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RESUMEN

El lulillo es un fruto producto del entrecruzamiento de varias especies de lulo, con un tiempo de vida útil corto. Pocos estudios existen para entender los mecanismos que influyen en el ablandamiento en el lulillo. En este artículo se relaciona la actividad de la xilanasa en la corteza del lulillo con la movilidad de las aguas libres (tiempo de relajación T2), durante su maduración. El T2 se cuantificó por imágenes de resonancia y la actividad de la xilanasa por métodos bioquímicos. Se observó una tendencia en el comportamiento de los valores del T2 en la movilidad de las aguas libres similar a la actividad de la xilanasa, asociándose la migración del agua hacia el exterior del fruto por acción de la enzima, posiblemente involucrada en la hidrólisis de polímeros de la pared celular. A pesar del coeficiente de correlación (0.82) y del p (0.024), los resultados sugieren que las imágenes de resonancia podrían ser una alternativa no destructiva útil en la industria de exportación, ya que permite determinar el inicio de senescencia del fruto, basado en condiciones fisiológicas y bioquímicas. 
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ABSTRACT

Lulillo is a cross over different kinds of lulo. Though its sensory characteristics improvement, its life span is very short. In order to understand some softening processes, in this work it is evaluated the xylanase kinetics at the lulillo’s peel during ripening and to correlate these results with the NMR relaxation time T2. During ripening time it is observed that the xylanase is one of the enzymes involved in the hydrolysis of the cell wall polymers. In addition, two T2 values regimes were distinguished by the xylanase kinetics. There is a positive correlation between T2 values and xylanase kinetics with a correlation coefficient of 0.82 and p=0.024.
RESUMO: 

O lulillo é um fruto que resulta do entrecruzamento de váriasespécies de lulo, o qual se distingue por ter melhores características organolépticas, no entanto, o seu tempo de vida é muito curto. Para compreenderalguns dos mecanismos que influenciam o abrandamento no lulillo, este artigo avalia a cinética de xilanasenacasca do lulillo ao longo de suamaturaçãoemcomparaçãocom a mobilidade de águalivre, observada emimagensatravés de ressonância magnética comumtempo de relaxamento T2. Foi observado que, durante o amadurecimento de lulillo, a xilanase parece ter uma atividade de hidrólise dos polímeros da parede celular. Além disso, se observaram duas regiões de diferentes valores de T2 para a actividade máxima da enzima xilanase. Pode concluir-se que existe uma correlação positiva entre os valores de T2 namobilidade de águalivre e a atividade de xilanase, comum coeficiente de correlação de 0,82 e um valor de p de 0,024.
INTRODUCCIÓN

Colombia por su amplia variedad de climas, presenta gran cantidad de cultivos de frutos de interés para el consumo, tanto nacional como internacional, siendo el lulo uno de ellos.

El lulo pertenece a la familia de las Solanáceas, considerado como fruto tropical cultivado a temperaturas alrededor de los 20°C, en altitudes superiores a los 1000 msnm. Las variedades de lulo más conocidas en Colombia son Solanum septentrionale y Solanum quitoense, este último llamado lulo “La Castilla”.

En Colombia se cultiva el lulo en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Cauca, Huila, Meta, Tolima, Valle, Caldas y Risaralda, siendo Huila el de mayor área de cosecha. Sin embargo, en algunas regiones del país han disminuido las cosechas debido a problemas fitosanitarios, así como también al corto tiempo de maduración del fruto, lo que dificulta su comercialización y exportación. Es por esto que la Institución Estatal de Investigación y Acompañamiento en el Sector Agropecuario (CORPOICA), se dio a la tarea de estudiar una variedad de lulo que cumpliera con las características organolépticas y nutricionales del lulo y que además presentara resistencia ante el ataque de plagas, elevando su calidad y producción. Como resultado de esta investigación, se originó el clon PL, también llamado lulillo, el cual es un producto del entrecruzamiento de dos variedades de lulo: Solanum hirtium y el Solanum quitoense (www.agroinvitro.net). Los frutos utilizados en este trabajo provienen de la finca San Antonio, vereda Guaicaca, Manizales.
El lulillo (clon PL) es una mejora genética que presenta una calidad interna mejor, se caracteriza por tener una excelente pulpa amarilla, agradable aroma, color amarillo de la corteza, gran rendimiento industrial, poca oxidación de la pulpa, buen sabor, entre otras; sin embargo, su tamaño es menor al de La Castilla y su tiempo de vida útil es muy corto. Cabe resaltar que para esta variedad no se han realizado estudios de carácter científico, por tanto, la información es limitada.

Durante la maduración de los tejidos vegetales ocurren fenómenos bioquímicos que cambian a su vez la estructura interna del fruto, estos cambios se pueden observar apreciando las variaciones de los tiempos de relajación a través por medio de las imágenes de resonancia magnética (IRM). La técnica de IRM, ha sido utilizada para el estudio de frutos desde hace más de una década (Muñoz-Barrio& Merodio 1997, Götz 2004, Aristizábal 2006, Musse et al. 2010, Shaarani et al. 2010, Mariette et al. 2012). Las frutas estudiadas van desde uvas (Del Solar et al. 2002), manzanas (Létal et al. 2003, Marigheto&Hills2005), cítricos (Galed et al. 2004) a tomates (Musse et al. 2008, Zhang& McCarthy2010, Mariette et al. 2012). En la literatura, los cambios estructurales se han correlacionado principalmente con los cambios de los tiempos de relajación, ya que, como se mencionó, éstos dependen del ambiente magnético debido a las moléculas circundantes y la movilidad. 
Los tiempos de relajación se pueden describir de la siguiente manera: la señal detectada tiene contribución de la señal que emiten todos los hidrógenos de un pixel; grasas, azúcares, proteínas, aguas. Sin embargo, los núcleos de los hidrógenos que más contribuyen son de las aguas libres, por lo que se asume estos como responsables de la señal (Levitt 2008). Esta depende exponencialmente de dos tiempos característicos: uno por la recuperación de la magnetización longitudinal, i.e. paralela al campo magnético externo B0 y otro transversal a dicho eje, i.e. la señal que se detecta directamente. La relajación longitudinal o espín‑red se debe a la capacidad del medio para absorber energía y viene descrita por un tiempo característico T1. La relajación transversal o espín‑espín se debe al desfase entre espines por pequeñas inhomogeneidades magnéticas dentro de un mismo pixel y se relaciona con un tiempo T2. Este desfase es debido a que dentro de un mismo pixel se promedia la señal que emite la proyección perpendicular de los momentos magnéticos precesando alrededor del campo magnético principal B0. Los momentos magnéticos (de los núcleos del hidrógeno en el caso de este estudio) no estarán bajo la influencia de campos magnéticos exactamente iguales, por lo que durante la adquisición de la señal se observa un decaimiento exponencial de la misma debido al desfase en la precesión entre momentos magnéticos durante la adquisición. Considerando que el tiempo de relajación T2, es debido a las diferentes inhomogeneidades del campo, este tiempo está asociado con la capacidad de movimiento de los 1H dentro del pixel durante la aplicación de la secuencia. Esta movilidad aumenta la probabilidad de que cada núcleo esté en un campo magnético ligeramente diferente, cambiando la frecuencia de precesión y desfasándose entre ellos. Por lo tanto, el T2 está relacionado con la movilidad, y con los cambios en la estructura de los tejidos a estudiar que afecten la movilidad (Ababneh  et al. 2008, Levitt 2008, Musse et al. 2008, Musse et al. 2010).

Especialmente el T2 se ha usado para describir los cambios estructurales de las células, como en tomates -otra solanácea- , cuyos resultados en sí mismos no son satisfactorios para describir el proceso maduración (Musse et al. 2008). Sin embargo queda comparar la acción con otras variables como la actividad de las enzimas que indirectamente contribuyen a ese cambio estructural a nivel celular.

Los estudios de calidad en frutas y vegetales con IRM se relacionan con el crecimiento de las frutas, evaluación de la maduración, detección de defectos internos, estudios de desórdenes fisiológicos y respuesta a tratamientos poscosecha (Mariette et al. 2012).
Luego de la cosecha de los tejidos vegetales, su actividad metabólica no cesa, por lo cual, aspectos relacionados con las características fisicoquímicas, sensoriales, y nutricionales continúan conforme avanza el proceso de maduración. Ejemplo de estos cambios fisiológicos corresponde al fenómeno de ablandamiento, donde polisacáridos como la pectina, celulosa y hemicelulosa, son hidrolizados por enzimas tipo glucanasas (pectinasas, celulasas y xilanasas, respectivamente); sin embargo, investigaciones muestran que la participación de estas enzimas en la degradación de la pared celular no es siempre la misma,posiblemente se deba a los momentos en que las enzimas actúan, las diferentes velocidades enzimáticas con que ejerzan su actividad, el tipo de fruto sobre el que se desarrollan estos eventos (Manrique & Lajolo 2004, Zainon et al. 2004) y las diferencias en la arquitectura de la pared celular primaria entre los frutos contribuye también a las variaciones en su porcentaje de ablandamiento (Cosgrove 2001).
Con relación a las xilanasas (EC 3.2.1.8), son enzimas que catalizan la hidrólisis de los enlaces β-1,4-glicosídicos entre residuos de D-xilosa adyacentes en la cadena principal de los xilanos, para producir xilooligosacáridos. La mayoría de las xilanasas hidrolizan la cadena principal en regiones donde el sustrato no está sustituido (Ronen et al. 1991). Para la hidrólisis de los xilanos, se requiere también de la participación de las endo-β-1,4-xilanasas y β-xilosidasas; de estas enzimas en tejidos vegetales, se ha reportado que pueden estar involucradas en el proceso de maduración, permitiendo no solo la solubilización de polímeros hemicelulósicos de la pared celular, sino su reorganización en otras moléculas de menor peso molecular que podrían participar como sustratos en otras rutas metabólicas (Buchanan et al. 2000). 
La actividad de las xilanasas y las β-xilosidasas se han reportado en frutos maduros como el aguacate (Ronen et al. 1991), papaya (Manenoi & Paull, 2007). En frutillas, aunque la cantidad de xilanos no ha sido determinada directamente en la pared celular, se ha señalado una elevada relación de xilosa:glucosa en la fracción hemicelulósica (Huber1984, Kohn & Melton 2002), sugiriendo la presencia de polímeros que contienen xilosa.
Con el fin de comprender algunos procesos fisiológicos y bioquímicos de la maduración del lulillo, es importante conocer  el comportamiento de la actividad de diferentes enzimas durante la poscosecha, una de ellas, objeto de este estudio, es la xilanasa. Esta se ha estudiado en otros tejidos vegetales, reportándose influencia significativa en el proceso de ablandamiento (Prabha & Bhagyalakshmi 1998, Srivastava & Dwivedi 2000, Kohn &Melton 2002, Rosli et al. 2004, Dueñas et al. 2008).Así que para realizar un estudio comparativo entre la actividad de la enzima con el T2, primero se realizó la medición periódica de la actividad de la xilanasa utilizando la corteza de los frutos en estadío de maduración 1, según normas ICONTEC 5093 (ICONTEC, 2002). De otra parte, mediante IRM se llevó a cabo el análisis de la movilidad de las aguas libres, relacionada con el tiempo de relajación T2. En ambos casos, las mediciones se hicieron en intervalos de dos días hasta la maduración completa del lulillo. 
Materiales y métodos
Selección de material vegetal: En cercanías de Manizales, en la vereda de Guacaica, finca de San Antonio se recolectaron alrededor de 90 lulos de la especie lulillos con cortezas 90% verdes y 10% amarillos; estadío de maduración 1(ICONTEC, 2002), sanos, exentos de olores extraños y materia extraña en su orifico apical. 
Etapa poscosecha del lulillo: Una vez seleccionados los frutos, se distribuyeron adecuadamente en canastillas durante todo el período de experimentación a temperatura ambiente de 20 ± 2 °C, utilizando la luz del día y con una humedad relativa de 75 ± 2%. Se realizaron muestreos periódicamente para efectuar tomas de Imágenes por Resonancia Magnética y evaluar el comportamiento de la actividad de la xilanasa, hasta que el lulillo completara su proceso de maduración, es decir, alcanzara la etapa de senescencia.
En adelante, cada uno de los procesos se realizó por triplicado:
Extracción de la xilanasa: Las cortezas de los frutos se maceraron con nitrógeno líquido. El polvo obtenido se lavó con acetona a 4 °C para la eliminación de fenoles. Posteriormente, el pellet se disolvió en buffer fosfato pH 7.0, 20mM con 1.5M de NaCl durante 5 minutos; se centrifugó a 4000 rpm / 4 °C. El sobrenadante obtenido se utilizó para la evaluación de la medida de actividad de la xilanasa y la cuantificación de la proteína presente.

Actividad de la xilanasa: El sobrenadante obtenido en la etapa anterior, se utilizó para la actividad de la xilanasa, empleando buffer acetato 100mM pH 4.0, xilano como sustrato al 1.5 % p/v y 30 µL de extracto enzimático. Finalmente, incubando la reacción a 40 °C, durante 1 hora, se cuantificaron los azúcares reductores, mediante la técnica de Nelson (Nelson 1944), modificado por Somogyi (Somogyi 1952), donde espectrofotométricamente se determinó la generación de azúcares reductores tras la acción de la xilanasa sobre el xilano. Se utilizó D-glucosa como patrón de cuantificación. Una unidad (U) de la enzima cataliza la liberación de un µmol de glucosa en 1 min en las condiciones de ensayo (Priya et al. 1995, Srivastava & Dwivedi 2000). La actividad específica fue expresada como U/mg proteína (Dueñas et al.2008).

Cuantificación de proteína: Se realizó por el método de Bradford modificado por Zor y Sellinger (Zor & Sellinger 1996), utilizando albúmina bovina (BSA) como estándar.

Sólidos Solubles Totales: Se midieron utilizando un refractómetro Brixco, reportando los ° Brix en porcentaje de 0 – 90%.
Acidez Total Titulable: A partir de la pulpa del fruto, se determinó la acidez presente en la muestra, titulando con NaOH 0,1 N y utilizando fenolftaleína como indicador. Este valor se expresó en % de ácido cítrico 

Imágenes de Resonancia Magnética: Las imágenes fueron tomadas en el equipo del Hospital Universitario San Ignacio de Bogotá, Colombia. Se trata de un Philips de 1.5 T. En un estudio previo con lulillos en diferentes estados de maduración, se determinó el rango de T2 esperados utilizando diferentes tiempos de eco (TE). Seleccionando 9 lulillos de la muestra inicial, fueron tomadas 7 IRM durante los 17 días que duró el almacenamiento. Cada día de medida, se tomaban dos imágenes consecutivas de eco de espín (Levitt 2008) con todos los parámetros iguales, excepto el TE: 40 ms y 80 ms. Las imágenes se analizaron con el software libre ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

A partir de las imágenes obtenidas se midió la relación señal a ruido (RSR) en la corteza y se determinó el tiempo de relajación T2 para cada fruto. Para esto se procedió de la siguiente manera: la corteza de cada lulillo se dividió en 4 partes para evitar las zonas cercanas a los segmentos (Figura 1B); de cada zona se tomó la señal de 5 pixeles y su promedio se dividió entre el ruido. El ruido se tomó como la señal promedio por pixel de la región superior, inferior, derecha e izquierda de la imagen dada, en las zonas donde se sabía que no había protones. En total se tomaron 5*4 medidas diarias de RSR por cada uno de los 9 lulos. Para el cálculo de T2 se procedió a comparar la RSR de la imagen con un TE de 40 ms con la de TE de 80 ms del siguiente modo:
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 QUOTE 

donde I40 e I80 son las RSR promediadas de las imágenes con TE de 40 y 80 ms, respectivamente. 

Se tomó como referente el T2 de cada lulo del primer día, valor sobre el cual fueron normalizados los valores de los días restantes. Sobre esa normalización, se promediaron los 9 lulos, obteniendo la medida diaria del T2, cuyo error se tomó como la desviación estándar del promedio de cada día.
Pérdida de masa relativa: La pérdida de masa se midió con una balanza analítica. A lo largo del período de maduración, se hicieron medidas periódicas de la masa de cada lulo. La pérdida de masa de cada lulo, se analizó de forma separada normalizándola al primer día, obteniéndose una masa relativa al primer día. Finalmente se promedió la pérdida relativa de todos los lulos por día, estimando el error como la desviación estándar. 

Medida de densidad de protones (DP): Se asume la densidad de protones (DP) como la RSR. Se midió la DP utilizando la secuencia de eco de espín con menor TE (40 ms). En una misma imagen se podía observar todos los lulos. La señal de cada lulo fue medida asumiendo que la forma de cada lulo en la imagen era circular, promediando la señal total por pixel dentro de este círculo. Esta señal de cada lulo “circular” fue dividida entre la señal por pixel del ruido donde no había lulos ─márgenes superior, inferior, derecho e izquierdo─, obteniendo la RSR de esa imagen, como para la obtención del T2. La RSR de cada lulo fue normalizada a la del primer día y el promedio diario de los 9 lulos normalizados se usó para determinar la DP de cada día. Se determinó como error la desviación estándar del promedio.
Diseño estadístico: Se utilizó una correlación de Pearson para comparar el T2 y la actividad de la xilanasa en el lulillo.
Resultados 
Masa relativa: 

Se observó una pérdida aproximada de un 1% de su masa por día con un comportamiento lineal mostrado en la figura 2, como también se puede observar en las fotografías de la figura 1A, donde hacia el final se observa rugosidad y cambio del tamaño.

Densidad de protones:

En la figura 2, se observan medidas más dispersas que las de la masa, probablemente debido a la inexactitud en la medición por tomarse el lulillo como esférico. Además, las diferentes estructuras internas tienen pérdidas de intensidad diferentes durante el proceso de maduración. 

Acidez titulable:

De acuerdo con la figura 3A, los valores de la acidez total titulable, expresados como % de ácido cítrico disminuyen a través del tiempo 

Sólidos Solubles:
En la figura 3B se aprecia el comportamiento de los SST expresados como ° Brix presentes en la pulpa del lulillo, presentándose una tendencia al aumento con respecto al tiempo de maduración del lulillo. 

Comportamiento de la xilanasa durante la maduración del lulillo:
Luego de la recolección de los frutos en estado 1 de maduración, se procedió a la cuantificación de la actividad de la enzima, en la figura 4Ase evidencia el comportamiento de la actividad de la xilanasa en la corteza del lulillo durante los 17 días de maduración del fruto, observándose un máximo en la actividad de la enzima hacia el día 12.
Tiempo de relajación transversal: T2
En las medidas del T2, mostradas en la figura 4B, se observa un aumento relativo del valor coincidente con lo reportado en la literatura (Musse et al. 2008, Muñoz-Barrio & Merodio 1997). Este comportamiento, se podría dividir en dos períodos con valores constantes; el primer período, duraría desde el día 0 hasta el día 10 y el segundo, a partir del día 10 al 17. Se observa claramente un cambio en el día 10, coincidente con una máxima actividad de la xilanasa.

Discusión:

Relación de los diferentes parámetros evaluados durante la maduración del lulillo:

Comúnmente, se espera que la modificación de la pared celular de los frutos esté ligada a los cambios en firmeza y textura, pero el tipo y la magnitud de estas alteraciones durante la maduración varían considerablemente entre los tejidos vegetales (Brummell et al. 2004).

En la figura 1A se aprecia el proceso de maduración del lulillo, donde después del día 9 el fruto alcanza el 100% de coloración amarilla, asociándose con la madurez sensorial y, comparando con la variedad Solanum quitoense, en la NTC 5093 el color 4 se asocia a un fruto con corteza 100 % amarilla y el 5 ya el fruto es sobremaduro. En otros estudios, hacia los días 15 (Burbano & Daza2012), 24 (Rodríguez 2011) y 27 (Cortés 2006) de almacenamiento a temperatura de 20 °C, el fruto logra la completa tonalidad amarilla. Estas diferencias pueden deberse posiblemente al origen de los frutos, al momento en que fueron cosechados los frutos para el comienzo de las investigaciones, a las posibles mejoras genéticas efectuadas en las variedades de lulo, como también a las condiciones climáticas tanto de pre-cosecha como de poscosecha. 

Con relación a la pérdida de la masa y a la densidad de protones, a pesar de las inexactitudes, si se asume un comportamiento lineal tanto en la pérdida relativa de masa como en la densidad de protones, el valor de la pendiente es similar, dentro de los errores del ajuste de la pendiente, véase la figura 2. Esto muestra que la comparación relativa de la señal (con la secuencia y parámetros utilizados) puede ser usada como un indicador de la pérdida de masa. Los sistemas de resonancia magnética nuclear se basan en la detección de densidad de protones en los tejidos (influenciado por  la movilidad de los protones en el seno de los frutos), revelando el inicio de la madurez de mesocarpio (Angón et al. 2006). Ello explica la disminución en los valores de la densidad de protones, dado que a lo largo del proceso de maduración de los frutos, el rompimiento de los puentes de hidrógeno se acentúa, entre otras causas, por la acción de las enzimas hidrolíticas. De otro lado, en los procesos de maduración de las frutas, la pérdida de masa es consecuencia de los procesos de transpiración y respiración; asimismo, el déficit de presión de vapor de agua entre el fruto y el ambiente genera grandes pérdidas de agua, lo que conlleva dos cosas; pérdida de protones y reducción de la señal, y una reducción significativa del peso fresco (Lanchero et al., 2007). 

Respecto al comportamiento del porcentaje de ácido cítrico  figura 3A, éstos fueron disminuyendo a través del tiempo de almacenamiento del lulillo, dado que los ácidos orgánicos son, después de los carbohidratos, el depósito energético más importante de los frutos (Osterloh et al., 1996). De otro lado, la madurez se refleja entre otros aspectos, por el comportamiento de los sólidos solubles, expresados como ° Brix (Fischer 1999). En el ensayo, el comportamiento de los ° Brix,  figura 3B presentó una tendencia al aumento con respecto al tiempo, debido a los procesos oxidativos que son notorios en frutos climatéricos, dado que la tasa respiratoria se incrementa y como consecuencia genera la hidrólisis del almidón que posteriormente se transforma en sacarosa y en fructosa.

En este estudio se evidencia actividad de la xilanasa a lo largo del almacenamiento, figura 4A. La baja actividad de los primeros días, es seguramente ocasionada por la baja cantidad de enzima presente en el fruto. Se evidencia un incremento en la actividad de la enzima después del día 5 hasta el día 12. En este intervalo de tiempo, es quizás cuando además de la producción de etileno, el fruto comienza la etapa de maduración fisiológica, que entre otros aspectos comprende diferentes eventos bioquímicos asociados al fenómeno de ablandamiento de la corteza del fruto, hidrólisis de los polisacáridos, síntesis de carotenos, posiblemente también a que dentro del fruto se encuentran las condiciones óptimas para la interacción de la enzima con el sustrato, generando despolimerización de los componentes que forman parte de la lámina media de la pared celular. Después del máximo de actividad de la enzima, su actividad desciende, por lo cual el fruto está en la etapa de senescencia o muerte celular.

Ahora bien, si se correlaciona la actividad de la xilanasa del lulillo con los cambios de coloración del fruto durante su proceso de maduración, los cuales se muestran en la figura 1A, se podría aducir que corresponden a cada uno de los procesos fisiológicos y metabólicos que se desarrollan al interior del fruto. La baja actividad que se aprecia hacia el final del almacenamiento, corresponderá entonces, a la etapa de la senescencia del fruto. Por lo tanto, la actividad de la xilanasa en el lulo variedad lulillo podría generar el rompimiento de la hemicelulosa, y por ende, participar activamente en el ablandamiento, tal y como sucede durante la maduración de frutos de papaya (Manenoi & Paull 2007) y posiblemente en pitaya amarilla (Dueñas et al. 2008).

Diferentes frutos difieren marcadamente en su origen botánico, en la composición de polisacáridos y proteínas, en la estructura de la pared celular, en el metabolismo enzimático, en los patrones de crecimiento y de maduración, como también en el comportamiento durante el ablandamiento. Esas diferencias que reflejan la firmeza de la pulpa, tasa de ablandamiento y la textura en general, ahora se reconoce que no solo sucede entre diferentes especies, sino también entre diferentes cultivares, variedades y selecciones de la misma especie (Goulao& Oliveira 2008), como sucede con la variedad Solanum quitoense Lam y lulillo

Comparación del T2 con la actividad de xilanasa:

Se realizó la prueba de correlación de Pearson, para conocer la relación entre actividad enzimática de la xilanasa y la movilidad molecular medida por el T2 que se obtuvo durante los 17 días de maduración. El coeficiente obtenido es de 0,82, demostrando que no hay una correlación entre la actividad de la enzima y el T2 relativo, con un valor de p de 0,024, figura 4B. Si se observa la gráfica 4A, hay una tendencia similar en el comportamiento del T2 y la actividad enzimática. Se observa un cambio en los valores de T2 tal y como muestran otros autores en otros frutos, véase por ejemplo la figura 5 D de Musse et al. 2008. Sin embargo, la tendencia es diferente al disminuir en contraste con el aumento del lulillo, posiblemente debido a los diferentes componentes y comportamiento de la corteza. Los bajos valores del T2 durante los primeros días, reflejan la poca movilidad de las aguas presentes en el fruto, lo que indicaría entre otros, la baja despolimerización de los diferentes polisacáridos por los que está constituido el fruto. Hacia el día 10 se observa que el valor de T2 aumenta aproximadamente en un 50%. Comparando este cambio con el de la xilanasa, que está hacia el día 12 y en forma de máximo, se podría aducir que el desfase con el T2 probablemente es debido a la acción de otras enzimas, que pueden haberse activado antes que el máximo de actividad de la xilanasa.

Los eventos metabólicos son responsables de los cambios en la textura en los frutos, se cree, involucra la pérdida de turgencia, pérdida de masa (figura 2) degradación del almidón (asociado al aumento en los ° Brix, figura 3B) y diversos mecanismos dinámicos en las modificaciones en la estructura de la pared celular. Aunque la contribución relativa de cada evento en la maduración de los frutos aún no es clara, y probablemente dependa de las especies, los cambios en la composición de la pared celular, especialmente la fuerza mecánica y la adhesión que hay entre las células, son los que se han considerado como los factores más importantes (Fischer & Bennett 1991, Hadfield & Bennett 1998, Mariette et al. 2012).
Los estudios bioquímicos señalan que los cambios estructurales y las disposiciones (rearreglos) en la estructura de la pared celular durante la maduración se producen conjuntamente entre pectinas, hemicelulosas y celulosas (Huber 1984, Seymour et al. 1990) y como resultado, en la mayoría de los casos, se atribuye a la actividad de cierto grupo de enzimas y de proteínas de la misma familia que promueven el crecimiento y extensión del tejido (Fischer & Bennett 1991). La desorganización de la red de la pared celular probablemente involucra la acción concertada y sinergística de la actividad de muchas enzimas, donde una familia de enzimas que modifican la pared celular podría mediar la actividad de otra, dando como resultado modificaciones en la pared celular (Rose et al. 1997).

La textura de una fruta carnosa puede verse afectada tanto por la estructura celular como por la composición bioquímica del tejido. Esta organización del tejido, depende de la morfología celular, de la disposición de las células y las propiedades de células y tejidos. En este contexto, la IRM puede proporcionar directa o indirectamente información acerca de la célula y a niveles macroscópicos con la ventaja que es un análisis no destructivo. Esto es particularmente interesante para la investigación en aspectos relacionados con la maduración de frutos y/o el desarrollo de desórdenes fisiológicos (Musse et al. 2008). 

Conclusión
Es importante señalar que aunque diferentes autores han realizado mediciones similares a las planteadas en este artículo, no se conocen trabajos que permitan la comparación de los resultados de dos metodologías diferentes; bioquímica (actividad enzimática) e IRM, además que de esta última técnica no se reportan estudios en lulos de ninguna especie, siendo esta interdisciplinariedad el principal aporte de esta investigación. 

En este estudio realizado por primera vez para la variedad de lulo “lulillo” clon PL, se compararon los resultados de la actividad de la enzima xilanasa con las medidas de T2 utilizando IRM. En ambas medidas se muestran dos regímenes: antes y después del valor más alto (cercano al máximo climatérico), según la medida. El aumento observado se puede interpretar con el aumento en la movilidad de las aguas libres, esto se debe a la ruptura de la pared celular por parte de las enzimas hidrolíticas, que a su vez liberan más aguas. Si bien cabe añadir que la xilanasa no es la única enzima responsable de la hidrólisis de los polímeros de la pared celular, sí puede ser una de las enzimas determinantes en este proceso.
Agradecimientos
Al señor don Alirio Calderón propietario de la Finca San Antonio ubicada en la Vereda Guacaica por su colaboración en el suministro de los lulillos utilizados para esta investigación. Al Dr. Luis Felipe Uriza, Víctor y Douglas por sus consejos, paciencia y uso del equipo de IRM, así como a Pilar Infante Luna por la ayuda con la estadística.

Este trabajo fue financiado por la Vicerrectoría de la Pontificia Universidad Javeriana (Bogotá D.C.) proyecto ID 003175

Conflicto de intereses

Los autores declararan que no tienen conflicto de intereses.

Referencias
Ababneh ZQ, Ababneh R, Maier SE, Winalski CS, Oshio K, Ababneh AM, Mulkern RV (2008) On the correlation between T2 and tissue diffusion coefficients in exercised muscle: quantitative measurements at 3T with in the tibialis anterior. Magnetic Resonance Materials in Physics Biology and Medicine 21:273–278

Agro Invitro (2011) www.agroinvitro.net. Consultado el 10 de noviembre de 2011
Angón-Galván P, Santos-Sánchez N, Hernández C (2006) Índices para la determinación de las condiciones óptimas de maduración de un fruto. Universidad Tecnológica de la Mixteca. Instituto de Agroindustrias. Temas de Ciencia y Tecnología10:30:3-8
Aristizábal I (2006) Estudio, aplicación y propuesta de automatización del procesamiento de imágenes por resonancia magnética para la evaluación y detección de defectos internos de calidad en cítricos y melocotones. Tesis de Doctorado. Universidad Politécnica de Valencia. Valencia, España
Burbano F, Daza J (2012) Image analysis application to determine variations in shape, size and color of biological structures: Determination of changes in size and color of the fruit of Solanum sp. in the process of maturation.5th International Conference on BioMedical Engineering and Informatics 286-289 doi: 10.1109/BMEI.2012.6512945
Brummell D, Cin V, Crisosto C, Labavitch J (2004) Cell wall metabolism during maturation, ripening and senescence of peach fruit. Journal of Experimental Botany 55:2029-2930

Buchanan B, Gruissem W, Jones R (2000) The cell wall. In: Biochemistry and molecular biology of plants. American Society of PlantPhysiologists52-158

Cortés R (2006) Efecto de la refrigeración y el choque térmico sobre algunos indicadores de actividad antioxidante en lulo (Solanum quitoense Lam). Trabajo de Grado de Maestría Facultad de Ciencias. Universidad Nacional de Colombia, Bogotá

Cosgrove D (2001) Wall structure and wall loosening: a look backwards and forwards. Plant Physiology 125:131-134

Del Solar D C, Irarrázaval P, Soza JA, Depallens D, Esquivel J (2002) Resonancia Magnética (Scanner- MRI) en CV. Thompson (Vitis Vinifera L.) seedless como posible técnica para evaluar condición en postcosecha. Pharos 9(2):29-64

Dueñas Y, Narváez C, Restrepo L (2008) Búsqueda de las mejores condiciones para la extracción y medida de actividad de celulasa y xilanasa extraídas de la corteza de pitaya amarilla (acanthocereus pitajaya). ActaBiológicaColombiana13 (1):217-228

Fischer RL, Bennett AB (1991) Role of cell wall hydrolases in fruit ripening. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 42:675-703

Fischer G & Martínez O (1999) Calidad y madurez de la uchuva (Physalis peruviana L.) en relación con la coloración del fruto. Agronomía Colombiana 16(1-3):35-39
Galed G, Fernández M, Valle A, Martínez A (2004) Application of MRI to monitor the process of ripening and decay in citrus treated with chitosan solutions. Magnetic Resonance Imaging 22:127-137

Götz J (2004) Applications of NMR to Food and Model Systems in Process Engineering. Tesis Doctoral. Technische Universität München, Alemania 

Goulao L, Oliveira C (2008) Cell wall modifications during fruit ripening: when a fruit is not the fruit. Trends in Food Science and Technology 19:4-25

Hadfield K, Bennett A (1998) Polygalacturonases: many genes in search of a function. Plant Physiology 117:337-343

Huber D (1984) Strawberry fruit softening: the potential roles of polyuronides and hemicelluloses. Journal of Food Science 49:1310-1315

IMAGEJhttp://rsbweb.nih.gov/ij/. Consultado el 16 de noviembre de 2011

Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificación. Frutas Frescas. Lulo de Castilla. Especificaciones. Bogotá: ICONTEC, 2002 (NTC 5093)
Kohn TH, Melton LD (2002) Ripening related changes in cell wall polysaccharides of strawberry cortical and pith tissues. Postharvest Biology and Technology 26:23-33

Lanchero O, Velandia G, Fischer G, Varela NC, García H (2007) Comportamiento de la uchuva (Physalis peruviana L.) en poscosecha bajo condiciones de atmósfera modificada activa. Revista Corpoica – Ciencia y Tecnología Agropecuaria 8:61-68
Létal J, Jirák D, Suderlova L, Hájek M (2003) MRI ‘texture’ analysis of MR images of apples during ripening and storage. Lebensm.-Wiss. u.-Technology 36:719-727

Levitt M (2008) Spin Dynamics: Basic Principles of NMR Spectroscopy. John Wiley & Sons

Manenoi A, Paull R (2007) Papaya fruit softening, endoxylanase gene expression, protein and activity. Physiologia Plantarum 131:470-480

Manrique J, Lajolo F (2004) Cell-wall polysaccharide modifications during postharvest ripening of papaya fruit (carica papaya). Postharvest Biology and Technology 33:11-26

Mariette F, Collewet G, Davenel A, Lucas T, Musse M (2012) Quantitative MRI in Food Science & Food Engineering. Encyclopedia of Magnetic Resonance by John Wiley & Sons Ltd.
Marigheto N, Hills B (2005) MRI as a Potential On-line Sensor of Apple Quality. En: Cemagref (Ed.) FRUTIC 05 Information and Technology for Sustainable Fruit and Vegetable Production. Montpellier, Francia 455-463
Muñoz-Barrio MT, Merodio C (1997) Magnetic Resonance Imaging/ A non-destructive approach to ripening state in fruits. Acta Horticultural 463:385-390

Musse M, Quellec S, Cambert M, Devaux M-F, Lahaye M, Mariette F (2008) Monitoring the postharvest ripening of tomato fruit using quantitative MRI and NMR relaxometry. Postharvest Biology and Technology 53:22-35

Musse M, De Guio F, Quellec S, Cambert M, Challois S, Davenel A (2010) Quantification of microporosity in fruit by MRI at various magnetic fields: Comparison with X-ray microtomography. Journal of Magnetic Resonance Imaging 28, 10. 1525-1534 doi: 10.1016/j.biortech.2008.11.018
Nelson N (1944) A photometric adaptation of the Somogyi method for determination of glucose. Journal of Biological Chemistry 153:378-380

Osterloh A, Ebert G, Held W-H, Schulz H, Urban E (1996) Lagerung von Obst und Südfrüchten. Verlag Eugen Ulmer, Stuttgart, Alemania p 253
Prabha T, Bhagyalakshmi N (1998) Carbohydrate metabolism in ripening banana fruit. Phytochemistry 48(6):915-920

Priya K, Prabha T, Tharanathan R (1995) Postharvest biochemical changes associated with the softening phenomenon in capsicum annuum fruits. Phytochemistry 42:961-966

Rodríguez J, Restrepo LP (2011) Activity of pectic enzymes involved in the ripening process of lulo (SolanumquitoenseLam.). Agronomía Colombiana 29:63-71
Ronen R, Zauberman G, Akerman M, Weksler A, Rot I, Fuchs Y (1991) Xylanase and xylosidase activities in avocado fruit. Plant Physiology 95:961-964

Rose JK, Lee HH, Bennett AB (1997) Expression of a divergent expansin gene is fruit-specific and ripening-regulated. Plant Biology 94:5955-5960
Rosli G, Civello M, Martínez A (2004) Changes in cell wall composition of three Fragaria x ananassa cultivars with different softening rate during ripening. Plant Physiology and Biochemistry 42:823-831

Shaarani, S Md, Cárdenas-Blanco A, Amin MHG, Soon NG, Hall LD (2010) Monitoring development and ripeness of oil palm fruit (Elaeis guneensis) by MRI and bulk NMR. International Journal of Agriculture and Biology 12: 101–105
Seymour G, Colquhoun I, Dupont M, Parsley K, Selvendran R (1990) Composition and structural features of cell wall polysaccharides from tomato fruits. Phytochemistry 29:725-731
Somogyi M (1952) Notes on sugar determination. Journal of Biological Chemistry 195:19-23

Srivastava M; Dwivedi U (2000) Delayed ripening of banana fruit by salicylic acid. Plant Scientarum 158:87-96.

Zainon M, Lieng-Hong C, Hamid H (2004) A comparative study on wall degrading enzymes, pectin modifications and softening during ripening of selected tropical fruits. Plant Science 167:317-327

Zhang L, McCarthy M (2012) Measurement and evaluation of tomato maturity using magnetic resonance imaging. Postharvest Biology and Technology 67:37-43

Zor T, Sellinger Z (1996) Linearization of the Bradford protein assay increases its sensivity: theorical and experimental studies. Analytical Biochemistry 236:302-308

_1460816116.unknown

