Revista Fitotecnia Mexicana

ISSN: 0187-7380
revfitotecniamex@gmail.com

Sociedad Mexicana de Fitogenética, A.C.
México

Ortiz-Franco, Loretta Z.; Ramirez-Villa, Anaid Z.; Cervantes-Mojica, Lilian J.; Muy-Rangel,
Ma. Dolores; Gémez-Lim, Miguel A.; Garcia-Galindo, H. Sergio; Sayago-Ayerdi, Sonia G.;
Montalvo-Gonzalez, Efigenia
EFECTO DEL 1-METILCICLOPROPENO EN LA MADURACION DE MANGO ATAULFO
EN CONDICION SIMULADA PARA EXPORTACION A EUROPA
Revista Fitotecnia Mexicana, vol. 39, num. 3, 2016, pp. 305-316
Sociedad Mexicana de Fitogenética, A.C.

Chapingo, México

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=61046936016

Coémo citar el articulo ' &\ ,/.L

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacioén del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=610
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=610
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=61046936016
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=61046936016
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=610&numero=46936
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=61046936016
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=610
http://www.redalyc.org

Articulo Cientifico

~—=a» @ Rev. Fitotec. Mex. Vol. 39 (3): 305 - 316, 2016

EFECTO DEL 1-METILCICLOPROPENO EN LA MADURACION DE MANGO ATAULFO EN
CONDICION SIMULADA PARA EXPORTACION A EUROPA

EFFECT OF 1-METHYLCYCLOPROPENE ON ATAULFO MANGOE MATURATION UNDER
SIMULATED CONDITIONS FOR EXPORT TO EUROPE

Loretta Z. Ortiz-Franco’, Anaid Z. Ramirez-Villa', Lilian J. Cervantes-Mojica’,
Ma. Dolores Muy-Rangel? Miguel A. Gomez-Lim?3, H. Sergio Garcia-Galindo*,
Sonia G. Sayago-Ayerdi' y Efigenia Montalvo-Gonzalez'+

'Laboratorio Integral de Investigacion en Alimentos, Posgrado en Ciencias en Alimentos, Instituto Tecnoldgico de Tepic. Av Tecnoldgico No. 2595.
63175, Fracc. Lagos del Country. Tepic, Nayarit. México. *Centro de investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.Km. 5.5 Carr. A Eldorado. 80110,
Colonia Campo el Diez, Culiacan, Sinaloa. *Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados-Unidad Irapuato. Km. 9.6 Libramiento Norte Carr.
Irapuato-Ledn. 36821, Irapuato Gto. “Unidad de Investigacién y Desarrollo en Alimentos, Instituto Tecnolégico de Veracruz, Calz. Miguel Angel de

Quevedo 2779. 91897, Veracruz, Veracruz.

*Autor de correspondencia (efimontalvo@gmail.com)

RESUMEN

Elobjetivo de estainvestigacion fue evaluar el efecto del 1-metilciclopropeno
(1-MCP) en el proceso de maduracion y calidad de mango (Mangifera indica L.)
var. Ataulfo almacenado 20 d a 13 °C y 5 d a 25 °C, que simulan el transporte
y distribucién en Europa, para generar conocimiento sobre la accion del
1-MCP en el metabolismo del etileno; asi como para encontrar condiciones de
aplicacion de 1-MCP en esta variedad. Los frutos fueron tratados con 1-MCP
(0, 300, 600 y 1000 nL L") con y sin tratamiento hidrotérmico (CH y SH). Se
midid la velocidad de respiracion (VR), produccion de etileno (VPE), contenido
de acido aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), actividad de ACC oxidasa,
transcritos (receptor ETRT de etileno y ACC oxidasa ACO), variables fisicas y
quimicas. En los frutos testigo SH y CH, la maxima VR fue de 129.12y 129.37
mL CO, kg™ h (dias 1y 4 a 25 °C), respectivamente; la VPE fue de 0.15 y
0.23 yL kg™ h'. La VR se redujo en los frutos SH con 1-MCP (86.17 mL CO,
kg h"), asi como se redujeron laVPE (0.13 pL kg h*"), la actividad de la ACC
oxidasa y la expresion de los genes ETR1 y ACO después de su traslado a 25

°C (4 a5d).Enlos frutos CHy con 1-MCP no se observaron estos cambios. Los

mangos SH con 1000 nL L™ fueron los que mantuvieron sus caracteristicas
fisicas y quimicas normales de maduracion, por 5 d a 25 °C, previo a 20 d
a 13 °C. Se concluy6 que la aplicacion de 1-MCP a 1000 nL L por 24 h a
20 °C y posterior almacenamiento de 20 d a 13 °C puede ser una ayuda para
transportar el mango Ataulfo a mercados lejanos donde no demandan el
tratamiento hidrotémico.

Palabras clave: Mango Ataulfo, T-metilciclopropeno (1-MCP), etileno,
maduracion.

SUMMARY

This work evalated the effect of 1-methylcyclopropene (1-MCP) on the rip-
ening process and quality of mangoes (Mangifera indica L.) var. Ataulfo stored
for 20 d at 13 °C and 5 d at 25 °C to simulate shipping and distribution condi-
tions in Europe. This research generated knowledge about the effect of 1-MCP
on ethylene metabolism, and provided information on the conditions of appli-
cation of 1-MCP on this mango variety. Fruits with and without hydrothermal
treatment (CH and SH, respectively) were treated with 1-MCP (300, 600, and
1000 nL L™). Respiration rate (RR), ethylene production rate (EPR), content of
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), ACC oxidase activity, transcript
levels (ETRT and ACO), as well as physical and chemical variables were moni-
tored. The highest RR was 129.12 and 129.37 mL CO, kg™ h™" at days 1 and 4
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at 25 °C, respectively for SH and CH control fruits; while EPR was 0.15 and 0.23
L kg h'1. RR decreased in fruits treated with 1-MCP (86.17 mL CO, kg h”"),
as well as EPR (0.13 pL kg™ h™"), ACC oxidase activity and the expression of
ETR1 and ACO genes, after transfer to 25 °C (4 to 5 d). In CH fruits treated with
1-MCP these changes were not observed. SH mangoes treated with 1000 nL L7,
maintained physical and chemical characteristics of normal ripening for 5 d at
25 °C, and after 20 d at 13 °C. It was concluded that 1-MCP application at 1000
nL L for 24 h at 20 °C and posterior storage during 20 d at 13 °C could aid in
transportation of Ataulfo mangoes to distant markets where the hydrothermal
treatment is not required.

Index words: Mango Ataulfo, 1-methylcyclopropene (1-MCP),
ethylene, ripening.

INTRODUCCION

México es uno de los principales exportadores de mango
(Mangifera indica L) ya que la calidad de los frutos es de
excelente aceptabilidad en los mercados de Estados Uni-
dos, Canadd, Japdn, Reino Unido y los Paises Bajos (SA-
GARPA, 20174). Sin embargo, la necesidad de explorar nue-
vos mercados continda y otros paises de Europa tienen un
importante potencial como consumidores. Actualmente, el
transporte de mango a Europa es por via maritima con una
duracién de 18 a 20 d a 13 °C, condiciones en las que el
fruto llega en estado avanzado de madurez y solo deja de
2 a 3 d para comercializarlo en su mayoria en mercados
cercanos al desembarque (Osuna et al., 2007). Por ello se
requiere combinar tecnologias que permitan reducir la ve-
locidad de maduracion de los frutos y prolongar su vida
post-cosecha, para permitir distribuir el mango mexicano
al resto de paises de Europa.

El 1-metilciclopropeno (1-MCP) es un compuesto qui-
mico que actua como antagonista del etileno y retrasa la
maduracion de frutas y hortalizas; su efectividad es de-
pendiente del cultivar, temperatura de aplicacion, dosis,
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duracion del tratamiento y grado de madurez, principal-
mente. Ademas, si los frutos son expuestos a tratamien-
tos post-cosecha previos a la aplicacion del antagonista,
su respuesta puede variar (Blankenship y Dole, 2003). La
aplicacion de 1-MCP en mangos de las variedades Kent
(Osuna-Garcia et al, 2005), Keitt (Osuna-Garcia et al.,
2007; Osuna-Garcia et al., 2009) y Tommy Atkins (Pereira-
Bomfim et al., 2011) ha retrasado el proceso de madura-
cion al disminuir la pérdida de firmeza y peso, al retrasar
el aumento de solidos solubles totales y el desarrollo de
color en la pulpa de los frutos. Para mango Ataulfo solo
existe un reporte donde la aplicacion de 1-MCP a 400 y
800 nL L' combinado con una pelicula comestible (PC) re-
traso la velocidad de respiracion y la actividad de las enzi-
mas poligalacturonasa y carboximetilcelulasa, pero no de
la a-galactosidasa, B-galactosidasa y B-glucosidasa, y sin
haber encontrado diferencias en el tiempo de maduracién
entre los frutos tratados con 1-MCP vy los testigos no tra-
tados (Muy et al., 2009).

Para entender el efecto del 1-MCP en la conservacion de
frutas, actualmente se realizan investigaciones sobre su
relacion con la expresion de genes que codifican para las
enzimas ACC sintasa, ACC oxidasa y receptores del etileno
durante la maduracién post-cosecha. El tomate (Solanum
lycopersicum L.) var. Micro Tom (Severo et al., 2015), las
manzanas (Malus domestica L.) de las vars. Empire, MclIn-
tosh y Cortland (Jung y Watkins, 2014) y el platano (Musa
x paradisiaca L.) cv. Brazil (Zhu et al., 2015) tratados con
1-MCP, exhibieron un retraso en la expresion de genes que
intervienen en la biosintesis de etileno lo que favorecio la
vida de anaquel de estos frutos. Sin embargo, se ha re-
portado una accién menos efectiva de este gas en otros
cultivares como el brocoli (Brassica oleracea L) var. Italica
(Ma et al.,, 2009), la 2 (Prunus salicina Lindl.) cv. Tengan
Blue (Khan y Singh, 2009), la manzana Granny Smith (Asif
et al.,, 2009) y el mango Ataulfo (Muy et al., 2009).

Existen reportes escasos sobre el efecto del T-MCP en
la biosintesis de etileno en frutos de mango, los cuales se
enfocan principalmente en el efecto favorable para retra-
sar la velocidad de respiracion, el desarrollo de color y la
pérdida de firmeza; tampoco existen publicaciones que re-
porten efectos negativos ni de su efecto en la biosintesis
del etileno para entender su accion. En relacion con lo an-
terior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de dosis de T-MCP en mango Ataulfo aplicado a diferentes
temperaturas, en diferentes estados de madurez, cony sin
tratamiento hidrotérmico, sobre parametros fisioldgicos,
fisicoguimicos y transcritos que intervienen en la sinte-
sis de etileno durante su almacenamiento para simular el
traslado a Europa.
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MATERIALES Y METODOS
Experimento 1

Se cosecharon frutos de mango Ataulfo en las huertas
del poblado Cinco de Mayo, Municipio de Tepic, Nayarit
(Latitud 21° 03' 33" N, Longitud: 105° 18' 33" O), en las
temporadas 2013 y 2014. Los frutos cosechados eran de
color verde claro con % de color amarillo, acidez titulable
de 4.9 % como acido citrico y un contenido de sdlidos so-
lubles totales de 5.3 °Brix. Las frutas con tratamiento hi-
drotérmico se introdujeron en agua a 46.1 °C por 75 min
y posteriormente en tratamiento de hidroenfriado a 21 °C
por 30 min el mismo dia de la cosecha.

Los frutos se dividieron en seis lotes de 50 frutos cada
uno, correspondientes a seis tratamientos. Se emplearon
dos lotes como testigo: el primero fue mango sin trata-
miento hidrotérmico (SHO), y el segundo fue de mango
con tratamiento hidrotérmico (CHO), ambos sin 1-MCP. El
tercer y cuarto lotes de frutos fueron tratados con 1-MCP
a 300 nL L7, sin (SH300) y con tratamiento hidrotérmico
(CH300). A los dos lotes restantes se les aplicd 600 nL L™
de 1-MCP sin (SH600) y con tratamiento hidrotérmico
(CH600). La aplicacion de 1-MCP (SmartFresh™ Techno-
logy, AgroFresh Inc. PA, USA), fue al momento del dia de
cosecha y se realizé en un cuarto de refrigeracion a 13 +
1°C.

La exposicion al 1-MCP se realizé en camaras de 225 L
herméticamente selladas, con un ventilador en su interior
para homogenizar el tratamiento con 1-MCP por 24 h; des-
pués de ese tiempo todos los frutos fueron almacenados
en una camara de refrigeracién con recirculacion de aire,
por20da 13+ 1 °Cyde85a90 % de humedad relativa
(HR) para simular el traslado a Europa y luego transferidos
a 25+ 2°C (de 85 a 90 % HR) hasta su maduracién para
simular las condiciones de mercadeo. Se midio cada 2 d la
velocidad de respiracion (VR) y velocidad de produccion de
etileno (VPE) durante la simulacion de transporte a Europa
y diariamente durante la simulacion de mercadeo; las va-
riables firmeza, pH, acidez titulable (AT), solidos solubles
totales (SST) y porcentaje de madurez, se midieron los
dias 1y 20 en refrigeracion, y 3 d después de su traslado
a25+2°C.

Experimento 2

Con el mejor tratamiento del experimento 1y sin aplica-
cién del tratamiento hidrotérmico, se muestrearon frutos
en una madurez de cosecha determinada que fue: color
verde claro (sin presencia de pigmentos amarillos), acidez
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titulable de 5.3 % de acido citrico y sélidos solubles totales
de 3.9 °Brix. Se analizaron tres lotes de 50 frutos cada uno:
a) Frutos tratados con 1-MCP a 600 (SH600); b) Frutos tra-
tados con 1000 nL L' (SH1000) a 20 £+ 1 °C por 24 hy c)
Frutos testigo sin 1-MCP (SHO). Los mangos se almace-
naron como en el primer experimento.

Para evaluar el efecto del 1-MCP en la biosintesis de
etileno durante el almacenamiento, cada 3 d se midi¢ el
contenido del acido 1-aminociclopropano-T1-carboxilico
(ACC) y la actividad de la enzima acido 1-aminociclopropa-
no-1-carboxilico oxidasa (ACC oxidasa, EC 1.14.17.4). Las
variables firmeza, pH, AT, SST y porcentaje de madurez se
midieron como se menciond anteriormente. Asi mismo se
evaluo la expresion del transcrito de la enzima ACC oxida-
sa (ACO-T)y un receptor de etileno (Mi-ETRT), de frutos sin
(SHO) y con 1-MCP (SH600, SH100), solo cuando los frutos
se almacenarona25+2°por1,3,4y5d.

Métodos de analisis

Las variables velocidad de respiracién (VR) y velocidad
de produccion de etileno (VPE) se midieron por el método
de Tovar et al. (2001), en frutos individuales que se colo-
caron en recipientes herméticos por 1 h para VR y 12 h
para VPE, a estos ultimos se les colocd una sustancia
absorbente de CO, (solucion saturada con NaOH marca
Analytika), con el objeto de disminuir la concentracion de
CO, en el interior del recipiente y no afectar la maduracion
de los frutos.

Setomd 1 mL de gas del espacio de cabezay se analizd
en un cromatégrafo de gases (HP® modelo 6890, USA)
con una columna HP-plot (15 m x 0.53 mm y 40 um de
espesor de pelicula), un detector de ionizacion de flama
(FID) y un detector de conductividad térmica (TCD). La
temperatura del puerto de inyeccion y de los detectores
fue de 250 °C. Dentro de este mismo sistema se utilizd
H, (80 mL min™") y aire (400 mL min™). La temperatura del
horno fue una rampa de 60 a 80 °C, la cual cambio a una
velocidad de 30 °C min™'. El gas acarreador fue N, con un
flujo de 7 mL min™'. Se usé un patrén de calibracion de ultra
alta pureza (5.0) certificado Praxair® con 11.3 ymol mol™!
de etileno, 2.01 cmol mol” de CO,, 10.10 cmol mol™ de O,
y N, para balancear la mezcla. La concentracion de CO, y
etileno se calculd usando una relacion directamente pro-
porcional al drea obtenida de los estandares (areas de un
promedio de 10 inyecciones) a la concentracion respectiva,
con el area de la muestra problema. La VR se expreso en
mL CO, kg h'ylaVPEenpuL kg™ h™.

La actividad de la ACC oxidasa se determind in vivo, en
0.5 g de tejido de mango en forma de discos de T mm de
espesor y 8 mm de diametro, los cuales se incubaron con
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0.7 mL de ACC 0.1 mM (Sigma) por 4 h a 25 °C, en un vial
con septa y con agitacion constante. Después de las 4 h
de incubacion, T mL del gas del espacio libre de cabeza
del vial se inyectd al cromatografo de gases (Cua y Lizada,
1990). Se determind la cantidad de etileno producida, y se
expres6 en nmol etileno h™.

El ACC se extrajo de 2 g de pulpa de mango con etanol
(80 % v/v), se centrifugd a 12,325 Xg por 30 min en una cen-
trifuga ALC® modelo PM180R (Italia) y el sobrenadante se
evaporo para eliminar el etanol. EI ACC extraido se recuperd
con 2 mL de agua desionizada y se hizo una purificacion
previa del extracto haciéndolo pasar a través de 2 g de resi-
na Dowex 50W-X8, 50-100 mesh, H+ form (Sigma) en agi-
tacion por 20 min y se agregaron 5 mL de NH,OH 0. TN. Se
tomd 1 mL de la solucion y se coloco en un vial de 20 mL
que contenia o no 2.5 nmol de ACC y T mL de HgCl, 5 mM;
después se sellaron los viales y se colocaron en hielo.

Para la conversion de ACC a etileno se agregaron cinco
gotas de hipoclorito alcalino (NaOCl al 5 %). La eficiencia
de conversion de ACC a etileno en cada muestra fue de-
terminada con la réplica, la cual contenia 2.5 nmol de ACC
como estandar interno. La cantidad de ACC en la muestra
se calculd como la cantidad de etileno liberada en la mues-
tra dividida por la eficiencia de conversion (Lizada y Yang,
1979) y se reporta en nmolL g' de muestra fresca.

La firmeza de los mangos se determind con un pene-
trometro Shimpo® modelo FGV-50 (Japén) con un puntal
cilindrico de 10 mm de didmetro. A cada fruto se le hicieron
cortes de 1 cm de grosor a cada lado del mismo, y ahi se
efectuaron tres mediciones en las partes apical, central y
pedunculo y los datos se expresaron en newtons (N). Los
sélidos solubles totales (SST) se determinaron en pulpa
fresca homogeneizada, una porcion de la cual se colocé
en tela y se exprimio para obtener el jugo y medir los SST
en un refractometro (Atago®, Modelo AD-13, Japdn).

La acidez titulable (AT) se determiné por el método volu-
métrico 942.15 AOAC (2005). Los resultados se expresaron
en porcentaje de acido citrico. El pH se midio directamente
en la pulpa homogeneizada con un potenciémetro (Jen-
co®, Modelo 1671, Rumania). El color externo se midio con
la escala siguiente: 1 = verde, 2 = verde con tonos amarillos,
3 = igual cantidad de verde y amarillo, 4 = amarillo con to-
nos verdes, 5 = amarillo, 6 = amarillo con tonos naranjas.
Se utilizaron 20 frutos por tratamiento y los resultados se
reportan en por ciento de frutos situados en cada uno de
los estados de madurez (Montalvo et al., 2007).

La técnica de Northern Blotting se uso para el analisis de
transcritos de ACC oxidasa (ACO-T) en frutos de los tra-
tamientos SHO y SH600 en los dias 1, 3, 4 y 5 después de
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estar almacenados a 25 + 2 °C y para los frutos SH1000
séloalos5da25+2°C. Elandlisis del receptor de etileno
(Mi-ETRT) se hizo en los dias 4y 5 a 25 + 2 °C. La extrac-
cion y separacion por electroforesis del ARNm fue realiza-
da de acuerdo con la técnica propuesta por Lopez-Gémez
y Gomez-Lim (1992). La transferencia de los transcritos
del gel de electroforesis a la membrana de nailon se llevo a
cabo seguin Sambrook y Russell (2001).

La sonda de transcritos de la ACC oxidasa se obtuvo
del plasmido pKYCPACO-1 en E. coli (Lépez-Gémez et
al., 2009). La sonda del transcrito del receptor de etileno
de mango (Mi-ETRT) se realizd con el DNA plasmidico de
E. coli, la cual contenia el vector pBLUESCRIPT (M13+/
M3-) con resistencia a kanamicina y el fragmento de inte-
rés (Gutiérrez et al,, 2001). Las sondas purificadas fueron
marcadas radioactivamente con el isétopo [a 32 P] dCTP
3000 Ci/mmol. Una vez marcadas las sondas, se procedio
a la hibridacion de éstas con el ARNm previamente obte-
nido del mango Ataulfo durante toda la noche a 65 °C con
agitacion constante. Las membranas fueron colocadas
sobre peliculas de autorradiografia (Amersham Hyperfilm
MP) en oscuridad a -80 °C por 24 h. Las peliculas fueron
reveladas en un equipo Kodak® modelo X-OMAT 1000A
(Rochester, NY, USA).

Para el primer experimento se utilizd un disefio de blo-
qgues completos al azar, con arreglo factorial (2 x 3) para
evaluar el tratamiento hidrotérmico (con y sin) y tres con-
centraciones de 1-MCP (0, 300 y 600 nL L"); los bloques
fueron los dias de almacenamiento. Para el segundo expe-
rimento el disefio también fue en bloques al azar para eva-
luar tres concentraciones de 1-MCP vy el bloqueo también
se hizo en funcion de los dias de almacenamiento. Los
datos se analizaron estadisticamente mediante un analisis
de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés), con compa-
raciones de medias por la prueba de LSD (P < 0.05), con
empleo del paquete estadistico SAS (The SAS System for
Windows®, Version 9.0 Institute, Inc. Cary, NC. 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1
Velocidad de respiracion y produccion de etileno

Durante los 20 d de almacenamiento a 13+ 1 °C no se
detecté etileno en los frutos SH y CH (Figuras 1Ay B), lo
que se puede atribuir a la baja actividad metabdlica de los
mangos por efecto de la temperatura de refrigeracion, lo
cual coincide con lo reportado por Montalvo et al. (2007)
quienes no detectaron etileno en frutos de mango Ataulfo
almacenados por 4 d a 13 + 1 °C. Hubo efecto significati-
vo (P < 0.05) en la VPE por las concentraciones de 1-MCP
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aplicadas en los frutos SH. Al dia siguiente de transferir los
frutosa25+2°C(20dal13+1°C+1da25+2°C),sede-
tecto etileno en los frutos SHO (0.038 pL kg™ h'') y SH300
(0.036 pL kg h7) sin diferencias significativas (P > 0.05)
entre estos dos tratamientos (Figura 1A). En los frutos de
SH600 la deteccidon de VPE fue 1 d después, siendo esta-
disticamente diferente (P < 0.05) y con menor produccion
de esta fitohormona (0.022 pL kg h™') que los frutos de
SHO y SH300. Esto significa que el 1-MCP a 600 nL L re-
dujo la VPE en estos frutos debido a la disminucion en la
actividad de las enzimas reguladoras de la biosintesis del
etileno o de la expresion genética de las mismas (Villalo-
bos-Acuna et al., 2011; Yang et al., 2013).

Respecto a los frutos CH, una vez que los frutos fueron
trasladados a 25 + 2 °C (Figura 1B), la produccién de etile-
no aumento significativamente durante su maduracion, y
al final del almacenamiento (dia 5 a 25 + 2 °C) la VPE fue
de 0.54 a 0.59 pL kg™ h7, sin diferencias significativas (P >
0.05) entre tratamientos. Datos parecidos report6é Zoffo-
li (2000) para duraznos (Prunus persica L.) y nectarinas
(Prunus persica var. Nucipersica), quien no encontré efecto
del 1-MCP sobre la produccion de etileno en los frutos con
tratamiento hidrotérmico y discute que el uso de agua ca-
liente previo a la aplicacion de 1-MCP acelera el metabo-
lismo de los frutos; este mismo comportamiento se obser-
va aqui en los mangos CH (Figura 1B). Recientemente se
encontré que el tratamiento hidrotérmico (48 °C, 10 min)
y la aplicacion de 1-MCP en durazno, por un lado inducen
la expresion de algunos genes de la maduracion, pero se
inhiben otros, lo que indica la complejidad intrinseca en el
control de la maduracién (Jiang et al., 2014).

La velocidad de respiracion (VR) se mantuvo baja duran-
te el almacenamiento a 13 + 1 °C independientemente de
que los frutos fueran CH y SH, tratados o no con 1-MCP
(Figuras 1C y D). Aunque, se observa que durante el alma-
cenamientopor3,6y9dal3+1°C,laVR(de7.75a10.58
mL CO, kg h™") enlos frutos SHE00 fue significativamente
menor (P < 0.05) que en los frutos SHO y SH300 (de 18.64 a
26.88y de 14.90 a 27.06 mL CO, kg™ h™", respectivamente).

Los frutos CHO presentaron una VR mas alta (67.92
mL CO, kg h™") alos 18 d en comparacion con los otros
tratamientos, es posible que en este periodo de almace-
namiento el 1-MCP y la temperatura estuvieran ejercien-
do una disminucion en la VR. Una vez transferidos a 25
+ 2 °C, la VR aumento en todos los frutos hasta llegar a
129.12 mL CO, kg™ h™' para frutos SHO, a 87.83 mL CO,
kg h' para frutos SH300y a 86.71 mL CO, kg ' h' para
frutos SH600 a los 4 d a 25 + 2 °C (maximo climaterio),
con diferencias significativas (P < 0.05). En cambio, para
los frutos CHO, CH300 y CH600 la maxima VR fue de
129.37,129.56y 119.86 mL CO, kg™ h™' respectivamente,
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1 d después del traslado a 25 + 2 °C y sin diferencias
significativas entre tratamientos (P > 0.05).

El rapido aumento de la VR al cambiar de temperatura
de almacenamiento evidencia el efecto de temperatura en
la VR debido al aumento en la actividad metabdlica, efecto
que ya se ha reportado en mango Keitt (Osuna et al., 2007).
El efecto del T-MCP en la VR sdlo se observo en los frutos
SH. Estos resultados coinciden con el efecto del 1-MCP
observado en la VPE; asi como en lo reportado por Li et al.
(2013), quienes observaron que el tratamiento de 500 nL
L de 1-MCP por 18 h a 20 °C en pera (Pyrus bretschnei-
deri Reld cv. Laiyang), disminuyd la VR durante los prime-
ros dias de almacenamiento y retraso la aparicion del pico
climatérico, debido a la disminucion en la actividad de las
enzimas que intervienen en la respiracion.
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El efecto significativo (P < 0.05) del tratamiento hidrotér-
mico en la VR también fue evidente, ya que hubo una mayor
velocidad de produccion de CO, independientemente del
tratamiento con 1-MCP, en comparacion con los frutos SH.
Los resultados son similares a los que reporta Osuna et al.
(2007), estos autores no encontraron diferencias en la VR
del mango Keitt CH, tratado con 1-MCP, y explicaron que
el tratamiento hidrotérmico acelera la actividad enzimatica
del metabolismo respiratorio y la produccion de etileno; por
ende, al aplicar el T-MCP su efectividad se ve disminuida y
ello repercute en un aumento en la VR.

El efecto estadistico principal (P < 0.05) del 1-MCP
en la VPE y VR, estuvo en funcién de la concentracién y
del tratamiento hidrotérmico. A mayor concentracion de
1-MCP usada y sin tratamiento hidrotérmico, se retraso la

0.8 -
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Figura 1. Velocidad de respiracion y velocidad de produccion de etileno en mango de la var. Ataulfo sin (SH) y con (CH)
tratamiento hidrotérmico, tratado con 0 (SHO, CHO), 300 (SH300, CH300) y 600 (SH600, CH600) nL L' de 1-MCP por 24 h
a13+1°C,almacenado por20da 13 +1°Cy después a 25+ 2 °C (%).
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respiracion y produccion de etileno; pero no tiene efecto
este antagonista si los frutos son tratados con hidrotérmi-
co indicando que la tecnologia es viable solo para frutos
SH. Respecto al factor tratamiento hidrotérmico, este fue
significativo (P < 0.05) por si mismo, ya que la VPE y VR
fueron mas altas en los frutos CH, independientemente de
la concentracion de 1-MCP aplicada, lo que indica que este
tratamiento afecta la eficiencia del 1-MCP y no es reco-
mendable aplicarse en esta variedad si se desea trasladar
a Europa. La interaccion entre factores no fue significativa
(P>0.05).

Caracteristicas fisicoquimicas

El tratamiento hidrotérmico y el 1-MCP influyeron esta-
disticamente (P < 0.05) en la firmeza del mango Ataulfo
(Cuadro 1). Cuando la firmeza fue medida alos 20d a 13
+ 1 °C, se pudo constatar que la firmeza habia disminuido
de 125.2 0 130.4 N hasta 41 N para los frutos SHO, a 45.9
N para los frutos de SH300 y a 47.7 N para los frutos de
SH600; por tanto, el T-MCP a la dosis de 600 nL L tuvo

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 39 (3) 2016

efecto significativo (P < 0.05) en la firmeza de estos fru-
tos. Se ha reportado que la retencion de firmeza en mango
Ataulfo tratado con 1-MCP, se debe a que este gas dismi-
nuye la actividad de las enzimas poligalacturonasa y car-
boximetilcelulasa (Muy et al., 2009).

Posteriormente cuando los frutos se trasladaron a 25 +
2 °C y pasaron 3 d de su almacenamiento, la firmeza fue
estadisticamente igual (P > 0.05) en los frutos SHO y SH300,
aunque los frutos SH600 tuvieron una firmeza ligeramente
mayor. Es probable que a 25 + 2 °C con el aumento de la
actividad metabdlica por efecto de la temperatura y ma-
yor velocidad de produccion de etileno (VPE) (Figura 1A), la
pérdida de firmeza se haya acelerado en frutos de SHO y
SH300, ya que se ha demostrado que el etileno regula la ac-
tividad de las enzimas que degradan la pared celular (Ketsa
etal, 1998).

En los frutos CH la firmeza disminuyd de 127 0 130.4 N
a40.0040.2 N alos 20 d de almacenamiento a 13 + 1 °C.
Hubo una pérdida de firmeza estadisticamente (P < 0.05)

Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas en mango var. Ataulfo sin (SH) y con (CH) tratamiento hidrotérmico, tratado sin
0 (SHO, CHO) y con 300 (SH300, CH300) o 600 (SH600, CH600 ) nL L' de 1-MCP por 24 h a 13 £ 1 °C, luego almacenado

por20da13+1°C,ydespuésa25+2°C.

Dias de Experimento 1
almacenamiento SHO SH300 SH600 CHO CH300 CH600
Firmeza (N)

1" 126.2+1.3a 1304+12a 1285+12a 1300+18a 1273+18a 1304%1.2a

20" 41.0+39b 459+1.1b 47 7+t46a 400t6.7c¢C 402+ 14c 404+76¢

3 134+1.3b 142+1.4ab 151+1.2a 126+16b 134+1.2b 142+1.7ab

pH

1* 29+01a 28+01a 29+01a 29+01a 27+01a 29+01a

207 38+01a 37+01a 3.0+04ab 38+01a 37+02a 35+02ab

3 44+0.1a 44+£0.1a 43+02a 43+02a 44+£0.1a 44+01a
Acidez titulable (% acido citrico)

1" 49+0.7a 48+00a 49+00a 49+0.7a 46+07a 49+071a

207 27+01¢c 28+0.1b 34+03a 26+04c 25+08¢ 2.7+04bc

3t 0.3+0.2ab 04+02b 05+0.7ab 03+0.1b 03+0.1b 03+02b
Sélidos solubles totales (°Brix)

1" 51+03a 50%+02a 56+05a 53%+0.10a 51+0.10a 49+0.12a

20" 158+0.1a 151+04a 143+04b 13.3+21¢ 13.0+3.2¢ 136+1.6¢C

3 171+0.7a 16.0£0.2a 156.2+05ab 15.0£0.3b 155+02ab 158+0.2a

Medias con diferente letra (a, b, c) por fila son estadisticamente diferentes (P < 0.05). "Mango almacenado a 13 + 1 °C por 20 d. **Mango almacenado

a25+2°C, previoa20da13+2°C.
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mayor que en los frutos SH, alcanzando valores de 12.6
0 14.2 N cuando se almacenaron a 25 + 2 °C (3 d), sin di-
ferencia significativa (P = 0.05) entre todos tratamientos
CH. Esto se atribuye a que en estos frutos la VPE fue ma-
yor (Figura 1B) y, como se ha indicado en otros trabajos,
la actividad de las enzimas que degradan la pared celu-
lar son dependientes de la produccién de etileno (Ketsa et
al., 1998). Los resultados coinciden con lo reportado por
Osuna et al. (2007) donde en mango Keitt tratado con CH
(46 °C por 110 min) y 1-MCP (300 nL L") no se observo
efecto del 1-MCP en la retencion de firmeza.

El efecto principal (P < 0.05) encontrado en la firmeza de
los factores evaluados fue muy importante, ya que se pudo
comprobar que el 1-MCP a 600 nL L' mantiene los frutos
ligeramente mas firmes, pero solo si los frutos no son tra-
tados hidrotérmicamente. Si el mango Ataulfo se trata con
hidrotérmico, la pérdida de firmeza se acelera aun cuando
los frutos tengan 1-MCP; por tanto el hidrotérmico afecta
de manera importante la efectividad del 1-MCP en la fir-
meza de los frutos.

La acidez titulable (AT) disminuyd y el pH aumenté du-
rante el almacenamiento en refrigeracion de los frutos
(Cuadro 1). Este cambio en la AT y pH se debe a que en los
frutos en estado verde, el contenido de acidos organicos
es mayor; sin embargo, a medida que maduran, los acidos
organicos disminuyen ya que son sustratos importantes
en el metabolismo respiratorio (Tsouvaltziz et al., 2007). En
consecuencia, la AT disminuye y el pH aumenta. Al inicio
del almacenamiento (dia 1) los valores de la AT fueron de
4.6 a4.9 % (dia 1) con un pH de 2.7 a 2.9 en todos los fru-
tos; este valor disminuyé alos 20da 13+ 1 °Chasta2.5a
2.8 %, con pH de 3.5 a 3.7 para los frutos SHO, SH300, CHO,
CH300 y CH6Q0, sin diferencias significativas (P > 0.05) en-
tre tratamientos. Para los frutos SH600 la disminucion de
la AT fue 3.4 % con un pH de 3.0, lo cual se atribuye a que
el T-MCP logré reducir la VR de estos frutos (Figura 1C),
proceso fisioldgico inversamente relacionado con el con-
tenido de &cidos organicos (Tsouvaltziz et al., 2007).

Después del traslado a 25+ 2°C, la AT fuede 0.3a0.5%
y los valores de pH fueron de 4.3 a 4.4 sin diferencias signi-
ficativas (P > 0.05) entre tratamientos. Segun lo reportado
por Amornputti et al. (2014), el T-MCP no muestra un efec-
to importante en variables tales como la AT, pH y sdlidos
solubles totales (SST); estos autores encontraron en frutas
durian (Durio zibethinus) cv. Monthong un efecto ligero del
1-MCP sobre los SST, AT y firmeza, y los relacionaron con
una disminucién de la respiracion. Por su parte Osuna et
al. (2007) mencionan que el tratamiento hidrotérmico dis-
minuye en mayor proporcion la AT, lo que coincide con lo
encontrado en este trabajo.
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Los SST aumentaron en los todos frutos evaluados
(Cuadrol). Los valores iniciales (dia 1) de SST fueron de
4.9 a 5.6 °Brix y al término de este almacenamiento (20 d
a13+1°C),los SST fueron de 15.1,15.8 y 14.3 °Brix para
frutos de SHO, SH300 y SH600, respectivamente. Para los
frutos CH en el mismo periodo a 13 £ 1 °C, los SST fueron
de 13.0 a 13.6 °Brix, sin diferencias significativas (P > 0.05)
entre todos los tratamientos.

Cuando los frutos se trasladaron a 25 + 2 °C y alcanza-
ron la madurez de consumo, los SST para los frutos SHO
fueron de 17.1 °Brix, de 16.0 °Brix para los frutos de SH300
y de 15.0 a 15.8 °Brix en los frutos de SH600, CHO, CH300
y CH600. Se observo un retraso en el aumento de los SST
en los frutos SH600. Segun Blankenship y Dole (2003), el
1-MCP puede retrasar los cambios en los SST al disminuir
el metabolismo respiratorio y ablandamiento de los frutos.

El analisis factorial arrojé que en la acidez titulable, solo
el tratamiento hidrotérmico presentd efecto significativo
(P < 0.05), siendo menos &cidos los frutos cuando se tra-
tan hidrotérmicamente; esto es congruente con la mayor
produccion de CO, en los frutos CH. En el pH y SST no se
encontro efecto (P > 0.05) de ninguno de los factores prin-
cipales evaluados. En general, las caracteristicas fisicoqui-
micas se mantienen con valores aceptables cuando los
frutos son sometidos a hidrotérmico y 1-MCP, condiciones
benéficas que aseguran que los frutos mantienen su cali-
dad cuando maduran.

El desarrollo del color caracteristico de la madurez de los
frutos SHO y SH300 fue 100 % con tonalidades amarillo
intenso después de 20da 13+ 1°C+3da25+2°Cde
almacenamiento, con signos de senescencia (pérdida de
agua, marchitamiento); los frutos de SH600 mostraron 75
% de frutos amarillos y 25 % de frutos amarillos con tona-
lidades verdes en el mismo muestreo, lo que destaca la
efectividad significativa (P < 0.05) de la dosis del 1-MCP
para retrasar la madurez del fruto expresado en el color
(degradacion de la clorofila y el desarrollo de carotenoides
en la cascara), pero solo si los frutos son SH. Similares re-
sultados obtuvieron Amornputti et al. (2014) en fruta du-
rian cv. Monthong.

En los frutos CH también se observé que 1-MCP retraso
el desarrollo de tonalidades amarillas durante el almace-
namiento a 13 + 2 °C, pero después de 2 d de haber sido
transferidos a 25 + 2 °C todos los frutos desarrollaron 100
% de color amarillo sin diferencias estadisticas significativas
(P > 0.05). Los resultados coinciden con lo encontrado por
Osuna et al. (2007) en mango Keitt con y sin tratamiento
hidrétermico y tratados con 1-MCP, en los que reportaron
frutos SH que mostraron un efecto antagonista del etileno
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en el color de la pulpa, pero no asi para los frutos CH. Esto
debido a una acelerada sintesis de carotenoides inducida
por el tratamiento hidrotérmico, antes de la aplicacion de
1-MCP en los frutos. Sdlo los frutos de mango Ataulfo SH
pueden tener 1 0 2 d mas en mercadeo después de su al-
macenamiento de traslado a Europa.

Experimento 2
Contenido de ACC y actividad de la ACC oxidasa

Hasta el dia 8 de almacenamiento en refrigeracion (Fi-
gura 2), el contenido de ACC se mantuvo por debajo de los
20 nmoL g en todos los tratamientos, lo que se atribuye
a la baja actividad de la enzima ACC sintasa por efecto de
la baja temperatura (Montalvo et al., 2007), acompafiado
de una reducida biosintesis de etileno y un lento proceso
de maduracion. Hubo efecto significativo (P < 0.05) de la
concentracion de 1-MCP. Los frutos SHO (Figura 2A) tu-
vieron el menor contenido de ACC con un valor maximo de
19.67 nmol ACC g'; sin embargo, a mayor dosis de 1-MCP
se observd mayor sintesis de ACC con valores maximos
de 35.85y 49.04 nmoL ACC g alos 18 d para los frutos
SH600 y SH1000, respectivamente, y después un descen-
so (Figura 2By C).

El mayor aumento del ACC en los frutos tratados con
1-MCP se atribuye a que el antagonista no disminuyo la
actividad de la enzima ACC sintasa, pero si redujo la acti-
vidad de la ACC oxidasa, lo que causé una mayor acumu-
lacién de ACC en estos frutos. Este resultado coincide con
lo reportado por otros autores en manzana y pera respec-
tivamente, qgue mencionaron que el 1-MCP no disminuye
la expresién de algunos genes que codifican para la ACC
sintasa (ACS3), al provocar una actividad normal de la en-
zima (Xie et al., 2014, Yang et al., 2013).

La disminucion rapida del ACC en los frutos tratados
con 1-MCP no coincidié con el aumento de la VPE para los
mismos dias. Ello se atribuye a que existen rutas alternas
de degradacién de ACC (ruta de la malonizacion) para pro-
ducir acido 1-(malonilamino) ciclopropano-1-carboxilico
(MACC) en la biosintesis de etileno, el cual se lleva acabo
cuando el fruto se encuentra en estrés (cambio de tem-
peratura de almacenamiento) y esta asociado con el au-
mento de los niveles de ACC (Abeles et al., 1992). La dismi-
nucion en el contenido de ACC en todos los tratamientos
coincidio con el inicio de la actividad de la ACC oxidasa, y
se observo que en los frutos en los que se aplicd la mayor
concentracion de 1-MCP se retras¢ la actividad de la enzi-
ma; un comportamiento similar se reporto en brécoli (Ma
etal,, 2009) y ciruela (Khany Singh, 2009).
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El efecto estadistico principal del 1-MCP. arrojé que se
llevd acabo la disminucion en los compuestos involucra-
dos en la biosintesis de etileno (ACC y ACC oxidasa) para
los frutos SH1000, y estuvo relacionado con el retraso en
la evolucién de las variables fisicas y quimicas medidas.
Aunque, se observé un comportamiento similar en la fir-
meza, AT, pH y SST de los frutos respecto al experimen-
to 1, el retraso de la maduracion fue mayor en los frutos
tratados con SH1000. Las pérdidas de firmeza y en AT
disminuyeron mas lentamente, y el pH y SST ascendieron
de manera mas lenta, en comparacion con los frutos SHO
y SH600 (Cuadro 2). Esto coincidié con el porcentaje de
frutos maduros, ya que 100 % de frutos SHO y SH600 se
tornaron color amarillo a los 3 d después de trasladarse
a 25 °C con signos de senescencia (reduccion de tamafio,
marchitamiento); mientras que los frutos SH1000 madu-
raron 100 % sin signos de senescencia hasta los 27 d, lo
que significa un aumento de 5 d de vida util en compara-
cidn con los otros frutos, al considerar al color como varia-
ble de respuesta.

Analisis de transcritos Mi-ETR y ACO-1

El analisis de los transcritos de la ACC oxidasa (ACO-1)
en frutos SHO y SH600 almacenados a 25 + 2 °C muestra
que la expresion de estos transcritos aumenta durante el
tiempo de almacenamiento, pero se puede observar una
menor expresion (mancha tenue) en los frutos SH600 a los
dias 1y 3 de almacenamiento; sin embargo, a los 5 d no se
observa diferencia en expresion entre frutos SHO, SH600
y SH1000 (Figura 3). De la misma manera, desde el dia 4
de almacenamiento se observo la expresion del transcrito
Mi-ETR1 (Figura 4) tanto en los frutos SHO como en los
frutos SH600, aunque la intensidad de expresion fue lige-
ramente menor en SH600, lo que coincide con la expresion
del transcrito ACO-1. En el dia 5 de almacenamiento los
frutos control (SHO) tuvieron una expresion considerable
del transcrito Mi-ETR1 con respecto a los frutos de SH600
y SH1000, lo cual indica que hubo efecto del 1-MCP en el
retraso de transcripcion de este gen en los frutos tratados.

Los estudios realizados en pera y manzana tratadas
con 1-MCP sobre la expresion de los genes de ACC sinta-
sa, ACC oxidasa y receptores de etileno, mostraron que el
1-MCP retardé el proceso de maduracion por disminucion
y retraso de la expresion de los genes ACST1, ACOT y ACOZ,
correspondientes de las enzimas evaluadas; asi como la
reduccion en la expresion de genes receptores de etileno
a nivel transcripcional (ETRT, ETR2, ETR5, ERSs, CTR1, El-
N2A, EIL4y ERFs).

Sin embargo, no hubo efecto del T-MCP en la inhibicién o
retraso de la expresion de los genes ACS3, ACO3, y EIN2B,
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Figura 2. Contenido de ACC y actividad de la ACC oxidasa (ACO) en mango de la var. Ataulfo sin (SH) hidrotérmico, tra-
tado con 0 (SHO0), 600 (SH600) y 1000 (SH1000) nL L' de 1-MCP por 24 ha 20 + 1 °C, almacenado por20da13+1°Cy

después a 25 + 2 °C(").

por lo que los autores concluyeron que si bien algunos
genes se reprimen por el 1-MCP, otros pueden iniciar ru-
tas metabdlicas alternas de sintesis de etileno (Xie et al,
2014; Yang et al., 2013). Esto quiere decir que la expresion
de algunos genes clave para retrasar la maduracioén de los
frutos es variable y dependiente del fruto, lo que explica la
inconstante efectividad del 1-MCP entre frutos y hortalizas
(Xie et al,, 2014).

En este segundo experimento y de acuerdo con el efecto
principal encontrado por el 1-MCP, al aumentar la concen-
tracion de 1-MCP a frutos SH, la biosintesis de etileno se
retrasa en mayor proporcion que en el experimento 1, debi-
do a que hay un retraso en la expresion de transcritos invo-
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lucrados en la sintesis etileno, hormona de la maduracion;
estos resultados permiten explicar el aumento adicional
en la vida de anaquel de estos frutos.

CONCLUSIONES

La dosis de 1000 nL 1-MCP L' sin tratamiento hidro-
térmico logré retrasar el proceso de maduracion 5 d en
las mismas condiciones de simulacion de traslado a Eu-
ropa, al disminuir la actividad de la ACC oxidasa, expre-
sion de transcritos de ACC oxidasa y receptor de etileno
involucrados en la biosintesis del etileno y la maduracién
de los frutos. Estos resultados contribuyen a facilitar el
mercado de exportacion del mango a Europa.
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Cuadro 2. Caracteristicas fisicoquimicas en mango var. Ataulfo sin (SH) tratamiento hidrotérmico tratados con 1-MCP por
24ha20°Ca0(SH0), 600 (SH600) y 1000 (SH1000) nL L', y posteriormente almacenado por20da 13 + 1 °C y después
a25+2°C.

. . Experimento 2
Dias de almacenamiento

SHO SH600 SH1000
Firmeza (N)
17 136.56+6x 1385+6x% 1385+ 6x
207 376+£2z2 579+1y 68.9+7 X
3 238+5z 344+3y 438+ 4x
5t 109+ 1y 1082y 12.3+3x
pH
17 24+0.6x 23+0.7x 25+0.1x
207 32+0.2x 3101y 29+02y
3 41+05x 41+0.1x 39+03y
5T 52+0.1x 53+0.2x 50+01y
Acidez titulable (% acido citrico)
17 53+0.1x 52+0.1x 53+0.1x
20" 36+02z 4107y 48+0.3x
3 08+0.2z 0902y 1.5+0.07 x
5t 02+0.1y 0.3+0.2x 0.3+0.7Tx
Solidos solubles totales (°Brix)
17 39+0.1x 3.8+0.10x 3.7+0.1x
207 141 +£0.7 x 13.8+0.3x 11.6+0.1y
3 20.3+1.3x 19.3+0.1x 16.7+£122y
5t 21.3+0.2x 20.3+0.3x 19.4+0.1y

Medias con diferente letra (x, y, z) por fila son estadisticamente diferentes (P < 0.05). "Mango almacenado a 13+ 1 °C por 20 d. ""Mango almacenado
a25+2°C, previoa20dal13+2°C.
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Figura 3. Ensayo de andlisis Northern blot (A) del transcrito de ACC oxidasa (ACO-1) del mango var. Ataulfo testigo (SHO,
carriles uno, tres, cinco y nueve), tratado con 1-MCP a 600 nL L' (SH600, carriles dos, cuatro, seis y ocho) y 1000 nL L'
(SH1000, carril siete) por 24 h a 20 + 2 °C. *Dias uno a cinco de almacenamiento a 25 °C. Gel desnaturalizante con las
mismas muestras (B).
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Figura 4. Ensayo de analisis Northern blot (A) del trans-
crito de receptor de etileno (Mi-ETR1) del mango var.
Ataulfo testigo (SHO, carriles uno y cinco), tratado con
1-MCP a 600 nL L' (SH600, carriles dos y cuatro) y 1000
nL L' (SH1000, carril tres) por 24 h a 20 + 2 °C. *Dias
cuatro a cinco de almacenamiento a 25 °C. Gel desnatu-
ralizante con las mismas muestras (B).
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