debe ser exhibida.

Completamente Amarillo 6
Buen sabor y excelente
presentacion.

Amarillo con Puntos Café 7

Este el punto del mejor sabor
debido a su alto contenido de
azucar y buena consistencia.

Fuente: Banacol, 2004

Figura 1.5. Grados de madurez de acuerdo a los cambios de color de los frutos de
banano durante su maduracién.
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En nuestro pais tivan una amplia gama de variedades, entre las que
destacan el Ta o Roatan (Enano-Gigante), Valery (subgrupo
Cavendish, AAA)zano (AAB), Dominico y Macho (subgrupo Plantain,
AAB), Blanco y lo; Pera (ABB) y Datil (AA) (Orozco-Santos et al.,
2001), aunque s(Tabasco en mayor medida asi como el dominico y
macho en menon se destinan a cubrir el mercado externo, mientras
que las variedadeantes se destinan al consumo interno.

En la década pasel cultivo de banano se realizé en 18 entidades; no
obstante, a pesagran numero de entidades que cultivaron bananos,
solo cinco (Chiapibasco, Veracruz, Michoacan y Colima) concentraron
mas del 70% deuperficie sembrada y cosechada, asi como de la
produccién total (2 et al. 1999a; Sagarpa, 2006).

El valor generadas exportaciones en el 2005 representd 25,341 miles
de délares, divise resultaron ser importantes en una economia en la
que la falta de sos es constante, pero que ademas evidencia el
caracter de rental que tiene esta fruta en el comercio exterior (Olvera
et al. 1999b; Sag2006).

En el caso de lasrtaciones de banano estas han sido insignificantes,
de hecho se cera que desde 1927 y hasta 1987, no hubo
importaciones denos y bananos a nuestro pais. No fue sino hasta el
afio de 1988, cuéstas se inician, aunque a niveles muy reducidos.
Durante el pericc 1990 a 1997, se importaron un total de 1,017
toneladas (Olvere, 1999b).

A partir de la da en vigor el Tratado de Libre Comercio de
Norteamérica, ehno quedé libre de arancel, en los tres paises
integrantes de eatado; este hecho sugiere mejores condiciones y
mayor facilidad €lujo del banano mexicano hacia Estados Unidos y
Canad3, sobre tose considera que ambos paises no son productores
de esta fruta.
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A)

Filipinas  Ecuador 8%
8% 8%

B)

1%

co

Fuente: FAO (2005) y Sagarpa

Figura 1.6. Produccién de banano; a nivel mundial (A) y nacional (B).

1.1.6. Importancia nutricior

Ademas de la importancia ec que tiene el banano, este fruto
también representa una fuente e de nutrimentos, ya que es rico en
vitamina A, B y C ademas des como fésforo, calcio y potasio
(tabla 1.1).

Los bananos se pueden comeo procesados, ya sea cocidos al
vapor, fritos o asados, en formrinas, en postres como galletas y
pasteles, en forma de licores)ueden ser usados como plantas
medicinales. El banano por suades curativas se utiliza para el



Capitulo 1. Antecedentes

tratamiento ds, asma y bronquitis: la cascara machacada de los
frutos de baniro puede ser utilizada para hacer cataplasmas para
las heridas, que el interior de la cascara tiene propiedades
antisépticas (101).

Tabla 1.1. Valcal del banano por cada 100 g de la fruta.

Rlboﬂavma a B2

Fuenteb Stoveonds (1987)

Los bananos:nte de fibra que se usa extensamente en la
manufactura ¢ papeles, especialmente cuando se requiere una
extraordinaria El papel se utiliza, entre otras cosas, para hacer
bolsas de té yoneda. La fibra también puede ser utilizada en la
manufactura i{sogas, cuerdas e hilos, y en la produccién de
artesanias (Inil).

1.1.7. Problelel cultivo

La producciénno se enfrenta a la amenaza de enfermedades y
plagas como rs de la especie Rodopholus simili y el barrenillo del

19



Capitulo 1. Antecedentes

platano, los pulgones y el picudo negro (Cosmopolites sordidus). Asi como
también de otras enfermedades, entre las que destacan la Sigatoka negra y
el Mal de Panama, causado por los hongos Mycosphaerella fijiensis y por
Fusarium oxysporum |. sp cubense respectivamente: la primera produce
manchas en las hojas y la segunda causa la necrosis de los tejidos al
taponar los vasos conductores de savia. Entre las enfermedades causadas
por bacterias se encuentra la enfermedad del moko, ocasionada por
Pseudomonas solanacearum. Las enfermedades virales como el “bunchy
top” y el virus del mosaico del pepino impactan de manera importante al
banano (Thomas, 2000; Hirimburegama et al., 2004).

Ademas de las enfermedades ocasionadas por patégenos, también existen
desérdenes fisioldégicos causados por ciertos tipos de estrés ambiental. Los
desordenes fisiolégicos simplemente se refieren al colapso del tejido de la
planta o de la fruta que no es causado por la invasiéon de patégenos 6 por
dafios mecanicos. Estos pueden desarrollarse en gran medida como
respuesta a un ambiente adverso, especialmente la temperatura o a la
deficiencia nutricional durante el crecimiento y desarrollo (Wills et al. 1984;
Dadzie & Orchard, 1997) y por manejo postcosecha inadecuado (Pdlit,
2005).

La mayoria de los desordenes fisioldgicos afectan ciertas areas del tejido
como la epidermis del fruto, la pulpa o la region cortical (Dadzie & Orchard,
1997). Los principales desérdenes fisiolégicos que pueden ocurrir en los
cultivos de banano son: la caida de los dedos, debido a una maduracion
rapida por temperatura alta, la particion de la cascara cuando hay
deficiencias hidricas y los dafios por frio debido a una disminucién en la
temperatura. El banco mundial ha estimado pérdidas desde un 25 hasta un
50% por manejo postcosecha, pérdidas ocasionadas principalmente por
danos por frio después de que las camaras de enfriamiento bajan la
temperatura por debajo de los 13°C. Estos desoérdenes fisiolégicos
disminuyen la calidad de la fruta y por lo tanto su valor en el mercado
(Dadzie & Orchard, 1997; Polit, 2005).

1.2. DANOS POR FRIO

Todas las etapas del ciclo de vida de una planta como son germinacion,
crecimiento, floracion y fructificacion, pueden ser afectadas por las bajas
temperaturas; en cada una de ellas existe una temperatura critica misma
que marca el limite inferior en que cada etapa puede llevarse a cabo. Como
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cada proceso fisiolégico tiene una temperatura 6ptima particular, se puede
definir un intervalo éptimo de temperatura, por debajo del cual se produce
una disminucion generalizada de la tasa metabdlica (Nilsen & Orcutt,

1996).

Una manera de medir el efecto de la temperatura sobre la velocidad de un
proceso fisiolégico es mediante el uso del indice Qqo, (cociente entre la
velocidad del proceso en cuestién a una temperatura t; y su velocidad a una
temperatura diez grados superior (t,+ 10°C).

En general, los procesos en que hay transformaciones quimicas, como los
catalizados por enzimas, tienen valores mas elevados de Q (alrededor de
2). Mientras que en los procesos meramente fisicos, como es la difusion del
agua o de sustancias disueltas en ella los valores oscilan entre 1y 1.3. La
caida de la temperatura por debajo del punto 6ptimo, afecta mas al primer
tipo de proceso que al segundo. Cuanto mas baja sea la temperatura,
mayor es su efecto en el proceso metabdlico y mas dias necesitara la
planta para completar el ciclo fisiologico (Fitter & Hay, 1987).

La susceptibilidad de las plantas a la baja temperatura es variable, depende
de la especie, del estado fisiolégico y las condiciones ambientales a las
cuales estan expuestas. Las plantulas, semillas en germinacion, las flores y
las raices son muy sensibles a la baja temperatura (Levitt, 1980; Hallgren &
Orquist, 1990).

1.2.1. Estrés por baja temperatura

El estrés por baja temperatura que experimentan las plantas puede ser
clasificado en dos tipos de acuerdo a la intensidad de factor (Iba, 2002):

» Danos que ocurren a temperatura por debajo del congelamiento.

» Dafos por frio que ocurren a temperatura por arriba del

congelamiento.

La diferencia entre estos dos tipos de estrés; es que el dano por frio
comprende un rango de temperatura entre los 0 y 10°C, ocasionando
cambios en la tasa de reaccion de actividades enzimaticas y cambios de
fase de los lipidos de la membrana, lo que conduce a una serie de
alteraciones fisiolégicas y desbalance metabdlico. El dafo por
congelamiento abarca una temperatura menor de 0°C con la formacién del
hielo intercelular (Larcher; 1995; Takle, 1997; Taiz & Zeiger, 1998).
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Danos por congelamiento

Cuando la temperatura es inferior de los 0°C, se produce el dafio por
congelamiento en las plantas sensibles, se forma hielo intracelular, los
cristales de hielo lesionan las membranas internas de las células
incrementando la porosidad de la membrana y la pared celular, hay
concentracion de sales lo que provoca la transferencia de agua desde las
células al medio extracelular causando la deshidratacién celular y estrés
i6nico. Todos estos cambios alteran el metabolismo y ocasionan
desordenes fisiologicos en la planta. La velocidad de descongelamiento,
también contribuye al dafo, ya que la célula no logra reparar a tiempo las
fisuras ocasionadas por el congelamiento.

Darios por frio

Se originan cuando la temperatura no es tan baja como para que se forme
hielo en los tejidos; en el caso de las plantas tropicales, subtropicales y
algunas plantas de clima templado, presentan los dafios por frio cuando la
temperatura es mas baja de 10 y 12°C, el cual es considerado el punto
critico (Lyons, 1973; Salunkhe & Desai, 1984; Dadzie & Orchard, 1997). En
el caso del banano, esta planta sufre danos por frio cuando la temperatura
baja de los 12°C (figura 1.7) debido a la coagulacion del latex (Salunkhe &
Desai, 1984).

Temperatura optima

Maduracion

N

I
1
3 1 .
Crecimiento

Transpiracion

Dafio por Coagulacién

congelamiento .
inimo

& Dafio por frl'_o N 4 N
0 10 1213 20

Maximo
1 1

7 30 40

Temperatura (°C)

Fuente: Salunkhe & Desai (1984)

Figura 1.7. Relacion de la temperatura en el crecimiento y desarrollo en plantas de
banano.

Los dafos por frio son desoérdenes fisiolégicos que ocurren debido a
lesiones generalizadas en las membranas celulares. Estos desérdenes se
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producen porque los lipidos que componen la membrana sufren una
transicion de fase y pasan del estado de liquido al estado sélido cristalino o
gel. Las alteraciones en las membranas van acompafadas por
considerables cambios en su permeabilidad; también se dafan las
mitocondrias, compartimientos intracelulares en los que ocurre la
respiracion. El grado de los dafios ocasionados por el frio depende de la
intensidad y duracion de la baja temperatura, si son breves estos trastornos
en el metabolismo pueden ser reparados y el dafio no ocurre. Los dafos
ocasionados por el frio se caracterizan por:

Cambios celulares.

Alteracién del metabolismo.

Reduccion del crecimiento.

Frutos inmaduros pierden la habilidad de madurar.

Pérdida de vigor.

Pardeamiento de la epidermis y degradacion de la pulpa, en
frutos.

VVVVYVYYVY

1.2.2. Sintomas fisiolégicos del dano por frio

Cuando una planta ha sufrido dafio por frio se observan los siguientes
sintomas (Lyons, 1973; Nielsen & Orcutt, 1996; Ayora et al., 2002 y Artés &
Artés-Hernandez, 2003):
» Lesiones superficiales: hundimientos de epidermis, decoloracion
por degradacion de clorofilas.
Pérdida de agua: desecacioén y arrugamiento.
Oscurecimiento interno y tejido dafado.
Incapacidad para madurar.
Senescencia acelerada.
Cambios en la composicion, sabor y textura del fruto.
Disminucion del crecimiento y pérdida de la capacidad para brotar.
Reduccion de la capacidad de toma de agua de la raiz ocasionando
la Marchites.
Incremento en la permeabilidad de la membrana.
Mayor susceptibilidad al ataque de patégenos.
Pardeamiento en frutos.
Clorosis.
Inhibicién del crecimiento de la raiz.
Aumento de la tasa respiratoria anaerobia.

VVVVVVYVY

VVVVYVYVY
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1.2.3. Mecanismo de dano por frio

De acuerdo con Raison y Orr (1990) el curre en dos etapas; una
respuesta primaria cuya naturaleza es fisiica y se refiere al cambio
de fase de los lipidos de la membranasar de un estado liquido
cristalino a un soélido gel. Este cambla conformacién de las
membranas, alteran las funciones de las s, lo cual lleva a una serie
de respuestas secundarias que son lasién de la alteracién del
metabolismo y que finalmente se hace evin los sintomas visibles del
dafio por frio (figura 1.8).

DANOS POR Fi

BRUSCO Y BREVE tADUAL Y MANTENIDO |
(SHOCK POR FRIO)
INCREMENTALA | Pr——
——— ] PERMEABILIDAD
EN LA CELULA DE
- LA RAIZ
PSEUDOPLASMOLISIS | FUGADE | —
| RACION
ELECTROLITOS mmm oor |
; . AEROBIA ABSORCIONDE |
- 2 5 AGUA |
Dano Primario —————
- FALTA DE
Directo i NUTRIVENTOS
INREMENTA | [N
NIVELESDECD, | % |

DEFICIT |
DE ATP

Ct || INHIBICION INHIBICION
cm DETOMADE || DESINTESIS
| IONES || DEPROTEINAS
FUGADE |
oNES |
Daiio Pr
Indire

Fuente: Lyons (1973), Levitt (1980) y Raiscr (1990).

Figura 1.8. Mecanismo de dafio en plantas.
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Tanto las respuestas primarias como las secundarias pueden ser
reversibles si la temperatura no es tan drastica y el tiempo de exposicion es
breve (Lyons, 1973; Levitt, 1980; Taiz & Zeiger, 1991).

Durante la primera etapa del mecanismo de dafio por frio (figura 1.8) se
propone que las membranas celulares pasan de un estado liquido cristalino
a un estado sélido de tipo gel (Raison et al., 1979; Raison & Orr, 1990).
Esta solidificacion resulta en la formacion de canales que provocan el
incremento de la permeabilidad de la membrana y en consecuencia la fuga
de electrolitos; la liberacién de solutos como el K+ provocan el cese del
movimiento protoplasmatico y pseudoplasmolisis. Otras lesiones que se
presentan por el cambio de las propiedades de la membrana, son en el
funcionamiento de proteinas asociadas a ésta, causando un desbalance
metabdlico y acumulacién de compuestos que pueden ser téxicos para la
planta.

Dentro de las respuestas secundarias se encuentran los disturbios
respiratorios que ocasionan que la toma de oxigeno disminuya, se reduzca
la sintesis de ATP, se detenga el transporte activo y la absorcién de iones
K+ (Lyons, 1973; Levitt, 1980). Se ha reportado que la respiracién durante
el estrés por frio se modifica, aumenta la respiracién anaerobia y la tasa de
produccién de CO, (Levitt, 1980). Parte de estos cambios se deben a que
disminuye la fosforilacion oxidativa por el dafio que sufren las proteinas que
se encuentran involucradas en este proceso (Larcher, 1995).

Otro proceso de la planta que se ve afectado es la fotosintesis, debido al
dafio de la membrana de los cloroplastos que son mas sensibles al frio. La
parte mas afectada es el fotosistema Il, principalmente en la proteina D1,
que conforma el centro activo, y pierde su estructura cuaternaria (Lyons,
1973; Levitt, 1980; Makela et al., 1999). Estos disturbios en el metabolismo
ocasionan que la tasa respiratoria exceda al de la fotosintesis, lo cual
reduce la sintesis de glucosa (Lyons, 1973; Levitt, 1980). Debido a la
escasez de ATP, la traslocacién de azlcares (almidén) fuera de los
cloroplastos se bloquea, la sintesis de proteinas disminuye provocando que
la planta no sea capaz de reponer su pérdida; todas estas alteraciones se
reflejan en la reduccion del crecimiento (Raison et al., 1979; Lyons, 1973)

Ademas el desbalance de estos procesos bioquimicos, provocan la

acumulaciéon de compuestos toxicos para la planta; compuestos como
acetaldehido y etanol. En la figura 1.9 se ilustra el cambio en la respiraciéon
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y en la misma se observa que la respiracion aerobia queda inhibida. Este
hecho conduce a un incremento en los niveles de O,, moléculas disponibles
a las peroxidasas y polifenol oxidasas. Esta acumulacion de O, produce la
formacion de perdxidos y especies activas de oxigeno provocando un
estrés oxidativo; esto afecta a los fotosistemas | y Il e induce a la
peroxidaciéon de la membrana (Lyons, 1973; Levitt, 1980; Shewfelt &
Erickson, 1991; Ni-Nong Xu et al., 2003).

-0, Acido R
Carbohidratos | ™ pirdvico CO, + H,0
Acetaldehido

N

Etanol + CO,

Fuente: Levitt (1980)

Figura 1.9. Dafio por frio, en el proceso respiratorio.

Cuando las plantas han estado expuestas a frio y muestran lesiones unas
horas o un dia después de la exposicion, se menciona que el dano es
directo, estas lesiones ocurren rapidamente y se le llama choque por frio.
Pero cuando las lesiones requieren de dias o semanas para que aparezca
el dano, se les denomina como lesiones secundarias.

1.3. FENOMENO DE PARDEAMIENTO

Uno de los sintomas visuales que ocurre comunmente y que es
caracteristico del dafio ocasionado por frio en los frutos de banano es el
pardeamiento de la epidermis (figura 1.10). Este sintoma surge como
consecuencia de la acumulacién de sustancias fenodlicas oxidadas en las
areas epidérmicas y subepidérmicas, evento causado por la accién de la
polifenol oxidasa sobre los fenoles (Gooding, 2001a).
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(Menor de
12°C) Fase gel
Incrementa la
permeabilidad
r [ Polifenol oxidasa
Formacién de Liberacién de
Polimerizacion | e Quinonas S solutos:
Polifenoles
liberados de la
vacuola.
Pigmentos
Pardos y
Melaninas

|

Fu‘ente: ébodmé (2001a)

Figura 1.10. Fenomeno de pardeamiento en banano.

1.3.1. La polifenol oxidasa

La polifenol oxidasa (PPO: Ec 1.10.3.2) es la enzima responsable del
pardeamiento en la fruta del banano, esta enzima presenta varias
isoformas que son codificadas por 4 genes nucleares, los cuales son bp01,
bp011, bp034 y bp035 (Gooding et al., 2001b). La polifenol oxidasa (PPO) y
sus isoformas, tienen un peso molecular comprendido entre 40 y 70 KDa
(Gooding et al., 2001a; Tamayo, 2002).

Estas enzimas, en su secuencia de aminoacidos, revelan la presencia de
regiones capaces de unir cobre y que son altamente conservadas; el cobre
es necesario para la actividad de la PPO. La PPO se encuentra localizada
en plastidios asociado a la membrana interna del cloroplasto, en
mitocondrias o bien en forma soluble (Meyer & Harel, 1981; Tamayo, 2002;
Yang et al., 2004) quedando fisicamente separado de sus sustratos
fendlicos localizados en la vacuola (Meyer, 1987; Gooding et al., 2001a).
Algunas caracteristicas de esta enzima son; tiene un punto isoeléctrico de
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6.2, el pH 6ptimo es de 5.5 y una constante (km) de 0.5 mM en presencia
de dopamina, un sustrato natural de la PPO en banano (Palmer, 1971;
Yang et al., 2004).

La oxidacion de compuestos fendlicos por la polifenol oxidasa es la causa
principal de la coloracién café en muchas frutas y vegetales durante su
manejo, almacenaje y procesamiento (Meyer & Harel, 1981). Este
fendbmeno es de importancia considerable por el efecto que tiene en la
calidad nutricional y apariencia que produce, reduciendo la aceptabilidad lo
cual impacta econémicamente (Salunkhe & Desai, 1984). La reaccion del
pardeamiento ocasionada por la PPO, inicia solamente en tejidos dafados,
cuando existe una pérdida en la compartamentalizacion celular provocando
la liberacion de los fenoles y por lo tanto permite ponerse en contacto con
la PPO (Gooding et al., 2001b; Nguyen et al., 2003).

Existen evidencias de que la actividad de la PPO es elevada en tejidos
jovenes y regiones meristematicas, la expresion de genes decrece durante
el desarrollo y maduracién del tejido de la planta (Meyer & Harel, 1981,
Yang et al., 2004). En el caso del banano existen diferentes isoformas en
tejido meristematico (3 isoformas), en la pulpa (9-14 isoformas) y cascara
de la fruta (10 isoformas) (Gooding et al., 2001a).

La polifenol oxidasa cataliza dos reacciones en presencia de oxigeno:
primero, tiene lugar la hidroxilacion de monofenoles a difenoles (actividad
monofenolasa o cresolasa) y posteriormente, los difenoles formados se
transforman en quinonas (actividad o-difenolasa o catecolasa) (Meyer &
Harel., 1981; Tamayo, 2002). El primer producto de la oxidacion enzimatica
son las o-quinonas (figura 1.11), estas moléculas tienen diferentes
propiedades espectrales y su color depende basicamente del pH y del fenol
que lo origina (Nicolas et al., 1994). Para que la enzima actle, es necesario
la presencia de cobre (Cu + ) en su centro activo, estado en el que la
enzima puede ligar oxigeno (Robb, 1981; Meyer & Harel, 1981). La
formacién de complejos de cobre da lugar a una inhibicién de su actividad.

Las reacciones de pardeamiento progresan a una segunda fase, en la cual
a partir de las quinonas formadas, que son moléculas muy reactivas, se
condensan rapidamente combinandose con grupos amino 6 sulfhidrilo de
las proteinas y con azucares reductores, dando lugar a polimeros de alto
peso molecular como las melaninas y ligninas. Estas presentan diversas
coloraciones dependiendo de los sustratos fendlicos que los originaron y
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del pH (McEvily et al, 1992). En el caso de los bananos tomaran una
coloracién rosada, que después pasara a marrén y posteriormente a negro
(Rivas, 1977; Robards et al., 1999).

o (o]

R

Polimerizacion
Fuente: Palmer (1971) y Tamayo (2002).

Figura 1.11. Reacciones catalizadas por la polifenol oxidasa.

La formacién de o-quinonas es una reaccion reversible en presencia de
agentes reductores, como el acido ascorbico, dando lugar a o-difenoles
incoloros, mientras que la polimerizacion posterior es irreversible. El
pardeamiento enzimatico requiere de la disponibilidad de cuatro
componentes esenciales: oxigeno, enzima, cobre y sustratos apropiados.
Estos factores determinan la velocidad de pardeamiento, que puede ocurrir
rapidamente, incluso en pocos minutos. Esta velocidad dependera de
factores como la concentraciéon y actividad de la PPO, de la cantidad y
naturaleza de los compuestos fenodlicos, pH, temperatura, agua y la
cantidad de oxigeno disponible en el entorno del tejido vegetal (Vamos-
Vigyazé, 1981; Mayer, 1987). Otros factores intrinsecos que influyen en la
intensidad del pardeamiento son: la especie, la variedad y el estado
fisiologico de los frutos (Amiot, et al., 1995).

Las funciones fisiolégicas que se le han atribuido a la PPO son: en los
frutos interviene en la distribuciéon de las semillas, se encuentra involucrada
en mecanismos de defensa y reparaciéon de tejidos, también en la
formacion de pigmentos y depuraciéon de oxigeno en el cloroplasto (Meyer
& Harel, 1981; Gooding et al., 2001a; Tamayo, 2002).
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1.3.2. Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos se derivan del acido shiquimico y del
metabolismo del acido fenilpropanoico (Robards et al., 1999), y acttan
como poderosos antioxidantes en tejidos de plantas (Fletcher & Kott,
1999).

De acuerdo a Valls y colaboradores (2000), con base a su estructura
quimica existen dos grandes grupos de compuestos fendlicos: los acidos
fendlicos (benzoicos y cinamicos), también llamados compuestos no
flavonoides, y los flavonoides (tabla 1.2). La diferencia de estructura entre
ambos grupos consiste principalmente en que los &acidos fendlicos tienen
un anillo aromatico, mientras los flavonoides estan formados por dos anillos
(Rhodes et al., 1981; Valls et al., 2000).

Compuestos no flavonoides

Acidos fendlicos
o Acidos benzoicos
e Acidos cinamicos
Estilbenos
e Resveratrol

Compuestos flavonoides
Flavonoles
Flavanoles
e Taninos o proantocianidinas

e Antocianidinas y antocianos
Fuente: Valls et al. (2000)

La fenilalanina amonio liasa (PAL) es considerada la principal enzima en la
ruta de los fenilpropanoides, ya que cataliza la transformacion por
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deaminacion de la fenilalanina a acido trans-cinamico, el cual es el primer
intermediario en la biosintesis de los fenoles. Se ha visto que PAL
incrementa su actividad en respuesta a estrés térmico y es considerada por
varios autores como una linea de estudio que podria proporcionar las
condiciones que permitan adaptar a las plantas contra diferentes tipos de
estrés (Rivero et al., 2000).

En respuesta al estrés o dafo mecanico, el metabolismo de fenoles
presenta tres tipos de reacciones de acuerdo a Rhodes et al. (1981):
» La sintesis de compuestos fenélicos monoméricos (fitoalexinas)
» La sintesis de derivados polifendlicos.
» La oxidacion de componentes fendlicos preformados, que van a dar
lugar a quinonas y a material polimerizado.

Los compuestos fendlicos se localizan en vacuolas de las células de
semillas, epidermis y endocarpo de los frutos; estos compuestos sirven
como precursores para suberinas y ligninas las cuales actian como
protectores ante efectos de estrés abidtico como la baja temperatura.
Ademas algunos fenoles protegen a las auxinas por su efecto antioxidante
(Morais et al., 1999; Fletcher & Kott, 1999). Las funciones atribuidas a los
fenoles son las siguientes (Rhodes et al., 1981; Fletcher & Kott, 1999):

e Sirven como reconocimiento para insectos polinizadores.

e Proteccion contra la agresion de herbivoros, insectos, hongos,

bacterias y virus.
e Reducen la competencia entre plantas.

Los compuestos fendlicos encontrados en banano variedad Enano Gigante
son dopamina, vainillina, catequina y taninos (Mendoza et al., 1996, citado
en Sala, 2003).

1.4. MECANISMOS DE RESISTENCIA Y TOLERANCIA AL
ESTRES POR BAJA TEMPERATURA

De acuerdo a Hallgren y Orquist (1990) e Iba (2002), muchas plantas tienen
la capacidad de modificar su metabolismo, sintetizando compuestos que les
permitan sobrevivir ante el estrés por frio (figura 1.12): algunas plantas por
ejemplo producen compuestos de bajo peso molecular denominados
solutos compatibles u osmoprotectores, otras plantas modifican la
estructura de las membranas con lipidos insaturados, o bien producen
ciertas proteinas que actian en el sistema de destoxificacion de las
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especies activas de oxigeno (AOS) (Levitt, 1980; Hallgren & Orquist, 1990;
Iba, 2002).

RESISTENCIA AL FRIO
|
I | _
ESCAPE AL FRIO TOLE!ANCIAAL FRIO
[
EVITAR EL . TOLERAREL
ESTRES POR FRIO ESTRESPORFRIO
[ | | |
MATENER MANTENER SISTEMA DE SOLUTOS
LiPIDOS EN PROTEINAS DESTOXIFICACION COMPATIBLES
ESTADO LIQUIDO SOLUBLES EAO
[
[ ]
ISOZIMAS DE ALTA INCREMENTO DEL
ACTIVIDAD CONTENIDO DE
ENZIMAS
[
INSATURACION PROPORCION PREVENIR
DELIPROS DE LIPIDOS PEROXIDACION

DE LIPIDOS

Fuente: Levitt (1980)

Figura 1.12. Mecanismos posibles para la resistencia a la baja temperatura.

1.4.1. Sistema de destoxificacion de especies activas de oxigeno
(AOS)

Las especies activas de oxigeno incluyen aniones superoxido (O;) vy
peroxido de hidrogeno (H,O,) generados por la reduccién de oxigeno
molecular. También incluyen a los radicales hidroxilos (OH"), producidos en
reacciones involucrados con peroxidos y reduccion de O7,. Las especies
activas de oxigeno se incrementan en las plantas que se encuentran bajo
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estrés como bajas temperaturas, sequia y salinidad entre otros. Seis
enzimas estan involucradas en el proceso de destoxificacion de estas
moléculas en plantas superiores: la superéxido dismutasa (SOD),
ascorbato peroxidasa (APX), catalasas (CAT), monodehidroascorbato
reductasa (MDAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR) vy glutatién
reductasa (GR), dichas enzimas se localizan en cloroplastos, citoplasma,
mitocondria y microcuerpos y permiten mantener el balance iénico en la
planta ante el estrés por baja temperatura (Iba, 2000).

Estudios realizados por Okane y colaboradores (1996) mostraron que
plantas de Arabidopsis sujetas a bajas temperaturas acumularon peréxido
en las células e incrementaron la actividad de APX y GR. En contraste, en
arroz los niveles de APX y SOD aumentaron cuando las plantas fueron
transferidas de frio a temperatura normal (Saruyama & Tanida, 1995).

1.4.2. Lipidos de membrana

Se ha visto también la relacion de tolerancia a las bajas temperaturas en
membranas cuya estructura presenta mayor cantidad de lipidos
insaturados, estos lipidos aumentan la fluidez de la membrana cuando son
sometidas a estrés por baja temperatura (Iba, 2000).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los lipidos de la membrana a
diferentes temperaturas difieren con los tipos de las cabezas polares de los
lipidos o sus acidos grasos esterificados y sus constituyentes (Smolenska

& Kuiper, 1977).

Esto sugiere que los niveles de estos fosfolipidos quiza determinen la
capacidad de la planta de tolerar la baja temperatura, aunque también
existen otros factores involucrados como es la participacion de proteinas
desaturasas (lba, 2002).

1.4.3. Compuestos organicos solubles de bajo peso molecular
(Solutos compatibles)

Cuando las plantas experimentan condiciones ambientales desfavorables
como la baja temperatura, muchas de ellas tienen la capacidad de generar
compuestos organicos de bajo peso molecular llamados solutos
compatibles (Bohnert et al., 1995). Los solutos compatibles representativos
incluyen ciertos polioles como el manitol, sorbitol, arabinitol, eritritol y
glicerol; azucares como trehalosa y sacarosa; aminoacidos como prolina,
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glutamina, lisina y derivados de aminoacidos como glicina-betaina vy
compuestos relacionados (Thomashow, 1999; Iba, 2002). La prolina se
acumula en practicamente todas las plantas, sin embargo la glicina-betaina
esta distribuida solamente en aquellas con alta tolerancia a la salinidad y al

frio (Robinson & Jones, 1986).

1.5. SOLUTOS COMPATIBLES

La productividad y distribuciéon espacial de muchos cultivos de plantas
agronémicas y horticolas de importancia comercial, como el banano, estan
restringidas por factores ambientales tales como son la sequia, salinidad y
temperaturas extremas las cuales desempefan un papel muy importante
en la produccion agricola mundial (Boyer, 1982).

Entre las propiedades de los solutos compatibles, se puede resaltar que
son altamente solubles en agua y uniformemente neutrales, no son téxicos
en altas concentraciones, permiten mantener la presion de turgencia
durante el estrés hidrico, la cual es una caracteristica intrinseca de las
formas principales de estrés abi6tico como el estrés por salinidad y frio.
Ademas, algunos solutos compatibles pueden servir como eficientes
agentes protectores, para estabilizar la estructura y funcion de ciertas
macromoléculas (Santoro et al., 1992; Papageorgiou & Murata, 1995). Asi
que la acumulaciéon de estos compuestos en las plantas, contribuye de
manera importante a la aclimataciéon de las células al estrés ambiental
(Sakamoto & Murata, 2002).

Hasta la fecha, las propiedades de varios solutos compatibles han sido
analizadas en plantas modelo como son Arabidopsis thaliana y tabaco
(Nicotiana tabacum). Particular atencion se ha prestado a la ingenieria
genética en la sintesis de Glicina-Betaina (Sakamoto & Murata 2000 y
Sakamoto & Murata, 2002), un derivado de aminoacido y un soluto
compatible muy eficiente (Le Rudulier et al., 1984), y cuya acumulacién
comprende solamente a especies con alta tolerancia a la salinidad y al frio.
En estudios en donde se ha realizado transformacion de plantas con genes
que sintetizan la glicina-betaina, se ha reportado que la acumulacién de
1umol de Glicina-betaina/g PF aumenta de 10 a 100 veces la tolerancia a
estrés por temperatura y salinidad (Xing & Rajashekar, 2001; Sakamoto &
Murata, 2000).
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1.5.1. Glicina-betaina (GB)

El grupo de las betainas estd ampliamente distribuido en las plantas,
aunque solo algunas pueden acumularla. Esta familia la integran la glicina-
betaina (N, N, N trimetil glicina), B-alanina betaina, prolina betaina y 2-
hidroxiprolina betaina (Nishimura et al., 2001).

La GB es una amina cuaternaria, constituida completamente de grupos
metilo, con carga neta nula y bipolar (figura 1.13), se encuentra en algunos
microorganismos, plantas superiores y animales (Rhodes & Hanson, 1993).
Es sintetizada por un gran numero de plantas incluyendo miembros de las
familias Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Poaceae, Asteraceae vy
Malvaceae (Rhodes & Hanson, 1993; Gorham, 1996; Blunden et al., 1999;
Ma et al., 2006). En altas concentraciones, la glicina-betaina no interfiere
con funciones citoplasmaticas y estabiliza la estructura y funcién de
muchas macromoléculas, por esta razén se coloca dentro del grupo
conocido colectivamente como solutos compatibles (Sakamoto & Murata,

2002). -
CH,
+
CHy=—=N=—CH,
e | N
CH,

Figura 1.13. Estructura molecular de la glicina-betaina.

1.5.2. Sintesis de GB

La sintesis de GB en plantas que tienen la capacidad de acumularla, se
realiza a través de dos pasos de oxidacion de la colina (figura 1.14); el
primer paso consiste en una oxidacién catalizada por la enzima colina
monooxigenasa (CMO) la cual forma la betaina aldehido. El segundo paso
es una deshidrogenacién de la betaina aldehido por la enzima betaina
aldehido deshidrogenasa (BADH) la cual origina la GB. Este proceso de
sintesis ocurre en los cloroplastos (Weigel et al., 1986; Brouquisse et al.,
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1989; Rhodes & Hanson, 1993; Papageorgio & Murata, 1995; Burnet et al.,
1995). Estudios recientes sugieren que en monocotiledéneas la BADH se
localiza en peroxisomas (Nakamura et al, 1997), todas las BADHs de
monocotiledéneas tienen un tripéptido C-terminal (SKL) que se conoce
como péptido senal (Nakamura et al, 1997) para localizarse en ese
organelo.

_\.h]"/\

CH2 OH Colina
/

CMO

02 mr

Ferrodoxina

\+ -
=N 5o i

BADH NAD*
-}b—ll_/\COO. Glicina

Betaina

Figura 1.14. Ruta de sintesis de GB.

1.5.3. Funciones de GB

Dentro de las multiples funciones en las que se ha reportado que interviene
la GB, bajo algun estrés ambiental es que previene dafos por
deshidratacion celular debido al balance osmético, sostiene la fotosintesis,
mantiene el volumen de cloroplastos y protege a las enzimas que actian en
la cadena respiratoria (Zheng et al., 1991; Makela et al., 1999).

El principal papel fisiolégico de la glicina-betaina es como osmolito y
donador de grupos metilo (transmetilaciones). Como osmolito la betaina
protege células, proteinas y enzimas del estrés ambiental tales como el
estrés hidrico, salinidad, temperaturas extremas entre otros factores. Como
donador de grupos metilo participa en el ciclo de la metionina (Craing,
2004). Diversos autores han estudiado el efecto de GB contra los efectos
de la baja temperatura tanto en frio como congelamiento (tabla 1.3). En
dicha tabla se muestra el papel que juega la GB contra los efectos
ocasionados por las bajas temperatura y su papel en la tolerancia al frio.
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Tabla 1.3. Estudios de los efectos de la GB aplicada exégenamente ante estrés
por baja temperatura y otros tipos de estrés.

TR
Autor |Ano|Concentracion Especie Conclusiones
GB confirié mayor
Allard, : s estabilidad a la membrana
Houde, 100, 250 y 5001190 (THHCUM ] fiacoie,
Krol, 1998 mM GB aplicados exilosn ’ T‘ El tratamiento con GB
lvanov, exégenamente gest/vum yL c\; exoégeno puede ser usado
Hinery durante 4 dias Fredrick) ' como una medida preventiva
Sarhan. durante el crecimiento y bajo
estrés por baja temperatura.
La aplicacion de GB mejord
la eficiencia fotosintética del
tomate y nabo y redujo la
Makela Tomate respiracion de plantas
Kanttu n 50 y 100 mM de | (Lycospersicon |crecidas bajo estrés (sequia
Pohu : 1999 |GB aplicada en | esculentum Mill) |y salinidad). La conductancia
Ssmersalo hojas y nabo (Brassica | estomatica se incremento y
rapaL.) condujp a una mayor
eficiencia en el intercambio
de gases e increment6
relativamente el crecimiento.
; La toma de GB a través de
25, 50, 0.0, S:sl,ufr?sién M a raiz proporcioné mayor
Chen, Liy 25.0 y 50.0 mM| . P Y |tolerancia contra el frio y
2000 .| plantulas de| .. =
Chen GB (en medio : evitb el dafo de Ia
maiz (Zea mays
Hoagland) L) membrana por
) deshidratacion.
o i Ga 8 o o oy
, asperjadas  dos : : P g P "
Xing y . | Arabidopsis proceso de aclimatacion,
; 2001 |veces al dia > ; ,
Rajashekar .__ | thaliana probablemente estimulé en
supsnte gos ding arte la tolerancia al
consecutivos P A
congelamiento.
La aplicacion foliar de GB
A incremento el crecimiento de
g?elsgﬁson 1, 2 y 4 kg/ha GB | Pasto invernal la_planta aumentando su
'|2003| ' <Y = X9 5 y produccion. La GB puede
Page y en 200l/h de agua | de primavera e
ser usada agronomicamente
Munford . A
para producir cultivares

tolerantes al frio.
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1.6. JUSTIFICACION

La producciéon de banano a nivel rcanzé los 2.026 millones de
toneladas en el 2005 y gener6é urle 25,341 miles de ddlares
debido a la exportacion de esta fruil005) lo que nos habla de la
rentabilidad de este cultivo.

Uno de los problemas que presesultivares de banano, es el
desorden fisiol6gico ocasionado porso de la temperatura, el cual
ocasiona el pardeamiento de los Ppmeno conocido localmente
como acanelamiento. Este desorden gran medida los costos de
produccién de este fruto y por consinera una pérdida econémica
al productor, al vender a bajo costo .0, ya que no cumple con las
exigencias de calidad establecic a nivel nacional como
internacional (Rodriguez et al., 2002

Debido al cambio climatico, en loafos la temperatura minima
registrada ha sido mas marcada en onde se cultiva el banano, lo
cual ha ocasionado disminucién eiccion de esta fruta. En los
estados productores de banano, la ta minima que han registrado
esta entre los 0-15 grados (figura 1.1

En Yucatan por ejemplo, durante ada invernal 2004-2005, se
registré una temperatura minina deinas cuantas horas; a pesar
que la duracién fue corta, afecté dsignificativa la produccion de
banano, ya que los frutos se expusiciormente a un incremento en
la temperatura, lo cual alcanzé 34%oceso de frio-calentamiento
intensificé6 mas los dafos producidoo. Aunado a esto también se
tiene pérdidas de la fruta por maosecha, principalmente por
problemas de almacenamiento (Pdlit

Una posible forma de solucionar ena puede ser a través de la
aplicacion exégeno de GB, pues Jlacion en la célula podria
proteger contra los efectos del esidos por el descenso de la
temperatura, como se ha sefaladonas especies como el arroz
(Naidu y Williams, 2004), Arabidop: Rajashekar, 2001), tabaco
(Yang et al., 2005), maiz (Chen et, tomate (Park et al., 2004)
entre otras especies.
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También se ha obseado que la aplicaciéon foliar de GB en especies de
importancia comercieque no son capaces de acumular este osmolito,
registra una mayor pductividad y cuando estas son sometidas a estrés
por temperatura tienenayor capacidad de tolerarlo (Makela et al., 1999).

= Temperatura minima
% 25 de febrero del 2005

Estados
Productores

Fuente: CNA 2005 y Olvera 1939

Figura 1.15. Temperatis minimas registradas en los estados productores de
banano.

La ventaja de usarste osmolito es que penetra rdpidamente y es
traslocado a otros éraos en menos de 24 horas (Makela et al., 1996). El
consumo de GB no enocivo para el hombre, es un importante nutriente
obtenido de una variad de alimentos tales como germen y salvado de
trigo, espinacas, remucha entre otros alimentos, la funcién primordial es
como osmolito organi y fuente de grupos metilo ayudando a mantener la
salud del higado, coran y riién (Craig, 2004). Ademas el precio de GB en
el mercado es relativniente bajo por lo que es factible su utilizacién con
fines agricolas.
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El hecho de seleccionar el cultivar banano Enano Gigante como modelo de
estudio, es debido a que se siembra ampliamente en diversos estados de la
Republica Mexicana, presenta mejor precio en el mercado nacional e
internacional y es aceptable para exportacién a diferentes paises como
Estados Unidos y Canadd, de igual manera puede ser aceptado en el
mercado europeo.

1.7. HIPOTESIS

La aplicacion foliar de GB en plantas de banano podria atenuar los cambios
fisioloégicos y bioquimicos que llevan al pardeamiento del fruto cuando son
expuestos a bajas temperaturas durante su vida postcosecha.

GB podria actuar estabilizando membranas lo cual se deberia reflejar en
una menor fuga de electrolitos y menor caida de la eficiencia fotoquimica
del fotosistema |l, debido a que protege a las proteinas asociadas a la
membrana y a las que conforman los centros activos de los fotosistemas.

1.8. OBJETIVOS

1.8.1. General

Determinar el papel de la aplicacion foliar precosecha de GB para reducir
los desérdenes fisiologicos y bioquimicos provocados por la exposiciéon
postcosecha a bajas temperaturas de frutos de banano variedad Enano
Gigante.

1.8.2. Particulares

1. Evaluar los posibles cambios de fenoles solubles, proteinas
solubles, actividad de la polifenol oxidasa (PPO), clorofilas vy
carotenoides en frutos de banano sometidos a frio (10°C) durante 0,
2, 4 y 6 horas de exposicion.

2. Cuantificar los cambios en la tasa respiratoria, produccion de
etileno, fuga de electrolitos y fluorescencia de clorofila en frutos de
banano sometidos a 10°C durante 6 horas.

3. Determinar el papel de la aplicacién foliar de la glicina-betaina (50 y
100 mM) en el desarrollo de los dafos por frio en frutos durante
etapas postcosecha.
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Capitulo Il. Papel de GB en el desarrollo de daros
ocasionados por frio: efecto en fenoles, proteinas,
actividad de polifenol oxidasa (PPO), clorofilas y
carotenoides

2.1. INTRODUCCION

Muchas frutas, vegetales y plantas ornamentales de origen tropical y
subtropical son sensibles a bajas temperaturas (Paull, 1990). Estos cultivos
sufren dano por frio después de un periodo de exposicién a temperaturas
por debajo de los 10 °C, pero por arriba de su punto de congelamiento
(Lyons 1973; Wang, 1994). Varias alteraciones bioquimico-fisioloégicas y
disfunciones celulares ocurren en especies sensibles como el banano, en
respuesta al estrés por frio (Raison & Orr, 1990; Wang, 1994). Cuando esta
condicion se prolonga, estas alteraciones y disfunciones conducen al
desarrollo de sintomas como lesiones superficiales, decoloracion,
pardeamiento y maduracion anormal de frutos (Saltveit & Morris, 1990).

Se ha visto que ciertas plantas acumulan solutos compatibles como GB
cuando estan sujetos a estrés por bajas temperaturas (Ishitani et al., 1993;
Allard et al., 1998). De igual manera si este osmolito es asperjado induce
cierto efecto positivo ante el estrés por baja temperatura evitando la
peroxidacion de lipidos en Zea maiz (Chen et al., 2000), incrementa la
productividad en pastos (Naidu et al., 2003), la tolerancia al congelamiento
en arroz (Naidu & Williams, 2004), induciendo la sintesis de acido
giberélico y poliaminas en arroz (Naidu et al., 2005). Bajo estrés salino y
sequia, la GB que se acumula quiza mantiene el balance osmético celular
(Robinson & Jones, 1986; McCue & Hanson, 1992), estabiliza la estructura
cuaternaria del complejo de proteinas que conforman los fotosistemas
(Yancey et al., 1982; Papageorgiou & Murata, 1995; Makela et al., 1999).
Sin embargo el mecanismo protector de GB contra el estrés por frio no esta
completamente claro. Se ha sugerido que GB quizd actia como
osmoprotector (Yancey et al., 1982; Yancey, 1994), crioprotector (Couglan
& Heber, 1982), estabiliza la integridad de la membrana (Zhao et al., 1992)
y previene la fotoinhibicion en trigo durante el estrés por congelamiento
(Allard et al., 1998).
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Para tratar de determinar el efecto del frio en exceso de maduracion del
banano y de entender cdmo actua la GB en elsarrollo de los dafios por
frio en banano, en este estudio se asperjé dosicentraciones de GB (50
y 10 mM) en hojas cercanas a la infrutencia durante tres dias.
Posteriormente los frutos fueron sometidos a T durante 2, 4 o 6 horas
con un control para cada tratamiento. Se evaluz parametros bioquimicos
como actividad de la polifenol oxidasa y condo de fenoles solubles,
factores que posiblemente estan relacionadoon el pardeamiento en
frutos de banano y pudieran ser utilizados conndicadores del grado de
dafo ocasionado por frio; también se anaron los contenidos de
proteinas solubles, clorofilas y carotenoides tote

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material vegetal

Este trabajo se realiz6 en banano Musa AAA (srupo Cavendish) "Enano
Gigante”, cultivado en el vivero del CICY (figura) en Mérida Yucatan.
rﬂ = - .,, v, j : i P . - N

Figura 2.1. Plantacién de banano variedad enano inte en el invernadero del
CICY.

El criterio de seleccion de las plantas fue la presia de frutos de entre 10
y 12 semanas de desarrollo, edad donde se cidera que los frutos ya
tienen la madurez fisiolégica (Dadzie & Orcd, 1997), porque han
alcanzado la talla y el grosor maximo que corresde al grado de madurez
1 (Banacol, 2004).
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2.2.2. Estrategia experimental y obtencion de muestras

Para evaluar el efecto protector de la glicina-betaina (GB) contra los
desérdenes bioquimicos ocasionados por frio en los frutos de banano, se
disefno la estrategia experimental mostrada en la figura 2.2.

Las plantas seleccionadas se trataron con soluciones de 50 mM y 100 mM
de GB respectivamente. Como control se utilizd plantas de banano a las
cuales se les asperjo agua destilada (figura 2.2). Las soluciones de GB se
asperjaron en las primeras dos hojas cercanas a la inflorescencia y el
raquiz con el fin de facilitar la traslocacion a diferentes partes de la planta,
incluyendo el fruto. Se realizaron aplicaciones diarias de 0.250 |/planta de
cada uno de los tratamientos durante tres dias seguidos antes de la
cosecha de los frutos. Los frutos se cosecharon y se expusieron a
tratamiento con frio. Cabe mencionar que de cada tratamiento con GB se
hicieron tres réplicas (3 plantas).

La evaluacion de los dafos ocasionados por frio en los frutos de banano,
se realizé mediante un tratamiento con temperatura de 10°C y tres tiempos
de exposicion (figura 2.2). Los frutos de las plantas asperjadas con GB y
los controles fueron cosechados y se sometieron a temperatura de 10°C en
una incubadora (Forma Scientific, Diurnal Growth Chamber), en oscuridad
por periodos de 2, 4 o 6 horas (figura 2.3), con tres réplicas para cada
tratamiento (3 manos), tomando como control frutos de banano mantenidos
a 23°Cz 1°C.

Los frutos que fueron expuestos a frio se transfirieron a temperatura
ambiente (23°C+ 1°C), fueron lavados con abundante agua para retirarles
el polvo y enjuagados con una solucion de sulfato de magnesio al 0.5%
para retirar la resina que pudo haber permanecido en el fruto (Nguyen et
al., 2003). A continuacién los frutos se sumergieron durante 3 minutos en
una solucién fungicida (Promilo 50 PH) a razén de 0.5 g/l; el ingrediente
activo de este fungicida fue el benomilo (metil 1-(butilcarbamoil
bencimidazol-2 ilcarbamato).

Los frutos de banano se secaron a temperatura ambiente, se envolvieron

en papel periédico y se colocaron en cajas de plastico donde se
mantuvieron a 23°C + 1°C hasta su maduracion.
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Figura 2.2. Diagrama de flujo dtperimental.
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Figura 2.3. Aspersion, corte y exposicion a frio de frutos de banano tratados con
GB.

Se registraron los sintomas ocasionados por el frio cada 24 horas por un
periodo de 8 dias, se tomaron fotos de los dafios en los frutos, al mismo
tiempo se extrajeron muestras para medir el contenido de fenoles solubles,
proteinas solubles, actividad de PPO, clorofilas y carotenoides. Las
muestras fueron extraidas de la parte central del fruto, para la
determinacién de la actividad enzimatica de la PPO se extrajeron 5 g de la
epidermis del fruto y un gramo para medir los parametros de fenoles
solubles, proteinas solubles, clorofilas y carotenoides, haciendo un total de
10 gramos por fruto (figura 2.4). Para cada tratamiento con GB vy frio, se
extrajo el tejido de la epidermis de 3 frutos (muestra). Las muestras se
congelaron en nitrégeno liquido, y después se almacenaron a —80°C
(Termo Forma —86°C UIT freezer s/N 803994-45, Model 716 de Termo
Electron Corporation), para su posterior analisis.

-

Figura 2.4. Obtencién de muestras de tejido fresco de frutos de banano bajo
tratamiento con GB y frio.
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2.2.3. Evaluacion de parametros

2.2.3.1. Contenido de fenoles solubles

La determinaciéon de los fenoles solubles se realiz6 por medio de la
reaccion de Folin Ciocalteu, descrita por Singlenton y Rossi en 1965
(Larrahondo, 1980; Larrahondo, 1985) con ligeras modificaciones (Nguyen
et al., 2003).

Para la extraccion de los fenoles se tomé un gramo de epidermis de
banano (peso fresco), se pulverizé en un mortero en presencia de nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino, el macerado se transfirié a un tubo de
ensaye y se agregaron 5 ml de una mezcla de etanol-agua (1:1 v/v) en frio.
El homogenado se agité durante un minuto con un vortex (model M37615
Barnstead/thermolyne) y se coloc6é en hielo durante 6 horas.
Posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm (Centrifuge 5415 D Eppendorff)
durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de
ensaye. Esta fraccién constituydo el extracto experimental para la
cuantificacién de los fenoles solubles.

La cuantificacion se realizé en un tubo de ensaye en el cual se agregaron
100ul del extracto experimental, 1.7 ml de agua destilada estéril, 100ul del
reactivo Folin Ciocalteu 2N y se incub6 a temperatura ambiente durante 10
minutos en agitaciéon (Dual Actino Shaker). Posteriormente se agregaron
100 pl de hidroxido de sodio 0.2 N, se homogenizo e incubé a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La absorbancia se determiné en un
espectrofotometro (Beckman Coulter DU 650) a 725 nm, utilizando como
blanco agua con 100 pl de Folin Ciocalteu 2N y 100ul de hidréxido de sodio
0.2 N.

Los calculos del contenido de fenoles solubles, se realizaron a partir de un
grafico de calibracion y se hizo la regresién lineal de la absorbancia contra
concentracion conocida (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 y 100 ppm),
utilizando una solucién patrén de acido caféico de 200 ppm (Larrahondo,
1980), los resultados se expresaron como mg de fenoles. g PF™.

2.2.3.2. Contenido de proteinas solubles

La cuantificacion espectrofotométrica de proteinas solubles, esta basado en
el método descrito por Bradford (1976). Para extraer la proteina del tejido
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fresco, se macer6 un gramo de la muestra de epidermis del fruto en un
mortero agregando nitrégeno liquido y 1.5 % de PVPP (0.015 g. mI™") hasta
obtener un polvo fino y se colocé en un tubo eppendorf. Se agregaron 2 ml
de amortiguador de extraccién (50 mM de NaCl, 1 mM de EGTA, 50 mM
Tris pH 7.4, 250 mM de Sacarosa, 10% de Glicerol) e inhibidores de
proteasas (5 ng/ ml de Aprotinina, 5 pg/ ml de leupeptina y 10 mM de
PMSF), se agit6 para maximizar la liberacién de proteinas en el
amortiguador y sé centrifugo durante 30 minutos a 10,400 rpm a 4°C, el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo eppendorf y este sobrenadante
se utilizé para determinar el contenido de proteinas.

La determinacién de las proteinas solubles se realiz6 mediante una curva
de calibracion utilizando una solucién patron de BSA de 1 mg/ml, se
adicion6 en tubos eppendorf 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 pul de la
solucion patrén de BSA para los estandares, a la vez que se prepararon las
muestras agregando 10, 20 y 30 pl del extracto obtenido en tubos
eppendorff. Se adicion6 tanto a los estandares como a las muestras,
amortiguador de extraccion hasta alcanzar 100 pl, y se le agregé un mililitro
de la solucion de Bradford (100 mg de Coomassie Brillant Blue G-250, 50
ml de etanol al 50%, 100 ml de acido fosférico al 85%, todo esto aforado a
un litro con agua destilada estéril y filtrado en papel Whatman no. 1), cada
tubo se agit6 en el vortex y se dejé reposar durante 10 minutos. Se leyé la
absorbancia en un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 650) a una
longitud de onda de 595 nm.

Para hacer los célculos del contenido de proteinas solubles, se determiné
la regresiéon lineal de la absorbancia contra concentracion conocida de
BSA, los resultados se expresaron como mg de proteina. g PF™.

2.2.3.3. Actividad enzimatica de la polifenol oxidasa (PPO)

La evaluaciéon de la actividad enzimatica de la polifenol oxidasa se realizé
de acuerdo al método utilizado por Tamayo (2002), excepto que el sustrato
y la cantidad de proteina fueron diferentes.

Extraccion de la enzima (PPO)

La extracciéon de la PPO se realizé macerando 5g de tejido de cada una de
las muestras en presencia de nitrégeno liquido, el polvo fue homogenizado
en 10 ml de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7 (0.1 M de fosfato
de sodio monobasico monohidratado y 0.1 M de fosfato de sodio dibasico
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hepta hidratado) con inhibidores de proteasas (5 ng/ ml de Aprotinina, 5 ug/
ml de leupeptina y 10 mM de PMSF), 10 mM de acido ascérbico y 3% de
PVPP para la precipitacién de los fenoles, se homogenizé con un politron
(Poly science model. X-520). El agente reductor fue usado con el fin de
prevenir el oscurecimiento del tejido y de la solucién durante la extraccion
de la proteina. Posteriormente se centrifugd a 13,200 rpm durante 30
minutos a 4°C, se separ6 el sobrenadante y se colocé en tubos para tener
el extracto enzimatico que se utilizé para la determinaciéon de la actividad
de la PPO.

Ensayo de la actividad de PPO

La actividad de la enzima fue determinada mediante los métodos utilizados
por Tamayo (2002) y Arzapalo (2002). Primero se realizd una
caracterizacion de la afinidad de PPO de banano para diferentes sustratos
y concentraciones de los mismos. Los sustratos que se utilizaron fueron: 4-
metil catecol, pirocatecol, p-cresol y acido caféico, a concentraciones de
0.01 M, 0.02 M, 0.04 M, 0.06 M, 0.08 M, 0.1M, 0.2 M, 0.3M, 0.4 M, 0.5 My
1 M. Ademas se determiné la cantidad de proteina y el tiempo en que
ninguno de estos factores era limitante durante la reacciéon para medir la
actividad de la PPO.

El ensayo de actividad de PPO se realizé utilizando 3 ml de una solucién de
4-metil catecol 0.1 M disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7, e
incubando durante 20 minutos a 30°C en bafo maria (Yamato model
BT15). Transcurrido el tiempo, se agregé el extracto enzimatico el cual
contenia alrededor de 60 pg de proteina y se agitdé para iniciar la reaccion.
Inmediatamente se determiné la absorbancia cada 30 segundos durante 5
minutos a 420 nm en un espectrofotémetro (Beckman Coulter DU 650),
como blanco se utilizé el sustrato sin extracto enzimatico.

La actividad absoluta (A.A) de la enzima se expresé como pumol.min™".ml
enzima™, para ello se considero que el cambio en 0.001 unidad de
absorbancia corresponde a una unidad de producto formado. Esta actividad
se calculé considerando la ley de Lambert-Beer (Absorbancia = coeficiente
de extincion molar por grosor de la cubeta por la concentracion). Para ello
primeramente se calculé la pendiente (m) de la recta obtenida al graficar la
absorbancia contra tiempo. Los valores de actividad se obtuvieron
aplicando la siguiente férmula:
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’ Actividad absoluta (A.A) = m. V.10
E. VE

Donde:

A.A= Actividad absoluta= pmol.min™. ml enzima™ 6 UAE.ml" de enzima

m = pendiente de la recta

Vg= volumen de la reaccion (3ml del sustrato + volumen de extracto) en ml
Ve= volumen de extracto (ml)

¢ = Coeficiente de extincion molar del sustrato (el utilizado fue 4-
metilcatecol €= 3.04544246 M .cm™).

La actividad especifica (A.E.) se calculé6 considerando la cantidad de
proteina contenida en el extracto mediante la siguiente féormula:

Actividad Especifica (A.E.)= __ Actividad absoluta (UAE.ml de enzima™)
Vol. del extracto x Cantidad de proteina (mg)

Las unidades de la actividad especifica estan dadas en Unidades (U).mg
de proteina™” que equivalen a pmol.min™. mg de proteina™.

2.2.3.4. Contenido de clorofilas y carotenoides totales

Para la extraccién de clorofilas y carotenoides se utilizé la técnica de
Wellburn (1994); un gramo de tejido fresco se pulverizé en un mortero en
presencia de nitrogeno liquido, al macerado se le agregé acetona fria al
80% (10 ml por gramo de tejido). EI homogenado se transfirié6 a un embudo
Buchner provisto de papel filtro y se sometié a vacio. El filtrado obtenido se
dejé reposar 30 minutos en frio y en la oscuridad, posteriormente sé
centrifugo 10 min a 12,000 rpm, se decantd y se midié el volumen obtenido.
El extracto acetonico se leyo en el espectrofotémetro (Beckman Coulter DU
650) a tres longitudes de onda: 470, 645 y 663 nm (Wellburn, 1994).

La concentracion de clorofilas y carotenoides se obtuvieron de la siguiente
manera:

Clorofila A= 12.7 (A663) — 2.69 (A645) = pg.ml”

Clorofila B= 22.9 (A645) - 4.68 (A663) = pug. ml”

Clorofilas Totales = 20.2 (A645)+8.2 (A663)= ug/ml=(clorofila total X vol)/g
PF= ug. g PF”
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Carotenoides totales= (1000 (A470) —A663) — 104 (A645))/198 =
pg/mi= (carotenoides X vol (ml))/g PF= |7

2.2.4. Analisis estadistico

Para la realizacion del andlisis esb se utilizaron los datos
provenientes de 3 plantas diferentes pai tratamiento y 3 manos para
cada tiempo de exposicion al frio, tod(su respectivo control (tabla
2.1). Los parametros se midieron en tres diferentes por dia de cada
tratamiento y tiempo de exposicién al fiiendo un total de 288 frutos
analizados. Se calcularon los promedioslesviaciones estandar de los
resultados obtenidos de cada parametrel programa de Excel 2000.
Las diferencias significativas entre los tmtos se detectaron mediante
andlisis de las medias (LSD) con un nivenfianza del 95% (P=0.05) en
el programa StatGraphics Plus 4.1.

Tabla 2.1. Numero de frutos expuestos a durante diferentes tiempos de
exposicién por cada tratamiento con GB.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Sintomas visiales del dano por frio y efecto de GB

En la figura 2.5 se ruestra el aspecto de los frutos con los diferentes
tratamientos a los 12 cas después del corte.

0mMcae GB 50 mM de GB 100 mM de GB

Control
(23+£1°C)

Figura 2.5. Frutos de bnano bajo tratamiento con GB y frio, doce dias después
del corte. Las columnasepresentan los tratamientos con GB (0, 50 y 100 mM) y
las filas el tiempo de expsicién a 10°C (0, 2, 4 o 6 horas).
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Se observd que los frutos sin la aplicacion de GB y expuestos a frio,
presentaron una maduracién acelerada a comparacion de aquellos frutos
cuyas plantas fueron asperjadas con GB, principalmente en las tratadas
con 50 mM. GB parece retardar la maduracién en los frutos mantenidos a
una temperatura de 23+1°C y también en aquellos frutos bajo estrés por
frio. A nivel subepidérmico los sintomas de pardeamiento en los frutos de
banano comienzan a aparecer un dia después de la exposiciéon al frio,
siendo mas marcados al segundo dia (figura 2.6) en aquellos frutos en
ausencia de GB y expuestos durante 6 horas a una temperatura de 10°C.
En los otros tratamientos no se observaron diferencias.

Control
(23+°C)

Figura 2.6. Epidermis de bananos tratados con GB vy frio, dos dias después de
cada tratamiento. Las columnas indican las concentraciones de GB (0, 50 y 100
mM) y las filas el tiempo de exposicién a 10°C (2, 4 o 6 horas).
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A partir del cuartoy quinto dia después del tratamiento con frio, se
observaron mancha subepidérmicas en los frutos tratados con 50 mM de
GB y expuestos drante 6 horas (figura 2.7). Mientras que los frutos
expuestos a 100 ml no mostraron dafio alguno. En contraste, aquellos
frutos con OmM de @B y expuestos durante 4 y 6 horas a 10°C presentaron
un pardeamiento eidérmico marcado. Los controles no mostraron dafo
alguno.

0mM e GB 50 mM de GB 100 mM de GB

Control
(23+°C)

Figura 2.7. Epidermisie bananos tratados con GB y frio, cuatro dias después de
la aplicacion de cada tatamiento. Las columnas indican las concentraciones de GB
(0, 50 y 100 mM) y lasilas el tiempo de exposicion a 10°C (2, 4 o 6 horas).
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En la figura 2.8 se muestran los bananos bajo trataniento con GB y frio
ocho dias después del corte, los frutos mantenidos urante 4 y 6 horas a
10°C presentaron manchas subepidérmicas, tanto lo que fueron tratados
con GB como su control. En contraste los frutos marenidos a temperatura
ambiente (231+1°C) y los frutos expuestos durante os horas a 10°C, no
presentaron estas manchas.

DIA 8 0 mM de GB 50 mM de GB 100 mM de GB

Control |
(23+°C)

Figura 2.8. Epidermis de bananos tratados con GB y fn, ocho dias después de la
aplicacién de cada tratamiento. Las columnas indicanas concentraciones de GB
(0, 50 y 100 mM) y las filas el tiempo de exposicion a 1(C (2, 4 o 6 horas).
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Al parecer los frutos matenidos durante 4 y 6 horas a 10°C y en ausencia
de GB presentaban ya ina coloracion verde claro a los ocho dias después
del corte, indicando qu habia dado inicio la maduracién en estos frutos.
Los frutos restantes omenzaron adquirir esa tonalidad a los 10 dias,
quedando una madurezggrado 4 o 5 a los doce dias.

2.3.2. Cambios biouwimicos en frutos de banano expuestos a
frio

2.3.2.1. Contenido d fenoles solubles

El contenido de fenolesen la epidermis de los frutos expuestos a 2, 4 0 6
horas a 10°C, fueron mznores comparados con el control (figura 2.9, panel
A). El contenido de fenles aumenté conforme maduraron los frutos hasta
4.5 veces mas con repecto al contenido que tenian al inicio del corte
(0.525 + 0.063 hasta 225 + 0.29 mg de fenoles. g PF™"). Cuando los frutos
fueron expuestos a frioesta tendencia se mantuvo, aunque el contenido de
fenoles solubles fue meaor con respecto al control en los frutos expuestos a
frio y se redujo a la mitd en aquellos frutos que fueron mantenidos a 10°C
durante 6 horas (0.145t 0.0175 hasta 1.310 £ 0.157 mg de fenoles. g PF
). Hubo diferencias esadisticas significativas en el contenido de fenoles
entre los frutos expuesss a frio y el control (mantenido a 23 +1°C), aunque
no se encontraron difeencias significativas entre los frutos mantenidos por
4 0 6 horas en frio.

2.3.2.2. Contenido a proteinas solubles

El comportamiento de¢ contenido de proteinas solubles en los frutos
utilizados como contro(mantenidos a 23+ 1°C), mostr6é un incremento de
0.921+ 0.005 a 1.995+).194 mg de proteina. g PF™" en los primeros cuatro
dias después del cortefigura 2.9, panel A). No obstante, a partir del quinto
dia disminuy6 el contnido de estas macromoléculas hasta alcanzar un
valor de 0.14+ 0.091 my de proteina. g PF™" en el octavo dia. La figura 2.9,
panel B muestra el ontenido de proteinas solubles presentes en la
epidermis de los frutosie banano expuestos a 10°C durante 2, 4 o 6 horas.
Se observé que los frtos expuestos durante 2 y 4 horas presentaron un
comportamiento simila al control durante los primeros tres dias después
del corte. Posteriormete las proteinas disminuyeron de manera drastica
tanto en el control com los frutos expuestos a 4 y 6 horas, excepto en los
frutos mantenidos durate 2 horas a 10°C (1.266+ 0.44 mg de proteina. g
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PF7), en los cuales el contenido de proteinas fue diez veces mayor al
registrado por el control en el octavo dia.

Fenoles solubles

Proteinas solubles

(mg .g PF")

3 -
2.7 4
2.4 4
2.1 4
1.8 4
1.5 1
1.2 4
0.9 4
0.6 4
0.3 4

—6— Control (23°C)
—@— 2 horas a 10°C
—&— 4 horas a 10°C
—&— 6 horas a 10°C

O T T

Actividad especifica PPO

1 .2 3 4 5 6 7 8
Dias después del corte

A)

B)

C)

Figura 2.9. Efecto del frio sobre algunos parametros bioquimicos de la epidermis
del banano variedad enano gigante, durante ocho dias de seguimiento. A) Fenoles
solubles, B) Proteinas solubles, C) Actividad especifica de PPO de frutos
mantenidos a 23°C y expuestos a 10 °C durante 2 4 o 6 horas. (P=0.05, cada
punto es el promedio de n=3 + SD). (O) Mantenido a 23+1°C (Control), (®) 2 horas
a 10°C, (A) 4 horas a 10°C y (M) 6 horas a 10°C. Tratamientos con letras
diferentes presentan diferencias estadisticas significativas.
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El comportamiento observado en los frutos expuestos a 4 y 6 horas fue
similar al presentado por el control, aunque hubo un desplazamiento en el
tiempo de reduccion de la proteina; en el control disminuyd al quinto dia
mientras a las 4 horas disminuyé a los 7 dias y en los frutos expuestos por
6 horas a 10°C disminuyd a los cuatro dias.

El contenido de proteina también varié entre tratamientos, los valores
maximos registrados fueron de 2.0, 2.08, 3.2 y 1.3 mg de proteina. g PF"
en los frutos expuestos a 0, 2, 4 y 6 horas a 10°C respectivamente. Esto
sugiere que el frio indujo la sintesis de proteinas durante las primeras horas
de la exposicion, aunque dependiendo del tiempo de exposicion se acelero
la degradaciéon de estas macromoléculas la cual fue superior a 6 horas.
Hubo diferencias estadisticas significativas entre el control y los
tratamientos con frio.

2.3.2.3. Actividad especifica de la polifenol oxidasa

En la figura 2.9 panel C, se muestra el comportamiento de la actividad
especifica de PPO presente en la epidermis de los frutos de banano bajo
tratamiento con frio. Se observé una baja actividad basal al primer y
segundo dia después del corte, alcanzando una actividad maxima al tercer
dia. Esta actividad decayé posteriormente hasta valores basales.

El comportamiento en la actividad de PPO se observé en todas las
condiciones de tratamiento con frio, lo Unico que cambié fue la actividad
maxima alcanzada al tercer dia. Los frutos mantenidos durante 6 horas a
10°C presentaron una actividad especifica 10 veces superior (5614.4+898.6
pumol. min”". mg proteina’) a los valores encontrados en el control
(523.53+83.20 umol. min”'. mg proteina”). La actividad especifica en los
frutos expuestos a frio fue mayor al control, lo que sugiere que a mayor
tiempo de exposicién al frio hubo un aumento en la actividad especifica de
PPO y por lo tanto mayor pardeamiento del fruto. Hubo diferencias
estadisticas significativas entre los frutos expuestos durante 4 y 6 horas a
10°C con respecto al control.

2.3.2.4. Contenido de clorofilas

La figura 2.10 panel A, muestra el contenido de clorofilas totales de los
frutos expuestos a frio. En el control se observé una degradacion gradual
de las clorofilas (55.26+0.217 a 1.25+0.104 pg clorofila. g PF"') conforme
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transcurrieron los dias después del corte, esto sugiere que los factores que
condicionan la degradacion de la clorofila se expresaron con mayor
intensidad en los dias posteriores al corte.

100 - —o— Control (23°C

90 A —@— 2 horas a 10° A)
—&— 4 horas a 10°C
80 1 -m-6 horas a 10°C |
70 -

60 -
50 4
40 4
30 4
20 4
10 -
0

60 -

Clorofilas Totales
(ug.g PF")

50 -

40 -

30 4

(ug.g PF")

20 4

C;rdtenoides Totales

10 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias después del corte

o
-

Figura 2.10. Efecto del frio en el contenido de clorofilas y carotenoides presentes
en la epidermis del banano variedad enano gigante durante ocho dias de
seguimiento. A) Clorofilas totales, B) Carotenoides totales de frutos mantenidos a
23°C y expuestos a 10 °C durante 2, 4 o 6 horas. (P=0.05, cada punto es el
promedio de n=3 + SD). (O) Control, (®) 2 horas a 10°C, (A) 4 horas a 10°C y (H)
6 horas a 10°C. Tratamientos con letras diferentes presentan diferencias
estadisticas significativas.

Cuando los frutos estuvieron expuestos a frio (temperatura de 10°C durante
2, 4 o 6 horas) las clorofilas mantuvieron un comportamiento similar al
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control, disminuyeron conforme pasaron los dias después del corte.
Aunque el contenido de clorofilas en los frutos expuestos a frio fue mayor al
registrado por el control, indicando que la degradacion de las clorofilas fue
mas lenta cuando los frutos estuvieron expuestos a frio. Hubo diferencias
significativas en el contenido de clorofilas en cada uno de los tratamientos
analizados.

Este comportamiento pudo ser resultado de que los frutos al ser expuestos
a frio perdieron la habilidad de madurar o de que este proceso se modifico
presentandose una maduracion anormal del fruto.

2.3.2.5. Contenido de carotenoides

La figura 2.10 panel B, muestra el efecto en el contenido de carotenoides
totales en la epidermis de banano variedad Enano Gigante; se puede
observar que el contenido de carotenoides en el control presenté un ligero
incremento hasta el tercer dia, en los dias posteriores el contenido de
carotenoides se mantuvo a una concentracion de 20.77+ 0.58 a 23.31+
0.515 ug de carotenoides. g PF™". Los frutos expuestos durante 4 y 6 horas
a 10°C no presentaron este comportamiento, porque el contenido de
carotenoides se mantuvo. Hubo diferencias estadisticas significativas en el
contenido de carotenoides entre los frutos expuestos durante 4 y 6 horas
con respecto al control.

2.3.3. Efecto de GB en el desarrollo del dano por frio

2.3.3.1. Contenido de fenoles solubles

La figura 2.11, muestra como GB afectd el contenido de fenoles en frutos
expuestos a una temperatura de 10 °C durante 2, 4 y 6 horas. La figura
2.11 panel A, presenta la concentracién de fenoles en los frutos control y en
presencia de 50 y 100 mM de GB, se observé que los fenoles
incrementaron 1.5 veces su contenido conforme avanzé el proceso de
maduraciéon, y fue mayor en aquellos frutos cuyas plantas fueron
asperjadas con GB (0.387+ 0.046 hasta 3.316+ 0.398 mg de fenoles. g. PF
' con respecto a 50 mM de GB y 0.523+ 0.063 hasta 3.072+ 0.369 mg de
fenoles. g. PF" a 100 mM de GB). Se observaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con GB y su respectivo control.
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Figura 2.11. Contenido de fenoles solubles presentes en la epidermis de banano
bajo tratamiento con GB y expuestos a frio. (A) 23°C, (B) 2 horas a 10°C, (C) 4
horas a 10°C y (D) 6 horas a 10°C. (P=0.05, n=3 + SD). (O) 0 mM de GB (control),
(®) 50 mM de GB, (A) 100 mM de GB. Tratamientos con letras diferentes
presentan diferencias estadisticas significativas.
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Cuando los frutos fueron expuestos a frio el contenido de fenoles disminuyo
como se muestra en los paneles B, C y D de la figura 2.11 y la cantidad de
fenoles fue menor conforme se incrementé el tiempo de exposicion al frio.

En frutos que fueron tratados con GB, la cantidad de fenoles fue mayor
comparada con el control. Cuando los frutos fueron expuestos a frio la
cantidad de fenoles disminuy6 gradualmente, tanto en los tratados con GB
como el control (0 mM de GB). Solo hubo diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos de GB en aquellos frutos expuestos por 2
horas a 10°C, no ocurrié asi en frutos expuestos durante 4 y 6 horas a 10°C
en donde no hubo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.

2.3.3.2. Contenido de proteinas solubles

El contenido de proteinas totales (figura 2.12) en los frutos de banano
tratados con GB fue mayor (figura 2.12, panel B, C y D) con respecto al
control (panel A), en donde hubo mayor degradacién conforme pasaron los
dias después del corte. En el panel A de la figura 2.12 se muestra que el
contenido de proteinas aumenté durante los primeros dias en el control,
quiza por efecto de la maduracion. Asi mismo, se observé que una
intensidad de 4 horas a 10°C pudo ser suficiente para producir dano por frio
e inducir sintomas como el pardeamiento en frutos.

Cuando los frutos de banano se expusieron a frio, el contenido de proteinas
en el control disminuyé conforme incremento el tiempo de exposicion al frio,
con 50 mM y 100 mM de GB el contenido de proteinas aumenté conforme
la intensidad del frio fue mayor (0.042+0.004, 2.032+0.137, 2.510+0.204
mg de proteina. g PF" a las 6 horas tratadas con 0, 50 y 100 mM de GB
respectivamente en el dia 8 después del corte). Esto podria sugerir que GB
promueve la sintesis de proteinas en la epidermis de los frutos cuando
estan expuestas a frio (figura 2.12 panel D).
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Figura 2.12. Contenido de proteinas solubles presentes en la epidermis de
bananos tratados con GB y expuestos a frio. (A) 23°C, (B) 2 horas a 10°C, (C) 4
horas a 10°C y (D) 6 horas a 10°C. (O) 0 mM de GB (control), (®) 50 mM de GB,
(A) 100 mM de GB. (P=0.05, n=3 + SD). Tratamientos con letras diferentes
presentan diferencias estadisticas significativas.
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2.3.3.3. Actividad enzimatica de PPO

La figura 2.13, muestra el comportamiento de la actividad especifica de
PPO en la epidermis de los frutos bajo tratamiento con GB y frio. Se
observo que el dano por frio, como es el pardeamiento de los frutos, puede
ser causado por la actividad de la polifenol oxidasa sobre los fenoles, cuya
actividad aumenté cuando los frutos se expusieron por mayor tiempo al frio
(figura 2.13, panel A, B, C y D). El panel A de la figura 2.13 muestra que en
bananos tratados con GB y mantenidos a temperatura de 23+1°C,
presentaron mayor actividad de PPO (1364.62+43.36 umol.min".mg
proteina™ en frutos con 50 mM y 649.65+81.37 umol.min™.mg proteina™ en
aquellos tratados con 100 mM) con respecto al control (523.53+83.20

pmol.min”.mg proteina™).

La actividad especifica de la PPO mantuvo un comportamiento similar entre
el control y los tratamientos con GB, durante los primeros dias hubo un
aumento de la actividad especifica de la PPO, y posteriormente una caida
brusca de la actividad. La actividad maxima se registra al tercer dia en
todos los tratamientos, y fue mayor en los frutos tratados con GB
(1361.62+43.36 y 649.64+81.37 umol.min™".mg proteina™ para 50 y 100 mM
de GB respectivamente). No hubo diferencias estadisticas significativas
entre los frutos tratados con 100 mM de GB y el control, aunque si hubo
diferencias significativas entre el control y 50 mM de GB.

Cuando los frutos se expusieron a frio se observé que entre mayor es el
tiempo de exposicion, la actividad de la polifenol oxidasa fue mayor y la
concentracion de fenoles se redujo. Este hecho sugiere que la
concentracion de la PPO en el tejido es inversa a la concentracion de
fenoles presentes en el tejido. Cuando los frutos fueron tratados con GB y
se expusieron a frio, la actividad de la PPO aumentd ligeramente
alcanzando valores de hasta 6403.51+707 umol.min".mg proteina™, lo que
representd un 12.3% mas que el control (5614.4 +898.59 pmol.min™".mg
proteina”). Estos resultados sugieren que la PPO posiblemente esté
actuando en otro mecanismo de proteccion diferente al de pardeamiento en
los frutos de banano. Este hecho se reforzé cuando se detecté que en los
frutos tratados con GB no se presenté el pardeamiento, a pesar de que
presentaban mayor actividad de PPO. La razén quiza fue que GB esta
protegiendo la integridad de las membranas y probablemente no existe
contacto entre los fenoles y la PPO. Hubo diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con GB y frio con respecto al control.
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Figura 2.13. Comportamiento de la actividad especifica de la PPO en la epidermis
de bananos tratados con GB vy frio. (A) 23°C, (B) 2 horas a 10°C, (C) 4 horas a
10°C y (D) 6 horas a 10°C. (O) 0 mM de GB (control), (®) 50 mM de GB, (A) 100
mM de GB. (P=0.05, n=3 + SD). Tratamientos con letras diferentes presentan
diferencias estadisticas significativas.
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2.3.3.4. Contenido de clorofilas

En la figura 2.14 se muestra el contenido de clorofilas totales de la
epidermis de los frutos expuestos a frio y bajo tratamiento con GB. El panel
A de la figura 2.14 muestra los valores del contenido de clorofilas en los
frutos tratados con GB y mantenidos a 23+1°C. La presencia de GB parecio
mantener el contenido de clorofilas, por lo que la degradaciéon de las
clorofilas fue mas lenta que la del control.

El contenido de clorofilas totales presenté un comportamiento similar tanto
en el control como en los frutos tratados con GB. Conforme pasan los dias
después del corte las clorofilas disminuyeron y el contenido de clorofilas fue
mayor en los frutos tratados con GB.

Cuando los frutos se expusieron a frio mantuvieron el mismo
comportamiento, en lo que respecta al contenido de clorofilas, las cuales
disminuyeron conforme transcurrieron los dias después del corte. Aunque
el contenido de clorofilas fue ligeramente mayor en los frutos tratados con
GB que presentaron de 16.49 a 21.64 pug. g PF” y el control 7.02ug. g PF
en el octavo dia. Esto sugiere que la degradaciéon de clorofilas fue 23.9%
mas lenta en los frutos tratados con GB. Hubo diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos.

2.3.3.5. Cantidad de carotenoides

La figura 2.15 muestra el comportamiento del contenido de carotenoides en
la epidermis de banano, se observé que el contenido de carotenoides fue
mayor cuando los frutos no estuvieron expuestos a frio. Con frio, el
contenido de carotenoides disminuyé conforme aumentd el tiempo de
exposicion a éste factor (Panel B, C y D de la figura 2.15).

Con 50 y 100 mM de GB el contenido de carotenoides fue ligeramente
mayor con respecto al control, cuando estuvieron expuestos por 6 horas a
10°C. En frio el contenido de carotenoides disminuyd; por lo que podemos
decir que los carotenoides quiza fueron utilizados como un mecanismo
alterno de proteccion contra el estrés a frio. En frutos tratados con
soluciones de GB (50 y 100 mM), el contenido de carotenoides fue mayor,
porque quiza GB retardé la degradacion de clorofilas y carotenoides.
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Figura 2.14. Comportamiento del contenido de clorofilas totales presentes en la
epidermis de bananos tratados con GB Yy frio. (A) 23°C, (B) 2 horas a 10°C, (C) 4
horas a 10°C y (D) 6 horas a 10°C. (O) 0 mM de GB (control), (®) 50 mM de GB,
(A) 100 mM de GB. (P=0.05, n=3 + SD). Tratamientos con letras diferentes
presentan diferencias estadisticas significativas.
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Figura 2.15. Comportamiento del contenido de carotenoides totales presentes en
la epidermis de bananos tratados con GB y frio. (A) 23°C, (B) 2 horas a 10°C, (C) 4
horas a 10°C y (D) 6 horas a 10°C. (O) 0 mM de GB (control), (®) 50 mM de GB,
(A) 100 mM de GB. (P=0.05, n=3 + SD). Tratamientos con letras diferentes
presentan diferencias estadisticas significativas.
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2.4. DISCUSION

El banano es una planta sensible al frio que al ser expuesta a temperaturas
por debajo de su punto critico (entre los 10-12°C) (Lyons, 1973; Jones,
2000) sufre lesiones que se manifiestan en una maduracién irregular,
pardeamiento del fruto, lento crecimiento o baja productividad (Salunkhe &
Desai, 1984 & Morelli et al., 2003). El dafio por frio en los frutos de banano
depende mucho de la susceptibilidad del cultivar (Salunkhe & Desai, 1984);
se sabe que la variedad mas susceptible al frio es la de manzano, ya que
en experimentos preeliminares se observd que éstos frutos presentaron los
sintomas de dafo por frio con una exposicion de dos horas a 10°C. Estos
dafos pueden presentarse en cualquier estadio de desarrollo del fruto,
siendo mas susceptibles durante las etapas tempranas de desarrollo y
durante su reproduccion (Salunkhe & Desai, 1984; Park et al., 2004).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la variedad enano
gigante sufre dano al estar expuesto a frio (10°C) por un tiempo mayor a 4
horas, manifestandose ciertos desérdenes que se reflejaron en una
maduracion irregular, aceleracion de la maduracion, pardeamiento
epidérmico, coincidiendo con los resultados obtenidos por Morelli y
colaboradores (2003), quienes trabajaron con cinco variedades diferentes
de banano a nivel de postcosecha. Ellos manejaron temperaturas de 5, 7.2
y 10 °C durante un tiempo de exposicion de hasta 7 dias, mencionando que
para la mayoria de las variedades estudiadas es aceptable 10°C hasta 3
dias. Sin embargo, en este trabajo se determino que el dafo puede
presentarse con 6 horas de exposicion a 10°C en el caso de la variedad
enano gigante, los sintomas no son visibles al momento pero se
manifestaron en su maduracion.

En los frutos de plantas tratadas con soluciones de GB (50 y 100 mM), se
observaron mas vigorosos y verdes, parece ser que los efectos de este
osmolito se acentuaron en la proteccién. Quiza GB este estabilizando la
integridad de las membranas, por lo que los efectos secundarios causados
por frio en el banano no ocurrieron. Este hecho sugiere que GB pudiera
estar actuando en algun mecanismo de la maduracién del fruto.

La aplicacion exégena de GB tuvo un efecto benéfico en bananos bajo
estrés por frio, puesto que los desérdenes causados por este estrés no se
manifestaron, lo cual coincidié con los resultados favorables obtenidos por
Makela y colaboradores (1996), ellos trabajaron con diferentes plantas de
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importancia agricola, principalmente monocotiledéneas y encontraron que
las especies asperjadas con GB tenian una mejor productividad.

Uno de los dafos detectados y que es inducido por frio fue el pardeamiento
de los frutos, este proceso se debe a la accion de enzimas como la
peroxidasa y la polifenol oxidasa (Gooding et al., 2001; Fujita et al., 2001;
Yang et al., 2004), que actian sobre sus sustratos fendlicos y los oxidan
hasta formar compuestos sumamente inestables, que se polimerizan
generando pigmentos pardos en la epidermis (Gooding et al., 2001).

Los resultados de la actividad especifica de PPO y la concentracién de
fenoles de tejido de frutos expuestos a frio, sugirieron que la actividad de la
PPO en la epidermis de banano se incrementaba después de los primeros
dias del corte al estar expuestos a frio y durante la maduracién normal del
fruto. Estos resultados coinciden con los descritos por Gooding vy
colaboradores (2001), quienes encontraron que la actividad de la enzima
ocurre durante los primeros dias de la maduracion y los frutos maduros
presentaron una actividad nula o baja en condiciones normales.

En el presente trabajo se detecté que la actividad de la PPO se incrementd
cuando los frutos se expusieron a frio. Asociado al incremento en la
actividad de esta enzima, se encontr6 que el contenido de fenoles
disminuyd en el tejido. Este resultado concuerda con los datos obtenidos
por Nguyen y colaboradores (2003), quienes encontraron que los bananos
Kluai Khai y Kluai Hom Tom expuestos a temperaturas de 6 y 10°C, tenian
una elevada actividad de la PPO y un mayor pardeamiento en los frutos,
concluyendo que la baja temperatura indujo la actividad de la PPO sobre
los fenoles y por lo tanto fue mayor el pardeamiento en el fruto.

La aplicacion de GB incrementé el contenido de fenoles y también la
actividad de PPO bajo condiciones normales y de estrés por frio. Al parecer
GB promueve la sintesis de fenoles, aunque seria interesante conocer que
tipo de fenoles son los que se sintetizan. Este aumento parece légico
porque los fenoles son el primer mecanismo de defensa ante cualquier
agente extrano en la planta (Fletcher & Kott, 1999; Valls et al., 2000).

Sakamoto y Murata (2002) reportaron que GB tiene la capacidad de
osmoregular, estabilizando membranas, lo que no permite el contacto de
los fenoles con la enzima polifenol oxidasa. Por otro lado, se observé que
GB también esta promoviendo la sintesis de fenoles, ya que en el control

g



Capitulo II. Papel de GB en el desarrollo de darios ocasionados por frio:

aumenté la concentracion de estos compuestos. En este estudio solo se
midieron los fenoles solubles y no se analiz6 el tipo de fenol que se estan
sintetizando, pero muchos de los fenoles tienen propiedades antioxidantes
(Valls et al., 2000; Rhodes et al., 1981) y podrian estar mitigando el estrés
oxidativo causado por frio (Levitt, 1980).

Con respecto a las proteinas solubles estas disminuyeron conforme fue
mayor el tiempo de exposicién al estrés por frio. Resultados similares a los
obtenidos por Lyons (1973) y Levitt (1980) quienes encontraron que el frio
aceleré la degradaciéon de las proteinas. La aplicaciéon de GB indujo la
sintesis de proteinas ante el estrés por frio y ademas redujo la degradacion
de éstas, lo cual correspondié a lo observado por Makela y colaboradores
(2000) en tomate pero bajo estrés por sequia y salinidad, donde
encontraron que el contenido de proteinas aumentaba cuando se aplicaba
GB en las hojas. Lo anterior sugiere que GB tiene un efecto protector
manteniendo la estructura de las proteinas y promoviendo la sintesis de
éstas.

Uno de los aspectos mas evidentes en el proceso de maduracion es la
pérdida de clorofila, asociada con la destruccion de los cloroplastos y la
activacion de las clorofilasas (Purvis, 1980). Bajo estrés por frio se
menciona que las clorofilas se degradan (Levitt, 1980), no obstante en el
presente estudio, se obtuvo un mayor contenido de clorofilas en frutos
mantenidos bajo estrés por baja temperatura, esto es quiza debido a que la
intensidad y el tiempo de exposicién no fueron suficientes para ocasionar la
degradacion de las clorofilas, o bien debido a la maduracién irregular del
fruto.

La aplicacion de GB redujo la degradacién de las clorofilas y aumento y
mantuvo el contenido de carotenoides. Resultados similares a los obtenidos
por Makela y colaboradores (2000), ellos trabajaron con plantas de tomate
previamente tratadas con GB y sometidas posteriormente a estrés por
salinidad y sequia. Ellos encontraron que GB mantuvo el contenido de
clorofilas y carotenoides ante estos tipos de estrés. Entonces podemos
sugerir que GB reduce la degradaciéon de clorofilas y carotenoides en los
frutos de banano tratados con este soluto.
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2.5. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en el presente capitulo se puede concluir que
la maduracién a 23+1°C causé un aumento en el contenido de fenoles y en
la actividad de la polifenol oxidasa (PPO) presentandose un pico al tercer
dia para luego disminuir, asi como una disminucién en el contenido de
proteinas y clorofilas y mantenimiento del contenido de carotenoides, en la
epidermis del fruto conforme avanza el proceso de maduracién.

La exposicion al frio caus6é en la epidermis del fruto un aumento en la
actividad de la PPO respecto al control y por consiguiente una disminucién
en la concentracion de fenoles, que al oxidarse debieron de haber
aumentado los pigmentos causantes del pardeamiento. Un aumento en la
degradacién de proteinas, pues su contenido se vio reducido cuando el
tiempo de exposicién al frio fue mayor, una reduccién en el contenido de
carotenoides y un aumento de las clorofilas con respecto al control, por la
maduracion irregular que presentaron los frutos.

La aplicacion foliar de GB modificé la respuesta de los frutos al ser
expuestos al frio, causando un menor pardeamiento de los frutos que
parece correlacionar con una menor actividad de la PPO, aunque no se
afecto la concentracion de fenoles. Promovié la sintesis de proteinas, no
tuvo efecto en la degradacion de clorofilas, aunque si caus6é una mayor
sintesis de carotenoides.

Con los parametros evaluados en este capitulo no se pudo determinar a
que nivel estd actuando la GB, pero si se puede concluir que este
metabolito promueve la sintesis de proteinas y de carotenoides en
respuesta al frio. Seria conveniente poder evaluar otros parametros como
son la fuga de electrolitos, la fluorescencia de clorofila y el etileno para
obtener una mejor idea del papel que tiene la aplicacién de GB en bananos
sometidos a estrés por baja temperatura.
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Capitulo lll. Papel de GB en el desarrollo de danos
ocasionados por frio; efectos en respiracion, etileno,
eficiencia del fotosistema Il y fuga de electrolitos

3.1. INTRODUCCION

Los desdrdenes fisiologicos y bioquimicos ocasionados por frio se deben a
modificaciones en las propiedades de la membrana debido a la exposicion
a temperaturas por debajo de las consideradas como criticas (Lyons, 1973;
Levitt, 1980), que en el caso de las plantas tropicales y algunas de clima
templado es por debajo de los 11°C (Salunkhe & Desai, 1984; Nilsen &
Orcutt, 1996; Dadzie & Orchard, 1997).

Entre los desoérdenes observados se encuentran la inhibicion de la sintesis
de proteinas, la reduccion de la tasa fotosintética, el aumento en la
respiracion anaerébica y danos en el mecanismo fotosintético (Leuvitt,
1980). Todos estos cambios aiteran el metabolismo de la planta y se
manifiestan en un lento crecimiento, enchinamiento de hojas, clorosis de
hojas, pardeamiento de frutos, aceleracion de la maduracién, maduracion
anormal entre otros dafos (Lyons, 1973; Levitt, 1980; Nielsen & Orcultt,
1996; Ayora et al., 2002 y Artés & Artés-Hernandez, 2003).

El fotosistema Il es uno de los componentes mas vulnerables del aparato
fotosintético (Anderson & Baber, 1996). Diversos estudios sugieren que el
estrés por sequia, salinidad y temperaturas extremas pueden reducir la
eficiencia del fotosistema Il, aumentando la degradacion de la proteina D1
e interfiriendo en la fosforilacion del PSII (Giardi et al., 1996; Makela et al.,
1999). Ademas existen evidencias de que cuando la membrana celular esta
dafada por frio se incrementa la fuga de electrolitos (King & Ludford, 1984,
Autio & Bramlage, 1986; Woods et al., 1991; Sharom et al., 1994), la tasa
de produccién de etileno y CO, usualmente se incrementan (Lyons &
Breidenbach, 1990; Field, 1990; Leshem & Kadish, 1992). La respiracion
normalmente declina en frutos cosechados, pero cuando son expuestos a
frio, la respiraciéon se incrementa por la ruta alternativa en respuesta al frio
(Moynihan et al., 1995). Algunos tipos de frutos (peras y melones), aceleran
la produccién de etileno durante el estrés por frio (Wang & Adams, 1982).
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Las plantas cuentan con varios mecanismos para sobrevivir ante las
condiciones de estrés, y una forma es la sintesis de moléculas de bajo
peso molecular denominados solutos compatibles, como la GB (Santoro et
al., 1992; Rhodes & Hanson, 1993; Papageorgiou & Murata, 1995:
Sakamoto & Murata, 2002). Dentro de las funciones de la glicina-betaina se
encuentran la osmoregulacion (Wyn et al, 1977), proteccion de la
funcionalidad de las proteinas como la rubisco y lipidos del aparato
fotosintético y mantiene el flujo electrénico a través de las membranas de
los tilacoides (Xing & Rajashekar, 1999; Allakhverdiev et al., 2003).

En estudios en donde se asperjo GB a hojas de plantas, se ha encontrado
que GB protege al complejo del fotosistema PSIl del dafio producido, a
través de la aceleracion de la renovacion de la proteina D1 y manteniendo
la actividad antioxidante en altos niveles, factor que reduce el fotodano
producido por la sequia en plantas de trigo (Ma et al., 2006). También se ha
encontrado que GB aplicada foliarmente previene la fotoinhibicién en trigo
(Triticum aestivum) durante el estrés por congelamiento (Allard et al.,
1998). Plantas transgénicas de arroz (Sakamoto et al., 1998), Arabidopsis
(Alia et al, 1999) y tabaco (Holmstrom et al, 2000), que expresan
transgenes para enzimas involucradas en la sintesis de GB como la
betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), colina dehidrogenasa (CDH),
colina monooxigenasa (CMO) o colina oxidasa (COD), fueron mas
tolerantes a la fotoinhibicion causado por frio, alta luminosidad y salinidad.

En el capitulo anterior de este trabajo, se demostré que la GB protege de
las alteraciones metabdlicas causadas por frio. No obstante es importante
incluir una serie de parametros adicionales para entender mejor a que nivel
se da el papel protector de GB al dafio ocasionado por frio en banano. Para
ello se realiz6 la aplicaciéon foliar de GB (100 mM) durante tres dias
seguidos, usando como control agua destilada. Los frutos se cosecharon y
se colocaron en una incubadora a 10°C durante 6 horas, y por ultimo se
transfirieron a 23°Ct 1°C hasta su maduracion. Cada 24 horas se
evaluaron parametros como la eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm),
evolucién de la produccion de etileno, la respiracion y la fuga de
electrolitos, los cuales son considerados como indicadores del dafio
causado por frio de acuerdo a McCollum y Mc Donald (1991). Se evaluaron
dichos parametros con la finalidad de intentar comprender como afecta el
frio en el proceso de maduraciéon del banano y qué efectos tiene la
aplicacion de GB ante los danos ocasionados por este tipo de estrés.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal

Este trabajo se realiz6 en banano Musa AAA (subgrupo Cavendish) "Enano
Gigante”, cultivado en el vivero del CICY. Las plantas seleccionadas tenian
frutos de 13 semanas de desarrollo, con grado de madurez 1 (Banacol,
2004).

3.2.2. Tratamientos

La evaluacion del efecto de GB sobre el desarrollo de los dafios fisioldgicos
ocasionados por frio en los frutos de banano, se realizd mediante la
estrategia presentada en la figura 3.1. Las plantas seleccionadas se
trataron con una solucién 100 mM de GB, como control se utilizé plantas
asperjadas con agua destilada. Las aspersiones se realizarcn en las
primeras dos hojas cercanas a la inflorescencia y el raquiz, se hicieron
aplicaciones diarias de 0.250 I/planta de la solucién de GB por tres dias.
Posteriormente los frutos se cosecharon de las diferentes plantas tratadas y
se expusieron a 10°C durante 6 horas en una incubadora (Forma Scientific,
Diurnal Growth Chamber) en completa oscuridad. Como controles se
utilizaron frutos mantenidos a una temperatura de 23°C+1°C.

Los frutos que fueron expuestos a frio se transfirieron a temperatura
ambiente (23°C+ 1°C) y se les dio un tratamiento igual al descrito en el
capitulo anterior, para eliminar el exceso de resina y el polvo que pudiera
tener los frutos de banano. Cada 24 horas se registraron los sintomas
visibles ocasionados por el frio, se tomaron fotos de los dafios en los frutos
y se analizaron los parametros de fuga de electrolitos, eficiencia del
fotosistema Il, produccion de etileno y la tasa respiratoria.

3.2.3. Evaluacion de parametros

3.2.3.1. Produccion de etileno y tasa respiratoria

La evaluacion de la produccion de etileno y tasa respiratoria se realizé de
acuerdo al método utilizado por McCollum y Mc Donald (1991) y Liu et al.
(1999) con algunas modificaciones de acuerdo con Chiller y Lapeyre de
Bellaire (2002).

85



Capitulo III. Papel de GB en el desarrollo de dafios ocasionados por frio: efectos
en respiracion, etzleno, eﬁaencta del PSII y fuga de electrolztos

PIanIas de Banano con Frutos de 13
semanas de desarrollo

~ Aspersion en hojas cercanas a la
infrutescencia y raquiz por 3 dias

Solucién de GB " Control (aspen:ida

(100 mM) _con agua destilada)

‘ ; Cosecha de los frutos

et Exhbsicién ba fro
. Intensidad (10°C)
~ Duracién (6 hrs.)
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‘ambiente (23°C+ 1°C) 239C# 1°C)
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e
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Figura 3.1. Diagrama de flujo del trabajo experimental.
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Se colocaron dos frutos en un recipiente de vidrio cuya capacidad fue de un
litro, se cerré6 herméticamente y se mantuvo en oscuridad a temperatura
ambiente (23%1°C) por 1 hora. Esto se hizo para cada uno de los
tratamientos y con tres réplicas. Transcurrido el tiempo de incubacién se
tomaron 3 ml de la mezcla de gases contenido en el colector y se
analizaron en un cromatégrafo de gases (figura 3.2) del Instituto
Tecnolégico de Mérida.

Figura 3.2. Determinacion por cromatografia de gases de la produccién de etileno
y la respiracion de frutos de banano tratados con GB vy frio.

El cromatégrafo de gases (Varian Star 3400 cx) posee dos detectores
puestos en serie; el primero es un detector de conductividad térmica (TCD)
para el CO,, y el segundo es un detector de ionizacién de flama (FID),
utiliza como flama hidrégeno y aire y como gas acarreador al helio. Como
patrén se utilizé una mezcla compuesta de: Biéxido de Carbono (CO,) 5005
umol. Mol™, etileno 50 pmol. Mol y nitrégeno. Se hizo también una curva
de calibracién con el patrén, utilizando 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 ml del
gas estandar, para evaluar la linealidad de los compuestos en el
cromatografo.

Los valores obtenidos del cromatégrafo fueron las areas del pico formado a
un tiempo de retenciéon del compuesto; para el etileno fue de 1.67 min y
para el CO, un tiempo de retencién de 1.45 min. Los valores de etileno y
CO, se obtuvieron despejando la formula obtenida de la linealidad de la
curva de calibracién. Las formulas usadas para los calculos de los valores
de etileno y respiracién fueron los siguientes (Liu et al., 1999):

Concentracion de CO, de la muestra= area del pico - 213.93
127.23.
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Produccién de CO,= _Conc. de CO, X Vohte-Vol. de la muestra
Vol. inyectado de la muestra
Tiempo de n (hrs.)

Concentracion de etileno=_Area del ,pico dd¢raXconc. del estandar
Area de estandar

Produccién de etileno=Conc. de etilenoXVate—Vol.de la muestral
Vol. inyectado e la muestra ]
Tiempo cién (hrs.)

Los valores de etileno se expresaron ¢ C,oH,. kg". hr y la
respiracion en ml de CO,. kg™.hr'. Se pesfrutos antes y después
de la medicién, se consideré el volumen dete, el volumen del fruto
y el tiempo de incubacién.

3.2.3.2. Fuga de electrolitos

La fuga de electrolitos se midi6 de acu: técnica utilizada por
McCollum y Mc Donald (1991) y Prohens e4), se cort6 el tejido en
discos de un centimetro de didmetro con ucado y se colocaron 10
fragmentos en 25 ml de manitol 0.4 M, sen agitacién durante 24
horas a temperatura ambiente. Transcurrmpo de incubacion se
midi6 la conductividad eléctrica con un coiro (Orién modelo 162)
en cada una de las muestras, usando comr solamente la solucion
de manitol 0.4M y agua destilada (figura 3.uestras se esterilizaron
a 121°C a 1.05 kg cm? y a 15 psi, para rom;los tejidos y liberar los
electrolitos. Cada tratamiento se realiz6 por.

Figura 3.3. Medicion de fuga de electrolitos en fanano tratados con GB y
frio.
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La fuga de electrolito se estimdé con el cociente de la conductividad
obtenida a las veinticatro horas de incubaciéon entre la conductividad
eléctrica total despuésie la esterilizacion multiplicado por 100, la fuga de
electrolitos se expres6 n porcentaje.

Fuga de electrolitos (%= Conductividad eléctrica a las 24 hrs X100
Conductividad eléctrica de tejido esterilizado

3.2.3.3. Eficiencia fcoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm)

La eficiencia fotoquimia del PSIl (Fv/Fm) es un parametro indicativo de la
estabilidad e integridd del PSIl, se determin6é calculando la relacién
fluorescencia variable/uorescencia maxima (Fv/Fm). La fluorescencia de
clorofila se utilizé para:valuar el dafio por frio en la capacidad fotoquimica
del fotosistema Il de auerdo a la técnica utilizada por Maxwell y Johnson
(2000). Esta se deterné utilizando como detector una sonda FDP/2 en un
equipo analizador de :ficiencia vegetal (Plant Efficiency Analyser PEA,
Hansatech Instr. Ltd, Norfolk Uk). Cinco frutos de banano por cada
tratamiento fueron aaptados en la oscuridad durante 20 minutos y
posteriormente expuesos a una luz saturante por dos segundos para
conocer el estado de dciencia del fotosistema Il (figura 3.4). El analizador
vegetal calcula los valres de Fo (Fluorescencia basal), Fv (fluorescencia
variable), Fm (fluoresencia maxima) y Fv/Fm (relacién fluorescencia
variable y fluorescenciemaxima) que da el rendimiento cuantico éptimo del
fotosistema Il. Fo reflea la pérdida de una parte de la energia absorbida
por las moléculas-antna antes que éstas hayan podido transferir la
energia de excitacion hcia los centros de reacciéon (Krause & Weis, 1984;
Briantais et al., 1986).

Figura 3.4. Medicion d la fluorescencia de clorofilas con un analizador de
fluorescencia vegetal (PR), en frutos de banano tratados con GB vy frio.
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3.2.4. Analisis estadistico

Cada tiempo de exposicion del tratamiento con GB y su respectivo control,
tenia 3 manos provenientes de 3 plantas diferentes (tabla 3.1).

Tabla 3.1. Numero de frutos expuestos a 10 °C durante 6 horas por cada
tratamiento con GB y su respectivo control.

Tratamientos No. de Tlemp.o.(?e No. de M. de
con GB plantas exposicion manos frutos
(horas) a 10°C (dedos)
0 (Control) 9 120
“estiagy | 3 6 o[ 1%
Total 18 246
0 (Control) 9 117
100 mM 3 6 9 126
Total 18 243

Los parametros se midieron en tres frutos diferentes por dia de cada
tratamiento y tiempo de exposicién al frio, haciendo un total de 36 frutos
analizados por dia. Se calcularon los promedios y las desviaciones
estandar de los resultados obtenidos de cada parametro con el programa
de Excel 2000. Las diferencias significativas entre los tratamientos se
detectaron mediante andlisis de las medias (LSD) con un nivel de confianza
del 95% (P=0.05) en el programa StatGraphics Plus 4.1.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Sintomas visuales del efecto de frio y de la aplicaciéon de
GB

Los frutos bajo tratamiento foliar con GB y expuestos a frio tenian 13
semanas después de fructificar, los dedos de cada mano ya estaban
completamente llenos, con grado de madurez tipo 1. Los frutos expuestos a
frio y sin GB maduraron mas rapido, presentando un grado de madurez tipo
3 al primer dia después del corte. Mientras los demas frutos bajo
tratamiento presentaban una tonalidad verde todavia. En la figura 3.5, se
muestra los frutos bajo tratamiento con frio y GB, durante trece dias de
seguimiento después del corte. Se observa que los bananos que fueron
expuestos a frio maduraron mas rapido. Mientras que los tratados con GB y
sin exposicién al frio retardaron su maduracién. Resultados muy similares a
los obtenidos y descritos en el capitulo anterior.

A nivel subepidérmico, los sintomas de pardeamiento comienzan a
aparecer al tercer dia después de la exposicion al frio en aquellos frutos sin
GB (figura 3.6). En los otros tratamientos no se observaron diferencias
marcadas. La figura 3.6 muestra la epidermis de los bananos bajo
tratamiento con GB vy frio, durante los 13 dias de seguimiento después del
corte. Los frutos mantenidos durante 6 horas a 10°C, tanto los tratados con
GB y su control presentan manchas subepidérmicas a los tres dias
después del corte. Mientras los frutos mantenidos a temperatura ambiente
(23+1°C) no presentaron estas manchas.

3.3.2. Cambios fisiolégicos durante la maduracién del banano

3.3.2.1. Respiracioén y Produccion de Etileno

El banano es una fruta climatérica, en el panel A de la figura 3.7 se muestra
la relacion de etileno y la respiracion durante el proceso de maduracion
normal (mantenida a 23+1°C) del fruto de banano después de corte. Los
frutos alcanzaron una madurez entre grado 6 y 7 a los 9 dias después del
corte. Se observé al quinto dia un incremento de hasta 30.65 ml CO, kg
".hr' y alcanzé un maximo al noveno dia después del corte (95.61 ml CO,
kg™.hr'"). La produccién de etileno, se mantuvo sin cambio hasta el dia 7 y
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alcanzé un maximo de 8.24 ul C,H,. kg™. hriveno dia después del
corte (panel A de la figura 3.7).

OmMGB = O0mMGBYy 1GB 100 MM GB y
(23+1°C) - 6hrs a10°C ¢) Bhrs a 10°C

Figura 3.5. Seguimiento de la maduracién de frutanano bajo tratamiento
con GB y frio. Las columnas representan los tratancon GB (0 y 100 mM) y
el tiempo de exposicién a temperaturas de 23°C 6 hrs a 10°C), las filas
representan los dias después del corte.
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Dia 0 mM GB 0mMGBy6hrs 100 mM GB 100 MM GB y
(23+1°C) a10°C (23+1°C) 6hrs a 10°C

DO

Figura 3.6. Seguimiento subepidérmico del efecto de GB vy frio en frutos de banano
durante trece dias después del corte. Las columnas indican las concentraciones de
GB (0 y 100 mM de GB) y el tiempo de exposicion a temperatura ambiente (23°C)
o a frio (6 horas a 10°C) y las filas los dias después del corte.
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3.3.2.2. Fuga de electrolitos y eficiencia fotoquimica del
fotosistema Il

El panel B de la figura 3.7, muestra la relacion de la fuga de electrolitos y la
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm), en los frutos de banano
mantenidos a una temperatura de 23+1°C. El comportamiento de fuga de
electrolitos en la epidermis de banano durante la maduracion, mostré un
mayor porcentaje de fuga al séptimo dia cuando el fruto empez6 a madurar,
con un valor del 32.3%, en un estado ya sobremaduro del fruto la fuga fue
mayor al 50%.

El comportamiento de la Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm)
mostré una eficiencia de 0.725 a 0.8435 durante los primeros 6 dias. No
obstante, cuando inicid6 la maduracion la eficiencia del fotosistema Il
disminuyd de manera gradual, debido a la degradaciéon de las clorofilas
durante la maduracion (de 0.6305 a 0.2945).

[ 120- o ' — 10
—o— Respiracion

A)

| —&— Eficiencia fotoquimica de PSII
‘ —e— Fuga de electrolitos

0 T T T ey T T T + 0
‘ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
\

Dias después del corte

Figura 3.7. Cambios fisiolégicos en la epidermis durante la maduracién del fruto de
banano, variedad enano gigante. A) Respiraciéon y producciéon de etileno, B)
Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il y fuga de electrolitos. (n=5 + SD).
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3.3.3. Cambios fisiolégicos durante el desarrollo del dafno por
frio en banano

3.3.3.1. Respiracion

El panel A de la figura 3.8, muestra el comportamiento de la respiracion de
los frutos durante su maduracién después de que fueron separados de la
planta y de que estuvieron bajo tratamiento con frio (6 horas a 10°C). Se
observé que durante los primeros cuatro dias, la concentracion de CO, se
mantuvo entre 9.38 a 16.32 ml CO..kg™".hr”, y al quinto dia aumenté hasta
30.65 ml CO,.kg™.hr". En los dias posteriores la concentracién de CO, se
mantuvo alrededor de este valor hasta el dia 8, los valores maximo
registrados fueron de 95.61 ml CO,.kg™".hr"" durante el dia 9.

La respiracién en los frutos expuestos a frio, mantuvo un comportamiento
similar al control durante los primeros 4 dias (9.06 a 16.66 ml CO,.kg™".hr")
y al noveno dia la respiracién se incrementé hasta 49.29 ml CO,.kg™.hr™.
Los frutos expuestos a frio redujeron su respiracién en un 51.5% con
respecto al control. Hubo diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos.

3.3.3.2. Produccion de etileno

La figura 3.8 panel B muestra el comportamiento de la produccién de
etileno en los frutos tratados con frio. Se observé que el frio adelantaba la
produccion de etileno (3.75 ul CoHa.kg™.hr") al tercer dia después del corte,
lo que quiza provocé la maduracién prematura del fruto con respecto al
control la cual registré una produccién de etileno de 8.24 ul C,Hs.kg™.hr' en
el dia nueve después del corte. La produccién maxima de etileno en los
frutos expuestos a frio representaron apenas el 45.51% de la registrada en
los frutos control, esto pudieron haber afectado la maduracién normal de
los frutos.

La produccion temprana de etileno en los frutos bajo estrés por frio quiza
fue una respuesta del estrés a la cual fueron sometidos, y la produccion de
etileno para la maduracion quedé afectada, por lo que los frutos perdieron
la habilidad de madurar. Estadisticamente hubo diferencias significativas
entre tratamientos.
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Figura 3.8. Efecto del frio en los parametros fisiol6gicos de la parte epidérmica del
banano. A) Respiracién, B) Produccion de etileno, C) Eficiencia fotoquimica del
fotosistema Il y D) Fuga de electrolitos. (P=0.05, cada punto es el promedio de n=5
+ SD). (O) Control (23+1°C), (®) Expuestos a frio 6 horas a 10°C. Tratamientos
con letras diferentes presentan diferencias estadisticas significativas.
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3.3.3.3. Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il

La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm) de los frutos de banano
es mostrada en el panel C de la figura 3.8. En dicha gréafica se muestra que
la eficiencia de fotosistema Il (Fv/Fm) se redujo de manera rapida, cuando
los frutos fueron expuestos a una temperatura de 10°C durante 6 horas.
Durante los primeros cuatro dias, la eficiencia del fotosistema Il se mantuvo
constante con valores de entre 0.83 y 0.84 en los frutos expuestos a frio.
En el quinto dia, la eficiencia del fotosistema Il decayé de manera rapida
(de 0.61 a 0.4) a comparacion con el control (de 0.83 a 0.63). Aunque ya
por efecto de maduracién la eficiencia del fotosistema disminuyé en los
frutos control (0.2945 en el dia 10 después del corte). Estadisticamente
hubo diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al
control.

3.3.3.4. Fuga de electrolitos

En lo que respecta a la integridad de la membrana, los frutos de banano
expuestos a frio, sufren modificaciones en la estructura de la membrana y
esto se pudo comprobar con la fuga de electrolitos (figura 3.8, panel D). Los
frutos de banano expuestos a frio presentaron mayor fuga de electrolitos
(26.43%) en el segundo dia con respecto al control (15.92%) lo cual
representd un incremento de fuga del 66%. Los frutos expuestos a frio
presentaron valores de fuga mayores al 50%, debido a la sobre maduracion
de los frutos. Hubo diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos.

3.3.4. Efecto de GB en los desordenes fisiologicos ocasionados
por frio en frutos de banano.

3.3.4.1. Respiracion

En la figura 3.9, se muestra el efecto de GB en el proceso de respiracion y
produccion de etileno en frutos de banano variedad Enano Gigante bajo
tratamiento con frio. Los frutos que fueron tratados con GB presentaron una
respiracion maxima de 94.93 ml CO,.kg”.hr" en el control, mientras los
frutos expuestos a frio registraron una produccion del 75.61 ml CO,.kg™. hr
" en el dia 9 después del corte. Como se pudo observar los valores
registrados para los frutos tratados con GB fueron muy similares a los del
control. Pero cuando los frutos estuvieron expuestos a frio y fueron tratados
con GB tuvieron un incremento de la respiracién del 53.38 % con respecto
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a los frutos que fueron expuestos a frio pero sin GB. Estadisticamente hubo
diferencias significativas entre los tratamientos con un nivel de confianza
del 95%.

GB quiza estuvo protegiendo las proteinas involucradas en el proceso
respiratorio, porque cuando hubo dafo por frio este parametro disminuyo.
Sin embargo cuando los frutos fueron tratados con GB y bajo estrés por
baja temperatura, la respiracion se mantuvo en niveles parecidos al control
(Panel A de la figura 3.9).

—o— 0 mM GB mantenida a 23°C
A) 12041 —e—-0mMMGB + 6 hra 10°C

—A— 100 mM GB mantenida a 23°C
—&— 100 mM GB+ 6hr a 10°C

pr

o

o
1

o]
o
i

Respiracion
(ml de CO2.kg™".hr")
(22}
o

B)

Produccién de Etileno
(4l de CzHakg™.hr™)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias después del corte

Figura 3.9. Efecto de GB en algunos parametros fisiolégicos de la epidermis de
banano variedad enano gigante durante su maduracién y exposiciéon a frio. A)
Respiracién, B) Produccion de etileno. (P=0.05, cada punto es el promedio de n=5
+ SD). (O) 0 mM GB mantenido a 23°C, (®) 0 mM GB a 6 horas a 10°C, (A) 100
mM GB mantenidas a 23°C, (A) 100 mM GB a 6 horas a 10°C. Tratamientos con
letras diferentes presentan diferencias estadisticas significativas.
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3.3.4.2. Produccion de etileno

El panel B de la figura 3.9, muestra los valores de produccién de etileno de
los frutos tratados con GB y también de aquellos que fueron expuestos a
frio. La produccion de etileno en los frutos sin GB y mantenidos a una
temperatura de 23+1°C presentaron valores maximos de 8.24 ul de C,H,4
kg”. hr' en el dia 9. Mientras en los frutos expuestos a frio y sin GB la
produccion de etileno se adelantd, presentado valores maximos de 3.75 pl
de C,Hs kg”. hr' al tercer dia. Cuando fueron tratados con GB, la
produccién de etileno tuvo valores maximos de 8.48 pl de C,H, kg™'. hr' al
dia 9 después del corte, mientras que en los frutos expuestos a frio los
valores maximos registrados fueron de 2.46 pul de C,H, kg™. hr' al dia 9
después del corte. Hubo diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos con GB y frio. Este resultado indica que el frio esta acelerando
la maduracién de los frutos, produciendo cantidades de etileno durante los
primeros dias después del corte, lo que pudo estar provocando una
maduracion irregular del fruto. Con GB este efecto se atenud, presentado
valores aun por debajo del control.

3.3.4.3. Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il

En la figura 3.10 se muestra el efecto de GB y del frio en la eficiencia del
fotosistema Il medida como la razén de Fv/Fm y la fuga de electrolitos en la
epidermis de frutos de banano variedad Enano Gigante. El panel A de la
figura 3.10, muestra el seguimiento de la eficiencia fotoquimica del
fotosistema I, se observd que el frio ocasiona dano a éste nivel
(fotosistema I1), reduciendo la eficiencia de 0.84 a 0.137 a comparacién con
el control (0.84 a 0.29), la cual fue decayendo de manera gradual por efecto
de la maduracion hasta el séptimo dia (0.84 a 0.63).

Cuando los frutos fueron tratados con GB presentaron mayor eficiencia del
fotosistema Il (0.81 a 0.76) a los 7 dias después del corte en comparacién
con el control (0.84 a 0.63). En frutos expuestos a frio, la eficiencia se
redujo de 0.82 a 0.53, estos valores se mantuvieron bajo condiciones
similares a las registradas en bananos sin GB y sin frio (0.84 a 0.63). Esto
sugiere que GB estuvo protegiendo a este nivel, por lo cual el dafo en el
fotosistema 1l no ocurri6. Estos datos concuerdan con los valores del
contenido de clorofilas, la degradacion de clorofilas y carotenoides fue
menor cuando se aplico GB. Ademas GB mantuvo por mas tiempo la
eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm), inclusive mejorando los valores
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registrados en el control. Se observd que conforme avanza el proceso de
maduracion del fruto la fluorescencia disminuyo.

3.3.4.4. Fuga de electrolitos

El panel B de la figura 3.10, muestra el efecto de GB en la fuga de
electrolitos, se observé que cuando los frutos fueron expuestos a frio hubo
un mayor porcentaje de fuga de electrolitos hasta 51.2% con respecto al
control con 38.35%, lo cual nos indico que hubo dafo a nivel de la
integridad de la membrana.
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Figura 3.10. Efecto de GB en el desarrollo del dafo por frio con respecto a la
eficiencia del fotosistema Il y la fuga de electrolitos en la epidermis de banano. A)
Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il, B) Fuga de electrolitos. (P=0.05, cada
punto es el promedio de n=5 + SD). (O) 0 mM GB mantenido a 23°C, (®) 0 mM GB
a 6 horas a 10°C, (A) 100 mM GB mantenidas a 23°C, (A) 100 mM GB a 6 horas
a 10°C. Tratamientos con letras diferentes presentan diferencias estadisticas
significativas.
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Cuando se aplico GB y los frutos fueron expuestos a frio, la fuga de
electrolitos fue menor (hasta 29.45%) comparado con el control (37.56%).
Los valores del control fueron muy parecidos a los registrados en aquellos
frutos mantenidos a temperatura de 23°C y sin GB. Esto sugiere que GB
estaba protegiendo la integridad de la membrana cuando los frutos
estuvieron bajo estrés por baja temperatura. Hubo diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con frio, mientras que no hubo
diferencias significativas entre los frutos tratados con GB.

3.4. DISCUSION

Ante el estrés por frio, el fotosistema Il es uno de los componentes mas
vulnerable del aparato fotosintético (Anderson & Baber, 1996). Diversos
estudios sugieren que el estrés por sequia, salinidad y temperaturas
extremas pueden reducir la eficiencia del fotosistema |l, aumentando la
degradacion de la proteina D1 e interfiriendo en la fosforilacién del PSII
(Giardi et al., 1996; Makela et al, 1999). La eficiencia fotoquimica del
fotosistema Il (Fv/Fm) es utilizada como indicador del funcionamiento
fotosintético de las plantas (Maxwell & Jonson, 2000) y representa una
medida del estatus de la funcionalidad del complejo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, el frio
produce ciertas alteraciones fisiolégicas en los frutos de banano, dado que
hubo dafio en el mecanismo fotosintético y afecto al fotosistema Il y esto se
reflej6 en una caida rapida en la eficiencia del transporte electrénico de
este fotosistema (Fm/Fv) el cual se redujo de 0.8425 a 0.137. Estos
resultados indican que posiblemente existe un dafio en el transporte de
electrones del fotosistema Il y esto afecta a la fotosintesis. No sabemos si
este problema se da a nivel de dano en la funcién de una proteina que
conforma el centro de reaccion del fotosistema Il (D1), pero esta proteina
es muy susceptible cuando hay una baja de temperatura.

La aplicacién de GB tuvo un efecto protector en la estructura y funcién del
complejo del PSII. El incremento de los valores de Fv/Fm en los frutos de
banano tratados con GB, bajo condiciones de estrés por frio, indica que la
aplicacion de GB reduce la fotoinhibicion causada por frio, resultados muy
similares a los obtenidos por Allard y colaboradores (1998), quienes
encontraron que la aplicaciéon de GB previene la fotoinhibicién causado por
congelamiento en trigo.
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Ademas, plantas trangénicas de Arabidopsis (Alia et al., 1999), tabaco
(Holmstron et al, 2000), Zea maiz (Quan et al., 2004) y Brasicca juncea
(Prasad & Pardha Saradhi, 2004) que expresaron genes para COD,
CDH/BADH, CDH o COD respectivamente, también mantienen valores
altos de Fv/Fm en comparacion con sus respectivos controles cuando estan
sujetas a foto inhibicion causados por alta radiacién combinado con estrés
por salinidad y baja temperatura.

Por otra parte el efecto protector de GB en el complejo PSIl contra los
diferentes tipos de estrés ha sido bien establecido in Vitro. (Mamedov et al.,
1991; Mamedov et al., 1993; Papageorgiou & Murata, 1995; Allakhverdiev
et al., 2003).

Una de las corrientes mas aceptadas del dano por frio, son las
modificaciones en las propiedades de la membrana sobreviniendo la fuga
de electrolitos en tejidos dafiados (King & Ludford, 1983; Autio & Bramlage,
1986; Woods et al., 1991). La fuga de electrolitos es un parametro que
mide indirectamente la permeabilidad de la membrana, pues mide la fuga
de iones de los compartimentos membranales hacia el exterior, y cuando
mayor es el porcentaje de pérdida es mayor la permeabilidad de la
membrana de acuerdo a Wills y colaboradores (1984).

Los resultados obtenidos con respecto a la fuga de electrolitos, muestran
que aumenté el porcentaje de fuga de electrolitos cuando los frutos de
banano estuvieron expuestos a frio coincidiendo con las observaciones de
otros autores (King & Ludford, 1983; Autio & Bramlage, 1986; Woods et al.,
1991). La aplicacién de GB quiza tuvo acciéon a nivel de ajuste osmoético,
factor que permitié estabilizar las membranas presentando una reduccién
en la fuga de electrolitos de 42.4%, por lo que no se desencadenaron los
disturbios metabdlicos ocasionados por frio.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Nayyar y colaboradores
(2005), quienes trabajaron con plantas de garbanzo sujetas a estrés por frio
(12-14/3-5°C), a las cuales aplicaron 1mM de GB durante tres dias
consecutivos, observando que los sintomas del dano por frio en las plantas
de garbanzo se minimizaron, la fuga de electrolitos se redujo un 63%,
mientras la respiraciéon se incremento en un 69%. Mencionan que la
tolerancia al frio inducido por GB esta relacionado con el alto contenido de
agua, a las clorofilas y sacarosa y a la reducciéon del acido abscisico asi
como de las especies activas de oxigeno.
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En condiciones de estrés por frio, la tasa de produccion de etileno y CO,
usualmente se incrementan (Lyons & Breidenbach, 1990; Field, 1990;
Leshem & Kadish, 1992). La respiracion normalmente declina en frutos
cosechados, pero cuando son expuestos a frio, esta se incrementa por la
ruta alternativa en respuesta al frio (Moynihan et al., 1995). Algunos tejidos
como los de peras y melones, aceleran la produccion de etileno durante el
estrés por frio (Wang & Adams, 1982). Los dafos producidos por este
estrés se dan quizd porque las proteinas asociadas a la membrana,
incluyendo los receptores de etileno, y enzimas involucradas en la
fotosintesis y respiracion, pierden su funcion (Mc Collum & Mc Donald,
1991; Fluhr & Mattoo, 1996; Marangoni et al., 1996; Jiang et al., 2004).

Los resultados obtenidos en la presente tesis con respecto a la produccion
de etileno y respiracion, muestran que en frutos expuestos a frio la
respiracion disminuyd en un 48.43 % con respecto al control. Mientras la
produccion de etileno se adelantdé provocando la maduraciéon temprana del
fruto. Estos desordenes en el metabolismo del fruto coinciden con las
observaciones hechas por Lyons (1973) y Levitt (1980). De acuerdo a Jiang
y colaboradores (2004), las lesiones por frio en frutos almacenados a bajas
temperaturas, son debido a la reduccion de la habilidad del tejido de
responder al etileno, lo cual aumenta los sintomas del dafo por frio y
repercute en una maduraciéon anormal del fruto, coincidiendo con los
resultados obtenidos en el presente trabajo.

Los resultados favorables de la aplicaciéon de GB, han enfocado al estudio
de este mecanismo que tienen algunas plantas para aclimatarse ante
condiciones ambientales desfavorables. (Rhodes & Hanson, 1993; Hare et
al., 1998; Bohnert & Shen, 1999; Sakamoto & Murata, 2002). El trigo por
ejemplo, es un acumulador natural de GB, y aplicado exdégenamente
incrementa la concentracion de GB en las células (Makela et al., 1996;
Rajasekaran et al., 1997; Allard et al., 1998). El incremento de la
concentracion de GB en plantas pretratadas, sugiere que la aplicacién foliar
de GB puede ser absorbido por plantas cultivadas (Makela et al., 1996).
Los datos obtenidos en la presente tesis sugieren que GB no solo puede
proteger a plantas de clima templado, sino también plantas tropicales como
banano que tiene una diferencia en la composicién de acidos grasos en sus
membranas.
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3.5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede
concluir lo siguiente:

» La exposicion de frutos de banano al frio durante postcosecha
parece ocasionar dafos en la membrana, lo que desencadena una
serie de disturbios como la caida rapida de Fv/Fm, incremento de la
fuga de electrolitos, aceleracion de la produccién de etileno y una
reduccion en la respiracion.

» La aplicacién foliar de GB en precosecha atenua los efectos del
dano por frio en frutos, tal vez protegiendo la integridad de la
membrana lo que reduce la caida de la fuga de electrolitos y atenta
la caida de la eficiencia fotoquimica del fotosistema II.

» La aplicacion foliar de GB atenua la caida de la respiracién e impide
la maduracion acelerada al no presentarse un pico de etileno
temprano como ocurre en frutos bajo estrés por baja temperatura.

» La aplicacion precosecha de GB en cultivares de banano,
independientemente de su efecto protector de danos por frio, podria
utilizarse para prolongar la vida de anaquel de frutos de banano en
su manejo postcosecha.
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Capitulo IV. Discusion general

4.1. CAMBIOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS OCASIONADOS
POR FRIO EN BANANO.

En el presente trabajo se caracterizaron cuales son los problemas
fisiolégicos y bioquimicos que presentan los frutos de banano bajo estrés
por frio, midiendo los parametros de fenoles solubles, proteinas solubles,
clorofilas y carotenoides, actividad enzimatica de la PPO, eficiencia
fotoquimica del fotosistema Il, fuga de electrolitos, produccion de etileno y
respiracion en la epidermis de banano, Musa AAA (subgrupo Cavendish)
"Enano Gigante”.

Los resultados obtenidos muestran que la variedad enano gigante sufre
dano al estar expuesto a frio (10°C) por un tiempo mayor a las 4 horas,
manifestandose ciertos desérdenes que se visualizan en una maduracion
irregular, aceleraciéon de la maduracién, pardeamiento epidérmico. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Morelli y colaboradores (2003),
quienes trabajaron con cinco variedades diferentes de banano a nivel de
postcosecha. Ellos encontraron que la mayoria de las variedades
estudiadas toleraban la exposicién a 10°C hasta por 3 dias. Sin embargo,
en este trabajo se muestra que el dafo puede presentarse, en el caso de la
variedad enano gigante, con solo 6 horas de exposiciéon a 10°C, los
sintomas no son visibles al momento, pero si se manifiestan durante su
maduracion.

La disminucion de la temperatura en plantas sensibles, como las tropicales
y especialmente banano, ocasiona trastornos fisiolégicos y bioquimicos
(Lyons, 1973; Levitt, 1980; Sanlukhe & Desai, 1984). Esto se debe
principalmente a cambios en las propiedades de la membrana que pasa de
un estado liquido a una fase gel (Raison et al., 1979; Levitt, 1980; Taiz &
Zeiger, 1991), afectando la funcion de proteinas que se encuentran
asociadas a membranas, principalmente las mitocondriales y cloroplasticas,
ocasionando disturbios metabdlicos como la reduccion en la fotosintesis, lo
cual se ve reflejado en un menor crecimiento (Fitter & Hay, 1987).
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Algunos autores mencionan que esta reduccion de la fotosintesis, se debe
a que la maquinaria fotosintética es afectada por el estrés por frio,
principalmente se dafia las proteinas que integran los centros activos del
fotosistema | y Il (Lyons, 1973; Nielsen & Orcutt, 1996; Makela ef al., 1999;
Ayora et al., 2002). Al verse afectada esta maquinaria se produce un estrés
oxidativo, generando especies activas de oxigeno (AOS) y especies
reactivas de oxigeno (ROS), lo que ocasiona disturbios en el metabolismo
de la planta (Levitt, 1980; Foyer et al., 2002).

La produccién de etileno, hormona asociada al proceso de maduracién y
senescencia de frutos, se ve favorecida cuando hay estrés por frio. Se
menciona también que hay mayor degradacién de clorofilas y carotenoides,
degradacion de proteinas entre otros trastornos bioquimicos y fisiol6gicos
(Levitt, 1980). Aunque también por el efecto de la maduracién se ponen de
manifiesto factores que provocan la degradacion de la clorofila, lo que se
puede observar en el cambio de color del fruto de una tonalidad verde a
una amarillo por el efecto de la maduracion (Dadzie & Orchad, 1997). Estos
disturbios en el metabolismo de la planta, dependen mucho de la intensidad
y duracioén de la baja temperatura, la especie y del estado fenolégico de la

planta (Sanlukhe & Desai, 1984).

El banano, siendo una planta tropical, bajo ciertas circunstancias sufre
problemas de danos por frio, al bajar la temperatura por debajo de su punto
critico de desarrollo que suele ser entre los 10 a 12°C (Dadzie & Orchard,
1997; Sanlukhe & Desai, 1984), sufriendo alteraciones en los frutos como
es el pardeamiento, lo que baja su calidad en el mercado, ocasionando
pérdidas al productor (Sanchez, 2004).

Uno de los dafnos por frio manifestado fue el pardeamiento de los frutos,
este pardeamiento de la epidermis y subepidermis se debe a la accién de
enzimas como la peroxidasa y la polifenol oxidasa (Gooding et al., 2001;
Fujita et al., 2001; Yang et al., 2004), que actuan sobre sus sustratos
fendlicos, los cuales se oxidan hasta formar compuestos sumamente
inestables, que se polimerizan generando pigmentos pardos en la
epidermis (Gooding et al., 2001).

Los resultados del presente trabajo muestran que la actividad de PPO de la
epidermis de banano se incrementa durante los primeros dias después del
corte durante la maduracion y al estar expuesto a frio. Esto es, mantienen
un mismo comportamiento durante la maduracion del fruto, aunque la
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actividad presentada por los frutos expuestos a frio presenta un pico mayor
dependiendo del tiempo de exposicion a este tipo de estrés.

Estos resultados coinciden con los descritos por Gooding y colaboradores
(2001), en los cuales encontraron que la actividad de la enzima polifenol
oxidasa ocurri6 durante los primeros dias de la maduracion y los frutos
maduros presentaban una actividad nula o baja en condiciones normales.

Cuando los frutos se expusieron a frio se observé que la actividad de la
PPO se increment6 y se redujo el contenido de fenoles, estos resultados
son similares a los datos obtenidos por Nguyen y colaboradores (2003),
quienes trabajaron bananos Kluai Khai y Kluai Hom Tom expuestos a
temperaturas frias de 6 y 10°C, concluyendo que la baja temperatura indujo
la actividad de la PPO sobre los fenoles ocasionando mayor pardeamiento
del fruto.

Este grado de pardeamiento se debe en gran medida a que el frio induce
una mayor permeabilidad de la membrana poniendo en contacto a la PPO,
una enzima que se encuentra asociada a membrana interna del cloroplasto,
con su sustrato: Esto se pudo comprobar con los resultados de la fuga de
electrolitos, un parametro que mide indirectamente la permeabilidad de la
membrana, pues mide la fuga de iones de los compartimentos
membranales hacia el exterior, y cuando mayor es el porcentaje de pérdida
es mayor la permeabilidad de la membrana (King & Ludford, 1983; Wills et
al. , 1984; Autio & Bramlage, 1986; Woods et al., 1991).

En forma similar con la fuga de electrolitos aumenta durante la maduracion
y es dos veces mayor cuando los frutos de banano fueron expuestos a frio
de hasta un 55% de fuga de electrolitos. Esto comprueba que el frio dafia la
integridad de la membrana, aumentando la permeabilidad de ésta,
coincidiendo con las observaciones de otros autores como King y Ludford
(1983), Autio y Bramlage (1986) y Woods y colaboradores (1991).

Con respecto a las proteinas solubles estas disminuyen conforme mas
intenso es el estrés por frio y la prolongacién a este estrés, lo cual
corresponde a lo observado por otros autores como Lyons (1973) y Levitt
(1980). Aunque como se pudo observar en el capitulo dos de este trabajo,
durante las primeras cuatro horas de exposicién al frio se observa un
incremento de proteinas durante los primeros dias después del corte, sin
embargo cuando la exposicion al frio fue de seis horas, las proteinas
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disminuyen, esto nos podria indicar que por efecto de maduracién se
induzca la sintesis de proteinas aunque puede ocurrir también por estrés
por frio.

Uno de los aspectos mas evidentes en el proceso de maduracion es la
pérdida de clorofila, asociada con la destruccion de los cloroplastos y la
activacion de las clorofilasas (Purvis, 1980). Bajo estrés por frio se
menciona que las clorofilas se degradan (Levitt, 1980), sin embargo en el
presente estudio los resultados obtenidos fueron contrarios, se tuvo un
mayor contenido de clorofilas en frutos mantenidos bajo estrés por baja
temperatura, esto es quizd debido a que el tiempo de exposicién no fue
suficiente para ocasionar la degradacion de las clorofilas, o bien debido a la
maduracion irregular del fruto.

Ante el estrés por frio, el fotosistema Il es la parte mas vulnerable del
aparato fotosintético (Anderson & Baber, 1996). Estudios sugieren que el
estrés por sequia, salinidad y temperaturas extremas pueden reducir la
eficiencia del fotosistema |l, aumentando la degradacién de la proteina D1
e interfiriendo en la fosforilacion del PSIl (Giardi et al., 1996; Makela et al.,
1999). La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm) es usualmente
usada como indicador sensible en el funcionamiento fotosintético de
plantas (Maxwell & Jonson, 2000) y representa una medida del estatus de
la funcionalidad del complejo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se infiere que el frio
produce ciertas alteraciones fisiologicas en los frutos de banano, hubo dafio
en el mecanismo fotosintético afectando al fotosistema Il y esto se reflejo
en una caida rapida en la eficiencia del transporte electréonico de este
fotosistema (Fm/Fv) el cual se redujo de 0.8425 a 0.137.

En condiciones de estrés por frio, la tasa de produccion de etileno y CO, se
incrementan (Lyons & Breidenbach, 1990; Field, 1990; Leshem & Kadish,
1992). La respiracion normalmente declina en frutos cosechados, pero
cuando son expuestos a frio, esta se incrementa por la ruta alternativa en
respuesta al frio (Moynihan et al., 1995). Algunos tejidos como los de peras
y melones, aceleran la producciéon de etileno durante el estrés por frio
(Wang & Adams, 1982). Los danos producidos por este estrés se
desarrollaron quizd porque las proteinas asociadas a la membrana,
incluyendo los receptores de etileno y enzimas involucradas en la
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fotosintesis y respiracion, pierden su funcién (Mc Collum & Mc Donald,
1991; Fluhr & Mattoo, 1996; Marangoni et al., 1996; Jiang et al., 2004).

Los resultados obtenidos con respecto a la produccion de etileno y
respiracion, nos indican que la respiracién disminuyé en un 51.5 % con
respecto al control. Mientras la produccién de etileno se adelanté
provocando la maduracién temprana del fruto. Estos desérdenes en el
metabolismo del fruto coinciden con las observaciones hechas por Lyons
(1973) y Levitt (1980). De acuerdo a Jiang y colaboradores (2004), las
lesiones por frio en frutos almacenados a bajas temperaturas, se
presentaron debido a la reduccién de la habilidad del tejido de responder al
etileno, lo cual aumenta los sintomas del dafio por frio y repercute en una
maduracién anormal del fruto, coincidiendo con los resultados obtenidos en
el presente trabajo.

4.2. EFECTO DE LA APLICACION FOLIAR DE GB, EN LOS
FRUTOS DE BANANO

Dentro de las estrategias que utilizan las plantas para hacer frente al estrés
por frio, estd la generacién de compuestos organicos de bajo peso
molecular, llamados solutos compatibles (Bohnert et al.,, 1995; Shinozaki &
Yamaguchu-Shinozaki, 2000; Iba, 2002). Estos compuestos se encuentran
en forma estable en la célula y tienen un efecto en la funcién celular cuando
se acumula en altas concentraciones (Yancey et al, 1982) y se cree que
desempenan un papel importante para incrementar la presién osmotica
interna y evitar la pérdida de agua de la célula (Sakamoto & Murata, 2002).

Dentro de las propiedades que presentan estos solutos se incluyen el ser
bastantes solubles en agua, mantener la presion de turgencia durante el
estrés, servir como agentes protectores que estabilizan la estructura y
funcion de ciertas macromoléculas (Santoro et al., 1992; Papageorgiou &
Murata, 1995). Asi que la acumulacién de estos compuestos en las plantas,
contribuye a la aclimatacién de las células al estrés ambiental, tal es el
caso del estrés por frio.

Entre los diferentes solutos compatibles que se pueden mencionar se
encuentran el manitol, sorbitol, eritriol, glicerol, trehalosa, sacarosa,
aminoacidos como la prolina, glutamina, lisina y derivados de aminoacidos
como GB. La prolina se acumula en casi todas las plantas, sin embargo GB
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esta distribuida solamente en aquellas con alta tolerancia a la salinidad y a
frio (Le Rudulier et al., 1984; Thomashow, 1999; Iba, 2002).

La sintesis de GB en algunas plantas ha sido de gran interés de la
ingenieria genética, dado que la manipulacion de esta via ha permitido
generar plantas trangénicas que expresan los genes de sintesis de GB
(Styrvold et al., 1986: Larmak et al, 1996; Sakamoto & Murata 2000;
Sakamoto & Murata, 2002). Plantas transformadas con genes que
sintetizan la GB han tenido la capacidad de acumular GB, se ha visto que la
acumulacion de 1umol de GB/gPF aumenta de 10 a 100 veces la tolerancia
al estrés por baja temperatura, salinidad y sequia (Eshoo, 1988; Lamark et
al., 1991; Rathinasabapathi et al,1997; Weretinyk & Hanson, 1998;
Nyyssola, 2001; Xing & Rajashekar, 2001).

Dentro del grupo de las betainas se encuentra representada por GB, j-
alanina betaina, prolina betaina y 2-hidroxiprolina betaina (Nishimura et al.,
2001). Este trabajo se enfoco al estudio del efecto de GB en el desarrollo
de los dafios ocasionados por frio en banano: la GB es un osmolito
completamente sustituido de grupos metilos, cuya funcién es estabilizar la
estructura y funcion de muchas macromoléculas (Sakamoto & Murata,
2002), previene dafos de la deshidratacion celular por el balance osmético,
sostiene la fotosintesis, mantiene el volumen de cloroplastos y protege a
las enzimas que actian en la cadena respiratoria (Gorham 1995; Makela et
al., 1999).

También se ha observado que la aplicacion foliar de GB en especies de
importancia comercial, que no son capaces de acumular este osmolito
registran una mayor productividad y cuando estas son sometidas a estrés
por temperatura tienen una mayor capacidad de tolerarla (Makela et al.,
1996; Makela et al., 1999). La ventaja de usar este osmolito es que penetra
rapidamente en el tejido y de inmediato trasloca a otros 6rganos (Makela et
al., 1996). No se tiene claro cual es el efecto de GB aplicado en hojas
cercanas a la infrutescencia de banano, tampoco si banano produce este
osmolito. Pero segun los reportes, el banano cuenta con la maquinaria de
sintesis de GB, aunque no es capaz de acumularla (Nakamura et al., 1997).

Los resultados obtenidos de la aplicacion foliar de GB en hojas cercanas a
la infrutescencia, a una concentracién de 50 y 100 mM, sugieren que GB
fue tomado por las hojas y traslocado a frutos por lo que tiene cierto efecto
en los frutos. Se vio un incremento en el contenido de fenoles con respecto
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a muestras de banano que no fueron asperjados con GB. Parece que GB
promueve la sintesis de fenoles o bien funciona como un inductor, lo cual
provoca que la planta desarrolle cierto mecanismo de defensa,
incrementando las sintesis de fenoles.

Con respecto al contenido de proteinas solubles, clorofilas y carotenoides
hubo menor degradacién de estos en frutos de banano de plantas
asperjados con GB con respecto al control. La actividad enzimatica de la
PPO fue mayor a la del control en los frutos de plantas tratados con GB, de
649.65 a 1361.62 umol.min™.mg proteina™ durante los primeros tres dias
después del corte, comparado con 523.5315 umol.min™.mg proteina™ en
frutos de plantas no asperjadas. La fuga de electrolitos después de los
primeros dias del corte de los frutos de plantas tratadas con GB, fue mayor
al del control. Sin embargo al madurar presentaron valores similares tanto
los frutos de plantas tratadas con GB, como las no tratadas.

La produccion de etileno y respiracion fueron ligeramente mas altos en
aquellos frutos cuyas plantas fueron asperjadas con GB. Estos resultados
no estan muy claros, ya que no sabemos como estd actuando la glicina-
betaina en este nivel, ni tampoco se tienen reportes al respecto.

Los resultados de la eficiencia del PS I, sugiere que GB esta protegiendo
al fotosistema II, manteniendo por mas tiempo su eficiencia. Estos
resultados del efecto protector de GB en los fotosistemas de la maquinaria
fotosintética, concuerdan con los obtenidos por Allakhverdieva y
colaboradores (1999), quienes encontraron que GB protege al fotosistema |
y fotosistema Il contra la inactivacion térmica (estrés por calor), también
con los estudios realizados por Allard et al. (1998), quienes sugieren que
GB confiere gran estabilidad a la membrana cloroplastica y protege a las
proteinas asociadas a ella, bajo estrés por baja y alta temperatura.

4.3. EFECTO DE GB EN LOS DESORDENES DESARROLLADOS
POR FRIO

Los resultados obtenidos, muestran que GB atentua el fenédmeno de
pardeamiento en los frutos de banano cuando estan expuestos a frio. Los
efectos de este osmolito se ven marcados en los frutos tratados con GB,
viéndose mas vigorosos y verdes. GB puede quiza estar actuando a nivel
de ajuste del potencial osmético y por ende estabilizando membranas, por
lo que los efectos secundarios del frio en frutos susceptibles como el
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banano no ocurre (Sakamoto & Murata, 2002). Por otra parte, GB pudiera
estar actuando en algiun mecanismo de la maduracién del fruto al
retardarlo, aunque no queda muy claro de que manera.

La aplicacion de GB incrementé el contenido de fenoles y también la
actividad de PPO bajo condiciones normales y de estrés por frio, lo que
sugiere que los fenoles estan siendo usados en algun mecanismo de
defensa. Al parecer GB promueve la sintesis de fenoles, aunque seria
interesante conocer que tipo de fenoles son los que se sintetizan. Este
aumento parece légico porque los fenoles son el primer mecanismo de
defensa ante cualquier agente extrafo en la planta por sus propiedades
antioxidantes (Fletcher & Kott, 1999; Valls et al., 2000).

La aplicacion exdgena de GB tiene un efecto positivo en bananos bajo
estrés por frio, puesto que los desérdenes causados por frio no se
manifestaron, lo cual se une a los resultados favorables obtenidos por
Makela y colaboradores (1996), quienes trabajando con diferentes plantas
de importancia agricola, principalmente monocotiledéneas, en los cuales
evaluaron la traslocacion de la GB en todas las especies analizadas,
obteniendo como resultado que en aquellas especies asperjadas con GB
tenian una mejor productividad.

Ademas Sakamoto y Murata (2002) reportaron que GB tiene la capacidad
de osmoregular, estabilizando membranas, lo que no permite el contacto de
los fenoles con la enzima polifenol oxidasa, enzima causante de
pardeamiento. Por otro lado, se observa que GB también esta promoviendo
la sintesis de fenoles, ya que en el control se muestra una mayor
concentracion de hasta un 100% mas. En este estudio solo se midié la
concentracién de fenoles solubles y no se sabe que tipo de fenoles se
estan sintetizando, pero si de que muchos de ellos tienen propiedades
antioxidantes (Valls et al., 2000; Rhodes et al., 1981) y podrian estar
actuando debido al estrés oxidativo causado por frio (Levitt, 1980), por lo
que al tener un nivel alto de fenoles éstos pueden estar atenuando el efecto
del estrés.

La aplicaciéon de GB induce la sintesis de proteinas ante el estrés por frio y
ademas reduce la degradacion de estas, lo cual corresponde a lo
observado por Makela y colaboradores (2000) en tomate pero bajo estrés
por sequia y salinidad, observando que el contenido de proteinas
aumentaban cuando se aplicaba GB y bajo estrés, lo cual nos indica que
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GB tiene un efecto protector manteniendo la estructura de la proteina y
promoviendo la sintesis de ésta.

La aplicacion de GB aumenta aun mas el contenido de clorofilas y mantuvo
el contenido de carotenoides, valores que corresponden a los obtenidos por
Makela y colaboradores (2000) en donde plantas de tomate fueron
sometidas a estrés por salinidad y sequia, encontrando que GB mantiene el
contenido de clorofilas y carotenoides ante el estrés por salinidad y sequia.
Ante esto podemos decir que GB reduce la degradacién de clorofilas y
carotenoides en los frutos de banano tratados con GB y bajo estrés por frio.

La aplicacion de GB tuvo un efecto protector en la estructura y funcion del
complejo del PSII, estos datos concuerdan con los valores del contenido de
clorofilas, con GB y expuestas a frio, los frutos de banano presentan menor
degradacion de clorofilas y carotenoides. Estos resultados son parecidos a
los obtenidos por Allakhverdieva y colaboradores (1999), en donde se
menciona que GB tiene efecto protectivo en las proteinas extrinsecas de
los fotosistemas | y Il que conforman el centro de reaccién y se da
principalmente en la plastocianina. Ademas el incremento de los valores de
Fv/Fm en los frutos de banano tratados con GB, bajo condiciones de estrés
por frio, indica que la aplicacion de GB reduce la fotoinhibiciéon causada por
frio, resultados muy similares a los obtenidos por Allard y colaboradores
(1998), quienes encontraron que la aplicacion de GB previene la
fotoinhibicién en trigo causado por congelamiento.

En plantas transgénicas como Arabidopsis (Alia et al., 1999), tabaco
(Holmstron et al, 2000), Zea maiz (Quan et al., 2004) y Brasicca juncea
(Prasad y Pardha Saradhi, 2004) que expresaron genes para COD,
CDH/BADH, CDH o COD respectivamente, también mantienen valores
altos de Fv/Fm a comparacién con sus respectivos controles cuando estan
sujetas a foto inhibicién causados por alta radiacion combinado con estrés
por salinidad y baja temperatura.

Por otra parte el efecto protector de GB en el complejo PSII contra los
diferentes tipos de estrés ha sido bien establecido in Vitro. (Mamedov et al.,
1991; Mamedov et al., 1993; Papageorgiou & Murata, 1995; Allakhverdiev
et al., 2003).

La aplicacion de GB quiza tuvo accion a nivel de ajuste osmético, factor
que permiti6 estabilizar las membranas presentando menor fuga de
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electrolitos de apenas un 29.45%, por lo que no se desencadenaron los
disturbios metabolicos ocasionados por frio. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Nayyar y colaboradores (2005), quienes trabajaron con
plantas de garbanzo sujetas a estrés por frio (12-14/3-5°C), a las cuales
aplicaron 1mM de GB durante tres dias consecutivos, observando que los
sintomas del dano por frio en las plantas de garbanzo se minimizaron, la
fuga de electrolitos se redujo un 63%, mientras la respiracion se incremento
en un 69%. Mencionan que la tolerancia al frio inducido por GB esta
relacionado con el alto contenido de agua, a las clorofilas y sacarosa y la
reduccion del acido abscisico asi como las especies activas de oxigeno.

Los resultados favorables de la aplicacion de GB, han enfocado al estudio
de este mecanismo que tienen algunas plantas para aclimatarse ante
condiciones ambientales desfavorables. (Rhodes & Hanson, 1993; Hare et
al., 1998; Bohnert & Shen, 1999; Sakamoto & Murata, 2002). El trigo por
ejemplo, es un acumulador natural de GB, y aplicado exégenamente
incrementa la concentracion de GB en las células (Makela et al., 1996;
Rajasekaran et al, 1997; Allard et al, 1998). El incremento de la
concentracion de GB en plantas pretratadas, sugiere que la aplicacion foliar
de GB puede ser absorbido por plantas cultivadas (Makela et al., 1996).
Los resultados de la presente tesis permiten suponer que GB tiene
potencial para conferir tolerancia en especies tropicales como el banano.
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La maduracion a 23+1°C causo6 en la epidermis del fruto:

1.
2
3.

o

o N O i

Un aumento en el contenido de fenoles.

Una disminucién en el contenido de proteinas.

Una disminucién en el contenido de clorofilas y mantenimiento del
contenido de carotenoides.

La actividad de la polifenol oxidasa (PPO) presenta un pico al tercer
dia y luego disminuye con forme avanza el proceso de maduracion.
La produccion de CO, aumenta hasta alcanzar el climaterio.

La produccién de etileno sigue un patrén similar al de la respiracion.
Una aumento en la fuga de electrolitos.

Una disminucién de la eficiencia del fotosistema II.

La exposicion al frio caus6 en la epidermis del fruto:

1.

Un aumento en la actividad de la PPO respecto al control y por
consiguiente una disminucién en la concentracion de fenoles, que al
oxidarse debieron haber aumentado los pigmentos causantes del
pardeamiento.

Un aumento en la degradacién de proteinas, pues su contenido se
vio reducido cuando el tiempo de exposicién al frio fue mayor.

Una reduccién en el contenido de carotenoides y un aumento de las
clorofilas con respecto al control, por la maduracién irregular que
presentaron los frutos.

Que se adelantara la produccion de etileno y se redujera el
contenido con respecto al control, provocando la maduracién
prematura de los frutos.

Que se redujera la concentracion de CO, (respiracion).

Que se aumentara la fuga de electrolitos, lo que sugiere que esta
habiendo dafio en la membrana.

Que se redujera la eficiencia de fotosistema I, lo que sugiere que
estd habiendo dafo en este fotosistema, probablemente en la
proteina D1 del fotosistema Il, provocando que sea interrumpido el
transporte de electrones y que provoque un estrés oxidativo.

La aplicacion foliar de GB causo6 en la epidermis del fruto:
En la maduracién a 23+1°C
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Conclusiones Generales

Un aumento en el contenido de fenoles, lo que podria indicar que
GB esta promoviendo la sintesis de estos compuestos o evitando su
degradacion conforme el fruto madura.

Que se atenuara la degradacién de proteinas conforme avanza la
maduracion.

Que se atenuara la degradacion de clorofilas y que se mantuviera el
contenido de carotenoides.

Un aumento en la actividad de la polifenol oxidasa con respecto al
control, lo cual quiza esté indicando que la PPO esta participando
en otro mecanismo de proteccion.

Que no se alterara la fuga de electrolitos con respecto al control.
Que se mantuviera por mas tiempo la eficiencia del fotosistema Il
(Fv/Fm).

En la exposicioén a frio:

1

Un menor dafio por frio (pardeamiento) de los frutos con respecto a
aquellos de plantas sin GB. El menor pardeamiento en plantas
tratadas con GB parece correlacionar con una menor actividad de la
PPO (solo en la concentracién intermedia de GB), aunque la
concentracién de fenoles no se afecto.

Promovié la sintesis de proteinas.

No tuvo efecto en la degradacion de clorofilas, aunque si causé una
mayor sintesis de carotenoides.

Protegi6 al fruto de posible dano por frio en la membrana resultando
en una menor fuga de electrolitos.

Atenud la caida de respiracion y de la produccion de etileno.
Protegié marginalmente al fruto de posible dafo por frio en el centro
activo del fotosistema Il. Resultando en una menor caida en Fv/Fm
(la eficiencia de transporte electrénico de fotosistema I1).

Cuando las plantas fueron tratadas con GB en precosecha, se redujeron
algunos de los efectos del estrés por frio en postcosecha, aumentando su
vida de anaquel, por lo que la aplicacién precosecha de GB en la planta,
tiene efecto protector en los frutos a nivel de postcosecha.

126



Capitulo VI. Perspectivas

Los resultados presentados en este trabajo aportan evidencias fisiol6gicas
y bioquimicas de cuales son los efectos de GB en frutos de banano
expuestos a frio. Sin embargo faltan muchos aspectos por conocer, en este
sentido se proponen las siguientes perspectivas:

1.

Repetir el experimento de la aplicacion foliar de GB, cuantificando la
concentracién endogena de GB en los frutos de banano, con la
finalidad de observar si realmente sé trasloca de las hojas a los
frutos y en que cantidad.

Hacer un experimento de dosis respuesta con la finalidad de
conocer que cantidad de GB minimo se debe aplicar foliarmente
para tener una respuesta en frutos y cudl es la dosis que podria
constituir un problema para la planta.

Aplicar GB en plantas con frutos de diferentes estados de desarrollo
y darle seguimiento hasta su maduracion en la planta, ya que no es
el mismo comportamiento cuando los frutos estan en la planta o en
postcosecha.

Realizar un experimento en la cual se analice la respuesta de la
aplicacion foliar de GB en la plantacion de banano bajo condiciones
naturales de frio durante el invierno o bien bajo condiciones
controladas en campo. Esto es con la finalidad de verificar si el
efecto protector de GB reportada en la presente tesis se mantiene
cuando el dafo por frio ocurre en los frutos cuando éstos estan
todavia en la planta.

Si GB tiene un efecto positivo en contra de los disturbios
metabdlicos ocasionados por frio, puede ser factible que se utilice la
ingenieria genética. Con la finalidad de obtener plantas de banano
modificadas genéticamente con la capacidad para acumular GB vy
poder conferir tolerancia ante el estrés por baja temperatura.
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Anexos

RESULTADOS DE LOS ANAI,ISIS DE VARIANZA
PRACTICADO PARA CADA PARAMETRO. LA DIFERENCIA ENTRE
TRATAMIENTO SE ANALIZO POR LSD (P=0.05) CON UN NIVEL DE
CONFIANZA DEL 95%.

Fenoles solubles (mg. g PF”)

(ANOVA)

0 mM de GB

Tiempo manteni

do a 10°C (horas)

3:1°C

1 10525 + 0.063 aj0.218 + 0.026 af0.274 + 0.033 aj0.145 + 0.017 a
2 11131 + 0.136 bj0.929 + 0.111 bj0.373 + 0.045 aj0.416 + 0.050 a
3 11.330 + 0.160 b}1.133 + 0.136 b}0.533 + 0.064 a]0.828 + 0.099 a
4 11395 + 0.167 b}1.331 + 0.160 c]0.710 + 0.085 aj0.847 + 0.102 b
5 11432 + 0.172 b}§1.377 + 0.165 c}0.964 + 0.116 b}0.917 + 0.110 b
6 11650 + 0.198 c}1.392 + 0.167 c}0.979 + 0.118 b}1.109 + 0.133 b
7 11950 + 0.234 d§1.498 + 0.180 c}1.013 + 0.122 bj1.244 + 0.149 b
8 2250 + 0.270 dj1.826 + 0.219 dj1.224 + 0.147 b}1.310 + 0.157 ¢

50 mM de GB

I ~ Tiempo mantenido a 10°C (horas)

Dias | +7 4 [ ————————————— m—
1 10.387 + 0.046 a]0.630 + 0.076 aj0.079 + 0.010 aj0.345 + 0.041 a
2 10.677 + 0.081 aj0.906 + 0.109 bj0.825 + 0.099 bJ0.380 + 0.046 a
3 11622 + 0.195 bj0.933 + 0.112 b}0.828 + 0.099 bj0.454 + 0.055 a
4 12535 + 0.304 c§1.221 + 0.147 bj0.859 + 0.103 b}0.477 + 0.057 a
5 12630 + 0.316 c}1.947 + 0.234 c}0.870 + 0.104 b]0.714 + 0.086 a
6 12846 + 0.342 c2.157 + 0.259 c]0.998 + 0.120 c§0.904 + 0.109 b
7 12898 + 0.348 c|2.254 + 0.271 c}1.226 + 0.147 c]0.966 + 0.116 b
8 13.316 + 0.398 c|2426 + 0.291 c}1.558 + 0.187 d}J1.260 + 0.151 c
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100 mM de GB

- Tiempo mantenido a 10°C (horas)

Dia, = —
1 10523 + 0.063 a0.738 + 0.089 aj0.251 + 0.030 a}0.162 + 0.019 a
2 11.294 + 0.155 b}1.368 + 0.164 b}j0.650 + 0.078 a}0.372 + 0.045 a
3 §1444 + 0.173 b}1.556 + 0.187 b}j0.864 + 0.104 bJ0.453 + 0.054 a
4 §11.733 + 0.208 c}2.069 + 0.248 c|1.035 + 0.124 b}J0.733 + 0.088 b
5 §1.739 + 0.209 c}2.147 + 0.258 c}1.093 + 0.131 bJ0.827 + 0.099 b
6 |12.194 + 0.263 d]2.361 + 0.283 c}1.2563 + 0.150 b}1.014 + 0.122 ¢
7 12284 + 0.274 d}2.361 + 0.283 c}1.276 + 0.153 b]1.271 + 0.152 ¢
8 |13.072 + 0.369 e}2.528 + 0.303 c}2.145 + 0.257 c]1.311 + 0.157 c
Proteinas solubles (mg. g PF™)
0 mM de GB
j ~ Tiempo mantenido a 10°C (horas)
Dias} ' 23i1°C - \
el e =2 , 4 b
1 [0.921 + 0005 af0.800 + 0.013 a]0.640 + 0.002 a]0.859 + 0.098 a
2 §1.093 + 0.147 b}J1.345 + 0.136 b1.642 + 0.340 b}1.004 + 0.102 b
3 §1.740 + 0.144 b}1.656 + 0.114 b}2.067 + 0.340 c}1.281 + 0.109 b
4 §1.995 + 0.194 b}1.618 + 0.224 b}2.372 + 0.355 c}0.808 + 0.106 a
5 §0.627 + 0.314 a}2.078 + 0.370 c}3.175 + 0.420 dj0.617 + 0.289 a
6 §0.290 + 0.189 a]1.566 + 0.256 b}3.061 + 0.298 dJ0.209 + 0.056 a
7 10.202 + 0.111 a}1.449 + 0.212 bJ0.288 + 0.090 aj0.080 + 0.005 a
8 10.140 + 0.091 aj1.266 + 0.440 bj0.203 + 0.073 aj0.042 + 0.004 a

130




50 mM de GB

, . =1 " Tiempo mantenido a 10°C (horas)
Dias 23t1°C.. ——— :
7 .2 - 4 b
1 ]0.979 + 0.024 a|1.003 + 0.044 bJ0.957 + 0.035 a0.712 + 0.011 a
2 1450 + 0.261 b}j1.819 + 0.168 b|1.403 + 0.151 b}1.742 + 0.188 b
3 ]1.615 + 0.365 b}1.801 + 0.097 b}1.678 + 0.145 b}2.071 + 0.280 c
4 11684 + 0.285 b|1.279 + 0.293 bJ1.933 + 0.115 bJ2.454 + 0.264 c
5 |3.102 + 0.298 c]0.514 + 0.164 a|3.246 + 0.346 d|2.837 + 0.073 ¢
6 ]1.481 + 0.261 bj0.327 + 0.077 af2.524 + 0.223 c|2.379 + 0.278 c
7 ]1.320 + 0.273 b}0.237 + 0.179 a}1.605 + 0.307 b}2.309 + 0.290 c
8 10.969 + 0.216 a}0.220 + 0.083 a}2.094 + 0.189 c}2.034 + 0.137 c
100 mM de GB
il Tiempo mantenido a 10°C (horas)
Diasp = 23+1°C : \ P
Hn e 2 4 6
1 |1.157 + 0.015 a]1.202 + 0.016 bJ0.902 + 0.052 a]0.835 + 0.103 a
2 11430 + 0.364 b|1.873 + 0.360 b}1.413 + 0.134 bJ1.133 + 0.087 b
3 |1.418 + 0.267 b1.390 + 0.179 b}1.324 + 0.096 b}2.386 + 0.225 c
4 11576 + 0.169 b|1.597 + 0.244 b]2.252 + 0.299 c|2.805 + 0.265 c
5 12918 + 0.210 c}2.372 + 0.091 c}3.129 + 0.123 d}3.165 + 0.308 d
6 12259 + 0.227 c|1.547 + 0.216 b}2.171 + 0.169 c|2.849 + 0.071 c
7 )1.555 + 0.162 bJ0.995 + 0.175 a}2.184 + 0.258 c|2.879 + 0.230 c
8 1433 + 0.128 b|0.887 + 0.102 a}2.205 + 0.077 c}2.510 + 0.204 c
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Actividad Especifica de PPO (umol.min™'. mg de proteina™)

0 mM de GB‘

R e ——

0 N O G A W N -

64.094 + 2.509 a
209.103+13.955b
523.530+83.203 ¢
23.669 + 4.823 a
0.930 + 0.030 a
3.386 + 0.206 a
7.344 +0.642 a
0.044 + 0.002 a

| 0.171 + 0.037 a] 0.649 + 0.264
0.076 + 0.004 a]126.691+ 7.690
0.941 + 0.067 a] 17.223 + 5.178
0.806 + 0.349 a| 27.757 + 1.667
0.065 + 0.027 a] 24.496 + 2.079

[484.768 +47.358 a]309.792+ 17.714 b|549.08
566.670+37.707b|516.744 + 17.717 b|356.09+ 97.328 b
542.425 +13.623 b|5431.54 +904.031 c|5614.4 +898.597 ¢

+ 98.908 b

al12.609+ 1.447 a
al 0.429 + 0.141 a
al10.877+ 0.312 a
al 9.863 + 0.862 a
al84.069+ 7.637 a

50 mM de GB

0 N OO A WN -

98.518 + 9.503 a
273.557 £72.627b
1361.622+43.362¢c

17.988 +0.919 a

4752 +0.263 a

8.709 +0.837 a

44463 +8.811a

19.541 +2.245 a

97.037 +12.108 af511.728+ 12.003 c
175.075+ 6.216 b|863.25+ 35.546 ¢
3040.003+380.936d4321.24+146.559d|2424.9+370.665d
+ 0.052 a]8.275 + 0.275 4
0.255 aJ109.83+ 33.615 b
0.298 al24.846+ 2.675 a
0.049 a]4.003 + 1.462 a
2.596 al34.574+

880.057 + 53.153 ¢

2.555
3.255
3.284
0.549
8.561 +

198.082 + 7.194 b
0.269 0.020 a
1.013 0.083 a
a
a

b
H

H
H

4.921 0.564
7.225 0.416

H
H

H

2131+ 0.583 a

11.682 a
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100 mM de GB

® N OO A WN

210.261 +22.737 c| 810.891 +30.794c
191.059 +33.323 b| 271.819 +41.516b
649.652 +81.373d|2730.013 +36.328d

2440 + 0.193 a] 2.626 + 0.104 a
3.551 + 0.674 a| 14.572 + 3.662 a
3.067 + 0.755 a] 2942 + 0.702 a
6.846 + 0.412 a] 0.197 + 0.026 a

7.870 + 0.715 a] 0.920 + 0.408 al

22.727 + 0.483 a|16.884 + 1.285 a
553.783 +48.702b|578.99 + 95.347 b
6403.51+707.58 ¢c|6140.2+25.672c
+ 1.625 a|68.308 +23.888a

12.529
1.397

0.352 + 0.906 a]91.035+13.762a

Contenido de clorofilas totales (ug. g PF™)
0 mM de GB

0 N O O b WON =

55.263 + 8.29 d] 49.121 + 7.37
21.722 + 3.26 c| 34.648 + 5.2
16.852 + 2.53 b|] 27.72 + 4.16
15.075
11.333
9.371
8.128

e

d

C

2.26 b| 22.453 + 3.37 c
1.7 bl 12774 + 192 b
b

a

a

H

H

141 a] 11.029 + 1.65
122 a| 763 + 1.14
0 a 0 + 0

H  H

o
H

77.495
53.419
42.536
38.345
30.801
22174
11.949
3.365

S S S S T S

H

11.6
8.01
6.38
5.75
4.62
3.33
1.79
0.5

QT O O O 0O — @«

62.74
4712
42.29
34.69
29.96
15.89
14.97
7.03

+941 e
+707d
6.34 d
52 ¢
+ 449 c
+238b
+225 b
+ 1.05 a

H

H
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50 mM de GB

1 81.646 + 12.2 f| 86.322 + 12,9 f| 62.666 + 94 e| 50.77 + 7.62 e
2 54825 + 822 e| 7479 + 11.2 e| 41194 + 6.18 d| 46.04 + 6.91 d
3 34.964 + 5.24 d| 50.848 + 7.63 d| 39.13 + 587 c| 32.85 + 493 ¢
4 26.333 + 3.95 c| 25.273 + 3.79 c| 37.275 + 559 c| 31.09 + 466 c
5 25494 + 3.82 c| 14.292 + 2.14 b| 34122 + 512 c| 26.56 + 3.98 b
6 11.339 + 1.7 bl 112 + 1.68 b| 24.059 + 3.61 b} 26.12 + 392 b
74 6.298 + 0.94 a|] 7.001 + 1.05 a] 2253 + 3.38 b] 19.97 + 3 a
8 4991 + 0.75 a] 1.397 + 0.21 a] 12984 + 1.95 a| 165 + 247 a
100 mM de GB

43.082
35.574
26.228
24137
20.969
18.26
5.197

0 N O O B WN -

H

+

+H + = H+

H

6.46
5.34
3.93
3.62
3.15
2.74
0.78

O O 0O

O O T O

62.236
57.063
50.079
38.931
30.814
22.952
9.645

H B H H W W

H

9.34
8.56
7.51
5.84
4.62
3.44
1.45

L O T O O O Ao o

88.85
63.277
52.998
38.234
28.648
22.163
15.403
12.539

+H + + H+ H+ H H

H

13.3
9.49
7.95
5.74
4.3

3.32
2.3
1.88

O 0O O T O Ao 0o

79.62
66.57
54.6
41.61
2711
26.07
26.16
21.65

+H + + H+ H H+ H

H

11.9
9.98
8.19
6.24
4.07
3.91
3.92
3.25

LM O O T O a o
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Contenido de carotenoides (ug. g PF™)
0 mM de GB

1 20.775 % al 19.054 + al 19.302 + 29 a| 19.22 + 2.88 a
2 27.055 + al 24.164 + b| 24.514 + 3.68 b| 19.15 + 2.87 a
3 43.865 + c|] 3498 + c| 25.554 + 3.83 b| 17.06 + 2.56 a
4 33.742 + b] 32.099 + c| 25.345 + 38 b|21.71 + 326 b
5 26.747 + al 26.848 + b| 33.536 + 5.03 c| 2455 + 3.68 b
6 25592 + al 22.696 + bl 28.61 + 4.29 b] 25.88 + 3.88 b
7 24.158 =+ al 21.71 + b| 23.956 + 3.59 b| 30.03 + 4.5 ¢
8 23.314 + al 21.929 + bl 20.07 + 3.01 a] 27.17 + 408 b
50 mM de GB

23.661
28.109

33.101
31.585
25.32
24.737

0 N O O B WON -

29.052 +
43.853 +

L 0O O T O O 0 ©

31.687
31.404
36.122
46.89

30.867
30.703
25.323
22.987

+H H+H + H+ H+ H+ W
V) Y] o T O o O O

H

21.671
21.273
23.325
27.099
23.706
22.16
20.977
18.634

+H += + H+ H+ H W

H

3.25
3.19

3.5

4.06
3.56
3.32
3.15

2.8

18.7
20.08
22.44
25.99

28
25.68
20.17
21.62

28 a
301 b
337 b
39 b
42 b
385 b
£ 303 b
+324 b

H B W H W

H




100 mM de GB

1 25.501 + 3.83 b| 27.64 + 4.15 a| 22.2 + 3.33 b| 1848 + 2.77 a
2 30.914 + 4.64 c| 32.34 + 4.85 b| 2596 + 3.89 b| 20.49 + 3.07 b
3 39.953 + 5.99 c| 32.03 + 48 b| 289 + 4.33 b| 31.69 + 475 c
4 36.978 + 5.55 c| 40.62 + 6.09 c| 32.86 + 4.93 c| 38.26 + 5.74 c
5 32326 + 4.85 c| 37.69 + 5.65 b| 25.53 + 3.83 b| 36.29 + 544 c
6 32.154 + 4.82 c| 27.02 + 4.05 a] 22.44 + 3.37 b| 35.56 + 5.33 ¢
7 2722 + 4.08 b] 2599 + 3.9 a] 21.96 + 3.29 b| 30.8 + 4.62 c
8 18.033 + 2.7 a] 23.18 + 348 a| 19.87 + 298 a| 2732 + 41 b

Eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm)

0 |0.844 + 0.127 2] 0.843 + 0.127 a] 0.817 + 0.123 a]0.82 + 0.123 a
1 10845 + 0.127 a| 0.843 + 0.127 a} 0.827 + 0.124 a|0.83 + 0.125 a
2 10.834 + 0.125 a] 0.841 + 0.126 a| 0.823 + 0.124 a|0.84 + 0.125 a
3 10.847 + 0.127 a] 0.834 + 0.125 a| 0.828 + 0.124 a|0.83 + 0.125 a
4 10.847 + 0.127 a]| 0.834 + 0.125 a] 0.828 + 0.124 a]0.83 + 0.125 a
5 10.835 + 0.125 a] 0.61 + 0.092 b} 0.821 + 0.123 a|0.83 + 0.124 a
6 |[0.727 + 0.109 b] 0.46 + 0.069 c|0.782 + 0.117 bJ0.65 + 0.097 b
7 10631 + 0.095 c] 0.405 + 0.061 c| 0.76 + 0.114 b]0.53 + 0.080 c
10 | 0.295 + 0.044 d] 0.137 + 0.021 d| 0.361 + 0.054 b]0.21 + 0.032 d
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s

Fuga de electrolitos (%)

0 [11.17 + 1676 a| 14.46 + 2.169 a| 19.09 + 2.864 a|12.3 + 1.845 a
1 |12.94 + 1.941 a|14.68 + 2.202 a| 16.07 + 2.411 a|15.1 + 2.265 a
2 |15.92 + 2388 a|26.43 + 3.965 b|20.13 + 3.02 a|17.3 + 2591 a
3 |16.98 + 2547 a|30.45 + 4568 c|22.68 + 3.402 b|224 + 3.359 b
4 |1864 + 2796 a| 34 + 51 c|27.18 + 4.077 b|26.7 + 4.005 b
5 |16.98 + 2547 a|39.08 + 5.862 c|25.21 + 3.782 b|25.9 + 3.878 b
6 |21.47 + 3221 b|38.04 + 5706 c|28.72 + 4.308 b|25.4 + 3.809 b
7 |3225 + 4.838 c|38.61 + 5792 c|32.11 + 4.817 c|24.4 + 3654 b
10 |38.35 + 5753 c| 512 + 7.68 d|37.56 + 5.634 c|295 + 4.418 b
Respiracion (ml CO.. kg™'.hr™)

© NO OO WN-~>O

9.387 +
11.349 +
13.372 +
11.705 +
16.326 +
30.659 +
29.206 +
36.161 +

1.317
1.270
1.361
1.576
1.834
4.230
4.846

a
a
a
b
b
c

d

94.934 + 14.240 f

1408 a| 9.063 +1.360 a] 8.764 +
1.702 b| 8.538 +1.281 a| 8.463 +
2.006 b| 12.489 +1.873 b| 9.069 +
1.756 b|10.1967 + 1.530 b|10.503 +
2.449 b| 16.667 + 2.500 b}12.227 +
4.599 d| 16.363 + 2.454 b|28.198 +
4.381 c| 20.323 + 3.048 ¢|32.303 +
5424 d| 41.312 +6.197 d
49.298 +7.395 d]20.940 + 3.141 ¢

95.611 + 14.342 f

8.888 + 1.333 a
9.089 + 1.363
14174 + 2126
13.598 + 2.040
13.503 + 2.026
31.984 + 4.798
49.694 + 7.454
58.277 + 8.742
75.614 + 11.342 f

o O O U O O 0
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Produccién de etileno (ul CoHa. kg™.hr™)

o] o + 0 a 0 ++ O a O + 0 a O + 0 a
117 0 + 0 a 0 + 0 a 0 + 0O a 0 + 0 a
21 0 + 0O a 0 ++ O a 0 ++ O a O + 0 a
3 0 + 0 a|3752 + 0563 c|0.946 + 0142 a] 0 + 0 a
4 0 + 0 a]|1.343 + 0.202 b]1.255 + 0.188 b] 1.392 + 0.209 a
5 0 + 0 a|0637 + 0.096 a] 1.932 + 0.290 b} 2.047 + 0.307 b
6 0 + 0 a]0.649 + 0.098 a]2.603 + 0.390 c|2.127 + 0.319 b
7 10.731 + 0.110 b| 0.658 + 0.099 a| 3.982 + 0.597 d|2.216 + 0.332 b
9 |8245 + 1237 ¢| 0 + 0 a|8485 + 1.273 e|2461 + 0.370 b
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REACTIVOS USADOS

v

v
v

NSNS

SN

4-Metil Catecol (95%). Sigma Aldrich. No.Catalogo: M34200. Lote:
EC 207-214-5.

Acetona. Merck. No. Catalogo: Ax0120-9. Lote: 4118428.

Acido Ascoérbico (L-acido ascérbico 99%) ACS Reactivo. Sigma-
Aldrich. No. Catalogo: 255564. Lote: EC 200-06-2.

Acido Caféico (3,4-Dihydroxy cynnamic acid). Sigma. No. Catalogo:
0625. Lote: 66H0405.

Acido Fosférico de Baker. No. Catalogo: 26002.

Agua Destilada de Agua Destilada del Sureste.

Albumina Sérica Bovina (BSA). Sigma. No. de Catalogo A-2153.
Lote: 62H0154.

Aprotinina (Inhibidor de Proteasas). Sigma. No. de Catalogo: A-
3428. Lote 21K7018.

Cloruro de sodio. Merck. No. Catalogo: 3596. Lote: B21578.
Coomassie Brillant Blue G-250 (98%). Sigma. No. Catalogo: B-
0770. Lote: 17H0815.

EGTA (Etilenglicol-bis (B—aminoetil eter) N, N, N’, N'-acido tetra
acético). Sigma. No. De Catélogo: E4378. Lote: 29F-5625.

Etanol (Alcohol Etilico Absoluto). Técnica Quimica. No. Catélogo: A-
1695. Lote: 98308.

Folin Ciocalteu (Folin & Ciocalteu’s phenol reagent 2N) de Sigma.
No. Catalogo:F9252. Lote 013K3692.

Fosfato de Sodio Dibasico Heptahidratado. Fluka Chemika. No.
Catalogo:71647. Lote: 4462881/1 32403106.

Fosfato de Sodio Monobasico Monohidratado (99%). Sigma. No.
Catalogo: S-3522. Lote L-80K1153.

Glicerol. Fermont Productos Quimicos Monterrey. No. Catalogo:
06441. Lote: 123102.

Glicina-betaina (Betaine anhydrous axyneurine) 98%. Fluka
Biochemika. No. Catalogo. 14290. Lote 421684/123203487.
Hexacianoferrato de Potasio Il (99%). Fluka Chemika. No.
Catalogo: 60300. Lote: 450926/1 42603515.

Hidroxido de Sodio. Merck. No. Catalogo: B-966798149. Lote UN
1823.

Leupetina (Acetyl-Leu-Leu-Arg-Al) Hemisulfate Salt. Sigma. No.
Catalogo: L-2884. Lote 012K86123.
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Manitol (D-manitol). Productos Quimicos Monterrey. No. Catalogo:
07202.

Nitrégeno liquido

Papel filtro Watman

p-Cresol. Fluka Chemika. No. Catalogo: 61035. Lote:441488/1
21903047.

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). Rhoche. No. Catalogo:
85849321.

Pirocatecol (98%). Fluka Chemika. No. Catalogo: 15890. Lote:
442472/1 44902248.

Polivinilpolipirrolidina (PVPP). Sigma. No. Catalogo: P-6755. Lote:
17H1435.

Promilo 50 PH (Benomilo). Funguicida Agricola de Agroquimica
Promotora Técnica Industrial S.A de C.V.

Sacarosa. Boxon Becton Dickinson de México S.A de C.V. No.
Catalogo: 21700. Lote 4300170.

Sulfato de Magnesio. Productos Quimicos Monterrey S.A de C.V.
No. Catalogo. 63622 Lote 917110.

Sulfato Férrico de Amonio Dodecahidratado (99%). Fluka Chemika.
No. Catalogo: 09731. Lote: 415691/1 34002098.

Tris  (Electrophoresis  purity reagent tris (hidroxymethyl
aminomethane). Bio-Rad Laboratories. No. Catalogo 61509B. Lote:
161-0716.
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