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RESUMEN

La cuticula cubre la superficie del fruto de mango (Mangifera indica L.) y una de sus
funciones es la de restringir la pérdida de agua en forma de vapor, por medio de sus
caracteristicas fisicas y quimicas. En este trabajo se determinaron los cambios de la
ultraestructura y la permeabilidad ocurridos en la cuticula durante la ontogenia de los frutos
de mango de los cultivares "Tommy Atkins', 'Kent' y 'Keitt'. El estudio se hizo en dos fases:
durante el crecimiento de los frutos y en el almacenamiento. Se utilizd un disefio
completamente al azar con tres repeticiones y el muestreo realizado fue aleatorio. En cada
muestra se determinaron las variables: contenido total de ceras (epicuticulares e
intracuticulares); ultraestructura y permeabilidad de la cuticula durante la ontogenia del fruto.
Los resultados indicaron diferencias entre cultivares. El contenido de ceras epicuticulares se
incremento en todos los cultivares durante el crecimiento del fruto y en el almacenamiento
presentd cambios a través del tiempo de la evaluacion. La ultraestructura de las ceras
cuticulares mostro diferencias varietales en la cosecha: '"Tommy Atkins' y 'Kent' presentaron
mayor proporcion de zonas cristalinas, mientras que en 'Keitt' fue principalmente amorfa
(74.1 %). La mayor eficiencia de la cuticula en regular la pérdida de agua, se observé al
momento de la cosecha y se relaciond con la ultraestructura y el contenido de las ceras
cuticulares.

ULTRASTRUCTURE AND PERMAEBILITY OF CUTICULE DURING
THE ONTOGENY OF FRUITS MANGOS
Mangifera indica L.
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ABSTRACT
Cuticle covers fruits surface and one of it’s functions is to restrict water loss as water
vapor. This barrier is related to the physical and chemical properties of the cuticle. In this
work we studied cuticle changes in ultrastructure and permeability during the ontogeny of

‘Tommy Atkins’, ‘Kent’ and ‘Keitt’ mango (Mangifera indica L.) fruits. Fruits were
randomly sampled from an orchard at Navojoa, Sonora, México. This study was done at two
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stages: during fruit growth and storage. A completely randomized design with three
replications was used. The content of waxes (epicuticular and intracuticular) and cutin, cuticle
weight and thickness, surface ultrastructure and permeability of cuticles along fruit ontogeny
were measured in each sample. Results showed differences among cultivars regarding the
variables analyzed. Epicuticular wax content increased during fruit growth; while during
storage it presented changes along the evaluation. Waxes ultrastructure of the showed varietal
differences at harvest: ‘“Tommy Atkins’ and ‘Kent’ presented major proportion of crystalline
zones, whereas in ‘Keitt’ it was mostly amorphous (74.1 %). The best efficiency of cuticles in
regulating water losses was at harvest and it was related to wax ultrastructure and to the
content of the cuticular waxes.

INTRODUCCION

La cuticula cubre la superficie del fruto de mango (Mangifera indica L.) al igual que
todas las partes aéreas de las plantas (Bally, 1999). La cuticula es un elemento estructural
esencial y de importancia funcional y ecoldgica por ser el primer tejido que interacciona con
el ambiente (Kunst y Samuels, 2003). Desde el punto de vista estructural, la cuticula esta
compuesta por una matriz de cutina, en la cual se entrecruzan las ceras intracuticulares y es
cubierta por las ceras epicuticulares (Heredia, 2003; Jeffree, 1996; Post-Beittenmiller, 1996).
Su integridad es afectada por factores genéticos, ambientales, fisioldgicos y de manejo, tanto
en campo como en postcosecha (Jenks ef al., 2002). Su estructura, composicion quimica y
grosor cambian a través del desarrollo del fruto (Wiedermann y Neinhuis, 1998) y varian
ampliamente entre especies (Jeffree, 1996).

El papel fisioloégico de la cuticula incluye la regulaciéon en la transpiracion y
mantenimiento del balance de agua (Veraverbeke et al., 2003; Wagner et al., 2003),
regulacion del intercambio de gases (Kolattukudy, 1996), proteccion contra patdgenos y
dafios mecanicos (Commenil et al., 1997) y proteccion contra la radiacion ultravioleta y
agentes contaminantes (Barnes ef al., 1996; Holroyd et al., 2002). Ademads, se asocia con
algunos desordenes en el exocarpo de los frutos (Aloni et al., 1998), como los ocasionados en
dafios por frio (Pesis et al., 2000).

La resistencia que ofrece la cuticula a los dafos mecanicos, a la difusién de gases, a
los cambios en permeabilidad al agua y a la penetracion de microorganismos, no dependen
especificamente de su grosor, sino mas bien de los cambios de la estructura cuticular (Knoche
et al., 2004; Rogiers et al., 2004), de la variacidon de sus componentes (principalmente lipidos
solubles cuticulares) y las proporciones en que €stos se encuentran (Hauke y Schreiber, 1998;
Riederer y Schreiber, 2001; Verardo et al., 2003; Matas et al., 2004; Vogg et al., 2004;
Schreiber, 2005).

El comportamiento de los componentes estructurales de la cuticula en diversas
especies fue investigado por Jeffree (1996), Casado y Heredia (2001), Jetter y Schiffer (2001)
y Verardo et al. (2003). Sin embargo, los estudios sobre los cambios que ocurren en la
cuticula del mango durante la ontogenia del fruto son escasos (Bally, 1999; Gazzola et al.,
2004).

Es de interés el conocimiento de los cambios en la cuticula en el fruto del mango, de tal
forma que sirvan de base para la busqueda de un manejo efectivo para mantener la calidad de
los frutos. Con el fin de contribuir al conocimiento de la cuticula del mango, se evaluaron sus
cambios en ultraestructura y permeabilidad de la cuticula asociados a la ontogenia en los
frutos.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se seleccionaron cinco arboles de cada cultivar, de acuerdo con su ciclo de la cosecha:
‘Tommy Atkins’ (temprana), ‘Kent’ (intermedia) y ‘Keitt’ (tardia). El muestreo se hizo en el
afio 2004, en un huerto experimental establecido en el Valle del Mayo, Sonora, México

El trabajo se llevo a cabo en dos fases: durante la etapa de crecimiento de los frutos, y
durante el almacenamiento. En la primera, la cosecha de los frutos se hizo a partir de 15 dias
posteriores al amarre, con muestreos quincenales hasta la madurez fisioldgica, la cual se
presento a los 90, 120 y 150 dias en ‘Tommy Atkins’, ‘Kent’ y ‘Keitt’, respectivamente. En la
segunda fase, los cultivares se almacenaron en condiciones que simularon las de mercadeo
(20 °C y 60 a 65 % HR), con evaluaciones cada 3 dias hasta la senescencia; ésta se presento a
los 27, 24 y 18 dias durante el almacenamiento en ‘Tommy Atkins’, ‘Kent’ y ‘Keitt’,
respectivamente.

Los frutos muestreados se empacaron en bolsas de papel y fueron trasladados en
transporte refrigerado al laboratorio, se eligieron los mangos visualmente libres de dafios y se
homogenizé la muestra por el tamafio de los mismos. En cada muestra se midieron las
variables: tamafio del fruto, contenido de ceras (epicuticulares e intracuticulares),
ultraestructura y permeabilidad de la cuticula.

Métodos
Tamaiio del fruto. Se determind por el método descrito por Vasquez-Caicedo et al.
(2002),

Extraccion de cuticulas. Esta se realizd con el método descrito por Schonherr y
Riederer (1986).

Extraccion y cuantificacion de ceras epicuticulares e intracuticulares. Las ceras se
determinaron con el método descrito por Riederer y Schneider (1990).

Ultraestructura de la cuticula. Se evalu6 con el método descrito por Suita de Castro
et al. (2002).

Las muestras se analizaron en el laboratorio de microscopia electronica de barrido del
Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatan (CICY), se utiliz6 un microscopio
electrénico de barrido JEOL modelo JSM 6360 LV a 20 (kV) de voltaje de aceleracion. Se
examinaron tres dreas en cada muestra, con cuatro campos de aumento 50, 150, 1000 y 4000x,
en cada evaluacion. Se hizo un total de 36 observaciones por unidad experimental, en cada
cultivar. Se evalué la morfologia de la superficie cuticular, la forma y arreglo de los cristales
de las ceras, con base en la clasificacion de Barthlott et al. (1998). Se determind el tipo de
borde de las placas cuticulares, mediante el criterio de Hallam y Chambers (1970). Para
analizar las imagenes se utiliz6 el programa Image Processing and Andlisis in Java (2005),
que determiné el porcentaje (%) de zona cristalina y amorfa de la superficie cuticular, segiin
el método de clasificacion Thresholding (Molina, 1998).

Permeabilidad de cuticula. Se midi6 con el método descrito por Baez et al. (1993).
Analisis Estadistico
Se empleo un disefio completamente al azar con tres repeticiones y muestreo aleatorio.

Los tratamientos fueron los cultivares de mango seleccionados (‘Tommy Atkins’, ‘Kent’ y
‘Keitt’), que se compararon estadisticamente cada 15 dias en la etapa de crecimiento, y cada
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tres dias durante el almacenamiento. Los datos obtenidos se analizaron con el programa
estadistico Number Cruncher Statistical Systems version 6.0 (NCSS, 2000) mediante andlisis
de varianza (ANOVA) con a < 0.05. Se hicieron comparaciones de medias mediante la prueba
de rangos multiples de Tukey (p < 0.05). Se calcularon las correlaciones de Pearson entre la
permeabilidad y el contenido de ceras epicuticulares e intracuticulares, con la finalidad de
establecer la posible asociacion durante la ontogenia de los frutos. Para los datos cualitativos
(cobertura de la cera) se utilizo el método de yi-cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ultraestructura de la cuticula

En los tres cultivares se observo a los 15 dias después del amarre (DDA) la formacion
de una capa continua de cuticula, interrumpida sélo por las lenticelas (Figura 1A). Segun la
clasificacion de Barthlott et al. (1998), el tipo de formacién cuticular es lisa y la estructura de
las ceras es del tipo amorfo. Resultados similares a los sefialados fueron observados en
mangos ‘Kensington Pride’ por Bally (1999) y en ‘Tommy Atkins’ por Gazzola et al. (2004),
quienes indicaron que desde los primeros estados de desarrollo, la epidermis del fruto esta
cubierta completamente por la cuticula.

A los 45 DDA se evidenci6 una ruptura de las ceras para formar un agrietamiento y
adelgazamiento de la capa cuticular en todos los cultivares (Figura 1B); este rompimiento esta
asociado a la expansion de la superficie epidermal mientras el fruto crece y a que la
deposicion de los componentes cuticulares ocurre a diferentes velocidades (Jeffree, 1996).
Segun la clasificacion de Barthlott ef al. (1998), la formacién de la cuticula es del tipo capa
fisurada. Los resultados coinciden con estudios previos realizados por Bally (1999) en frutos
de mango ‘Kensington Pride’, quien sefiald que las grietas formadas en las placas cuticulares
parecen ser el sitio mas probable en donde los compuestos quimicos y el agua pueden penetrar
y causar dafios en la superficie del fruto. Knoche et al. (2004) correlacionaron las fracturas en
la cuticula con pérdida de humedad y desorden fisioldgico, como las depresiones en la
superficie de los frutos de cereza (Prunus avium L.).

En citricos se reportd una asociacion entre la presencia del agrietamiento en la cuticula
y la susceptibilidad a desordenes en el epicarpio (EI-Otmani y Coggins, 1985), Commenil et
al. (1997) también relacionaron el nimero de grietas formadas durante la maduraciéon con la
susceptibilidad en las uvas (Vitis vinifera L.) a Botritys cinerea. En manzana (Malus sylvestris
Mill) ‘Golden Delicious’, Glenn et al. (1985) observaron que las fisuras cuticulares son el
principal sitio de entrada de soluciones a las células epidermales.

Se registraron diferencias en el arreglo estructural de las ceras en la superficie
cuticular del fruto a la cosecha, entre los tres cultivares. En ‘Tommy Atkins’ y ‘Kent’ se
observd presencia de zonas cristalinas (82.6 y 82.7 % respectivamente) y zonas amorfas,
mientras que en ‘Keitt’ la estructura fue principalmente amorfa (74.1%). El tipo de formacion
de ceras epicuticulares fue de plaquetas con bordes ondulados (Barthlott et al., 1998). En
contraste, Gazzola et al. (2004) en frutos de mango en la misma etapa de crecimiento,
observaron formacion de estructuras pentagonales. Estas diferencias pudieran ser relacionadas
por la influencia de las caracteristicas ambientales (Holroyd et al., 2002).

La estructura y composicion de ceras cuticulares en plantas varian ampliamente entre
especies, organos y estados de desarrollo (Jenks et al., 2002). Reynhardt y Riederer (1994)
afirmaron que las zonas amorfas por su arreglo al azar, presentan mayor permeabilidad. De
acuerdo con Casado y Heredia (1999), la presencia de puentes de hidrogeno entre cadenas o
moléculas con diferentes estructuras y grupos funcionales resultan en la formacion de
espacios amorfos; ademas reportaron que en la superficie cuticular de la uva estas areas
incrementaron la difusion del vapor de agua (Casado y Heredia, 2001).
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A los 3 dias de almacenamiento, la ultraestructura de la cuticula se observdé como una
placa con deposicion de granulos irregulares cristalinos en los tres cultivares, posiblemente
originados por la degeneracion de la cuticula, los cuales se incrementaron en nimero y
tamafo a través del tiempo. El modelo de orientacion de las ceras epicuticulares fue del tipo
plaqueta paralela (Figura 1C), segun el sistema de clasificacion de Barthlott et al. (1998). En
esta fecha inicid la degeneracion y separacion de las placas cuticulares. De acuerdo con
Rashott y Feldmann (1998), cuando una clase de lipidos presenta un homodlogo predominante
en las ceras epicuticulares, se forman cristales caracteristicos sobre la superficie de las células
epidérmicas. En este estudio se evidencid la formacion de estructuras tipo placas, y por el tipo
de cristaloide posiblemente los compuestos predominantes son alcoholes secundarios, segiin
Barthlott et al. (1998); Meusel et al. (1999). Al final del almacenamiento la morfologia de la
cobertura fue del tipo amorfo en toda la superficie (Figuras 1F).

Permeabilidad de la cuticula

La permeabilidad de las cuticulas aisladas, en la etapa de crecimiento vario a través del
tiempo (Figura 2A). En el estado temprano del desarrollo, ‘Tommy Atkins’ y ‘Kent’
mostraron los valores mas altos, que luego fueron disminuyendo, sobre todo en la cosecha.
‘Keitt’mostré resultados contrastantes a los de los otros dos cultivares, pues presentd un
aumento en las ultimas fechas del ensayo.

Un comportamiento similar al encontrado en ‘Tommy Atkins’ y ‘Kent’ se reportd en
frutos de manzana por Verardo et al. (2003); en durazno (Prunus persica L.) por Gibert et al.
(2005) y en cereza (Prunus avium L.) por Knoche et al. (2004). De acuerdo con Baur (1997),
la variabilidad de la permeabilidad de la cuticula durante el crecimiento esta asociada con las
estructuras de la epidermis (estomas, lenticelas, tricomas), con cambios de la estructura de la
superficie cuticular y con cambios en la composicién quimica de la cuticula.

En relacion con las estructuras del exocarpo, en mango son las lenticelas
(Bezuidenhout et al., 2005), cuyo niumero estd determinado desde la antesis y permanece
constante durante el desarrollo del fruto (Hieke et al., 2002); con la expansion del mismo
disminuye su densidad (Knoche et al., 2001). Los valores altos de permeabilidad en ‘Keitt’
pueden deberse a que en este cultivar presenta mayor densidad de lenticelas que ‘Tommy
Atkins’ y ‘Kent’ (Dietz et al., 1988). La disminucion de la permeabilidad se debe a la
incorporacion de ceras en la matriz de cutina, tanto epicuticulares como de intracuticulares.
Segun Kunst y Samuels (2003), conforme avanza el desarrollo del fruto la cuticula aumenta
su efectividad como barrera a la pérdida de vaporde agua.

Durante el almacenamiento (Figura 2B), la permeabilidad vari6 a través del tiempo,
con diferencias significativas entre cultivares, ya que‘Keitt’ presentd los valores mas altos (de
10.8 a 14.2 mg de vapor de agua cm-> h-'). Estas diferencias son atribuidas a los cambios de
la estructura de la cuticula, como el incremento de las zonas amorfas en la superficie al final
del almacenamiento, y el cultivar ‘Keitt’ presentd mayor proporcion de estas zonas desde
antes de la cosecha. Segin Kunst y Samuels (2003), la morfologia y estructura de las ceras
varia con el tiempo, lo que favorece la pérdida de las funciones de la cuticula.

Similar comportamiento en el incremento de la permeabilidad durante el
almacenamiento se reportd tanto en frutos de tomate y de chile pimiento (Capsicum annuum
L.) por Baur (1998), y en cereza por Beyer ef al. (2005); en manzana, Veraverbeke ef al.
(2003) encontraron una disminucion de la permeabilidad. Harz ef al. (2003) relacionaron esta
disminucion con el incremento en la fraccion de ceras cuticulares cristalinas, las cuales se
piensan son menos permeables al vapor de agua que las ceras amorfas.

La relacion entre la permeabilidad de la cuticula y los componentes cuticulares resultd
significativa y negativa (P < 0.05) en la cosecha. En el caso las ceras epicuticulares, el
coeficiente de correlacion de Pearson alcanz6 valores de -0.84, -0.75 y -0.69 en ‘Tommy
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Atkins’, ‘Kent’ y ‘Keitt’, respectivamente. Estos valores mejoraron sensiblemente para las
ceras intracuticulares, r= -0.91, -0.95 y -0.85 en el mismo orden. Esto indica que la
permeabilidad disminuy6 a medida que se incremento la cantidad de ceras.

El coeficiente de determinacion (r*) indicé que los cambios en la permeabilidad
pueden ser explicados por el contenido de las ceras intracuticulares en un 83, 90 y 73 %. Esto
confirma que las ceras son la principal barrera a la difusion de la cuticula, resultados que
coinciden con Riederer y Schreiber (2001) quienes sefialaron que son estas estructuras y no la
cutina, las responsables de limitar la difusion del vapor de agua. También concuerda con los
resultados de Petracek y Bukovac (1995) y Wiedermann y Neinhuis (1998), quienes
afirmaron que la barrera protectora a la permeabilidad al vapor de agua es independiente del
grosor de la cuticula del fruto, pero dependientes de los diferentes compuestos quimicos que
forman las ceras.

CONCLUSIONES

El contenido de ceras epicuticulares e intracuticulares, se incrementaron durante el
crecimiento de los frutos. Existen diferencias marcadas en la ultraestructura de la cuticula
durante la ontogenia de los frutos de mango. En la cosecha, los cultivares ‘Tommy Atkins’ y
‘Kent” mostraron mayor proporcion de zonas cristalinas, mientras que en ‘Keitt’ fue
principalmente amorfa (74.1 %). El contenido de las ceras epicuticulares e intracuticulares
juega un papel importante en el tipo de estructura y permeabilidad de la cuticula. La mayor
eficiencia de la cuticula para regular la pérdida de agua, ocurrié al momento de la cosecha y
se relaciond con los cambios en la ultraestructura y con el contenido de las ceras cuticulares.
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TABLAS Y FIGURAS
T

-

Figura 1. Electromicrografia de barrido de la cuticula del fruto de mango a los 15 dias después
del amarre (A) y a los 45 dias después del amarre (B). En almacenamiento a los 6
dias (C)
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Figura 2. Cambios de la permeabilidad al vapor de agua en mg cm-*/h de cuticulas aisladas
de los frutos de mango —@— ‘Tommy Atkins’, —&— ‘Kent’ y —— ‘Keitt’

durante el crecimiento (A) y durante el almacenamiento (B). Barras verticales
indican el error estandar.
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