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Se evalué el efecto de la aplicacion de tratamientos térmicos de alta
temperatura (TAT) sobre la calidad y vida postcosecha de frutillas (Fragaria x
ananassa Duch.) cv Selva. Los tratamientos térmicos con agua caliente no resultaron
beneficiosos ya que incrementaron la incidencia de patégenos y el deterioro de los
frutos. Sin embargo, cuando los frutos se trataron con aire caliente (45°C, 3 h), se
observé una significativa dsminucion de las pérdidas postcosecha. Los principales
efectos hallados por la aplicaciéon de los TAT fueron un retraso general en la velocidad
de maduracion, una disminucion del ataque de patégenos y una reduccion en el
ablandamiento. Los beneficios de la aplicacion de TAT en los trabajos realizados hasta
la fecha han sido asociados con el efecto del calor sobre los patdogenos y/o los frutos.
No obstante, durante el tratamiento térmico el incremento en la actividad respiratoria
de los frutos provoca una elevada produccién de CO, que podria aportar un beneficio
extra desde el punto de vista de la postcosecha. Por lo tanto se realizaron tratamientos
térmicos de alta temperatura en presencia de peliculas plasticas de manera de retener
el CO, producido por los frutos durante el tratamiento. Los frutos tratados mostraron
un retraso en la evolucion del color y ablandamiento y una disminucion en el ataque de
patégenos, pero en este caso los efectos se observaron aun luego de 14 d de
almacenamiento. Los resultados hallados resultan favorables y muestran como una
innovacion tecnolégica la posibilidad de considerar este tipo de tratamiento como una
estrategia para la modificacion de atmdsferas en forma rapida (debido a la elevada
tasa respiratoria de los frutos durante el tratamiento), sencilla (no resulta necesaria la
utilizacion de equipos de inyeccion de gases) y economica (el fruto como fuente de
COy).

Los TAT retrasaron el ablandamiento tanto en la zona interna como externa del
receptaculo y provocaron una reduccion en la actividad endo-1,4-b-D-glucanasa y b-
xilosidasa y disminuyeron la degradacion de hemicelulosas. Las actividades de
poligalacturonasa y b-galactosidasa también fueron reducidas por los tratamientos
mientras que pectin metil-esterasa fue incrementada. Esto provoco6 una disminucion en
la tasa de degradacion de pectinas unidas covalentemente (PSyc)) y en el incremento
de pectinas labilmente unidas (PSy.0), l0 que podria estar asociado con una reduccion
en el clivaje de compuestos pécticos por enzimas hidroliticas. Por otra parte, los frutos
tratados térmicamente presentaron un  mayor contenido de pectinas unidas
ibnicamente (PSgpra) |0 que podria asociarse con en incremento en la actividad PME.
Los resultados hallados sugieren que el retraso de ablandamiento observado en los

frutos tratados estaria asociado con cambios provocados en la degradacion de las
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paredes celulares. La reduccion en la actividad EGasa y b-xil reduciria la degradacion
de compuestos de naturaleza hemicelulosica mientras que el incremento en la
actividad PME, al generar un mayor numero de sitios putativos para la formacion de
puentes de calcio, y la reduccion en la actividad PG podrian contribuir a retrasar el
desensamblaje de los compuestos pécticos.

El efecto de los TAT sobre la incidencia de enfermedades de postcosecha
resultaria de la coexistencia de diferentes factores conducentes a la reduccion del
ataque de patdégenos. Los TAT afectan directamente a los hongos al reducir la
velocidad de germinacion de conidios de Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea. Se
observan ademas efectos indirectos mediados por cambios en la fisiologia de los
frutos como consecuencia de los tratamientos: aumento en la actividad PPO, retraso
en la degradacion de las paredes celulares que podria dificultar el proceso de
penetracion y colonizacion de los tejidos, e incremento en la proteccién enzimatica y
no enzimatica contra especies reactivas del oxigeno, las cuales es conocido que se
acumulan durante la senescencia y ataque de patégenos. Resulta ademas de interés
mencionar que durante el TAT se produce un marcado incremento en los niveles de
acido salicilico cuya participacion en la sefializacién de respuestas de defensa en
plantas es aceptada. Finalmente, a fin de estudiar la posibilidad de extensién de la
utilizacion de TAT, se evalu6 el efecto de su aplicacion en boysenberries, frutos ain
mas perecederos que frutilla. Los resultados sugieren que la combinacion de
tratamientos térmicos (45°C, 1h) y almacenamiento refrigerado podria ser también una
estrategia de utilidad en boysenberries.

La realizacion de este trabajo permiti6 seleccionar TAT adecuados para
frutillas, optimizarlos y estudiar la posibilidad de aplicacion en otros sistemas. Por otra
parte se analizd6 en detalle el efecto de los TAT sobre el ablandamiento y la
disminucion en el ataque de patdgenos, aspectos de relevancia en tecnologia de
postcosecha. Los datos presentados sugieren que la aplicacion de estos métodos
alternativos a la aplicaciéon de productos quimicos podria ser de utlidad para
complementar la refrigeracion a fin de extender la vida postcosecha y mantener la
calidad de frutillas y boysenberries, lo cual resulta de interés ante la creciente

demanda de los consumidores por productos inocuos y de calidad.
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OBJETIVO GENERAL:

Analizar el efecto de los tratamientos térmicos de alta temperatura sobre la calidad y
fisiologia postcosecha de frutillas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Seleccionar un tratamiento térmico postcosecha adecuado para su aplicacion en
frutillas y evaluar el efecto de dicho tratamiento sobre la calidad y vida postcosecha de
los frutos.

2. Analizar el efecto de los tratamientos térmicos de alta temperatura sobre el
ablandamiento en frutillas (degradacién de pared celular y actividad de enzimas

asociadas al proceso).

3. Estudiar el efecto de los tratamientos térmicos de alta temperatura sobre el ataque
de patégenos de postcosecha en frutilla.

4. Evaluar el efecto de tratamientos fisicos combinados (tratamientos térmicos,
atmésfera modificada y refrigeracion) sobre la calidad y conservacion de frutillas y
analizar la influencia del estado de madurez sobre la respuesta a la aplicacion de

tratamientos térmicos de alta temperatura en frutilla.
5. Caracterizar el proceso de maduracién y desarrollo de un fruto altamente

perecedero como boysenberry y analizar el efecto de tratamientos térmicos de alta

temperatura sobre su calidad y vida postcosecha.
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4. Aspectos generales de

produccion, morfologiay

maduracion de frutillas
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4.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE FRUTILLAS

4.1.1. Lafrutillaen el mundo

La frutilla posee las mas variadas y complejas posibilidades de manejo ya que
puede madurar durante casi todo el afio. La naturaleza de su morfologia y fisiologia,
que permiten manejarla en condiciones de ambiente controlado y el desarrollo
cientifico y tecnoldgico en la produccion de esta fruta le han permitido un desarrollo
inusitado en las areas productivas alcanzando un mayor desarrollo que el resto de los
frutos pequefios con los que tradicionalmente se asocia (frambuesa, zarzamora). Se
ha convertido en un cultivo muy importante a nivel mundial por la atraccion que
ofrecen sus caracteristicas de forma, color, sabor y aroma, tanto para consumo directo
como para la elaboracion de salsas, conservas, congelados, yogures, bebidas y
helados (Branzanti, 1989).

Segun los datos estadisticos presentados por FAO, (FAOSTAT, 2004) la
produccion mundial de frutilla en el afio 2003 fue de 3.165.314 Tn. Si se analiza
la evolucion de la produccion mundial en los ultimos 40 afios, se observa que la misma
se ha incrementado en forma continua (Figura 1). Su cultivo se ha extendido a casi
toda Europa, principalmente en el Reino Unido, Francia, Alemania, ex-Yugoslavia,
Paises Bajos, Polonia y Espafia. En América, Estados Unidos y México constituyen los
principales productores (Tabla 1).
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2000000 -

Produccién (Tn)

1000000 A

0 . . . . . . . .
1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

Afio

Figura 1: Evolucion de la produccion mundial de frutillas. Fuente: FAOSTAT, 2004.
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Hay opiniones que sostienen que la frutila es uno de los productos con
creciente posibilidad de expansion de consumo, incluso a mercados alejados que
pueden ser abastecidos gracias al transporte aéreo. En este contexto el manejo
postcosecha toma un rol fundamental, ya que resulta imprescindible un correcto
tratamiento de los frutos para poder acceder a mercados distantes con fruta de calidad

y sin presentar elevadas pérdidas.

Tabla 1: Principales productores mundiales de frutilla. Fuente: FAOSTAT, 2004.

Pais Produccién (Tn)
Estados Unidos 835.300
Espafa 262.500
Japén 208.000
Corea 209.938
Polonia 160.000
Italia 158.774
México 150.261
Rusia 145.000
Turquia 120.000
Marruecos 90.000
Egipto 68.000

4.1.2. El mercado internacional

Segun estadisticas del Departamento de Agricultura de Estados Unidos,
Espafia es el primer exportador mundial (300.000 Tn) de frutilla fresca si bien hubo
una caida notable de la produccién en el 2002. Luego le siguen en importancia
EE.UU., México, Bélgica, Italia, y Polonia, de los cuales los dos primeros pronostican
incrementar levemente la produccion, mientras que en los demas casos se espera que
se mantenga o se reduzca. Alemania, Francia, EE.UU, Canada, Reino Unido y Japdn
son los seis mayores importadores de frutilla fresca y congelada (SAGPYA, 2004).

23



4.1.3. Lafrutilla en la Argentina

En Argentina se cultivan 1.100 hectareas de frutilla, de las cuales 290 se
encuentran en la Provincia de Tucuman. La zona tradicional de produccion de frutillas
en esta provincia es Lules, con 230 hectareas, la cual posee caracteristicas
agroclimaticas Optimas para la produccion de fruta en el invierno. La otra region
productora es Tafi del Valle, donde existen 60 hectareas en los valles de altura. En la
provincia de Santa Fe la principal zona productora se encuentra en Coronda. La
superficie cultivada es de aproximadamente 450 hectareas con una produccion anual
de 10.000 toneladas, lo que significa casi el 50% del volumen nacional. El resto de la
produccién se distribuye en Salta, Jujuy, Misiones, Corrientes y la Provincia de Buenos
Aires, que posee ventajas debido a la cercania a los principales mercados
consumidores. Esta amplia distribuciébn en la produccion hace que exista fruta
disponible durante todo el afio (Tabla 2).

Tabla 2: Epoca de cosecha de frutilla. Fuente: Kirschbaum y Hancock, 2000.

Region Provincia E|IFIM|A[IM|[J|J|A|S|O|N|D

Tucuman

Norte |Salta-Jujuy

Corrientes—Misiones

Coronda (Santa Fe)

Centro

Norte/Buenos Aires

Sur/Buenos Aires

Sur

Rio Negro-Neuguén

4.1.4. Exportacion de frutilla

La premisa es llegar a cualquier mercado con la misma calidad y frescura de
un fruto recién cosechado. Nuestro pais no tiene tradicion exportadora de frutas y
hortalizas frescas, y la escasa utilizacion de tecnologias de postcosecha para
mantener la calidad de los productos dificulta el acceso a mercados externos donde
pueden obtenerse mejores precios. Si bien la mayor parte de las exportaciones son de
fruta congelada (menos exigente en calidad que la fruta fresca), las nuevas reglas del
mercado podrian dinamizar la salida de fruta fresca. Las exportaciones del 2002
compensaron la marcada caida del consumo interno. La exportacion permitio
comercializar una buena parte de la produccion (Tabla 3).
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La frutilla fue durante los primeros nueve meses de 2003 el principal fruto blando
exportado sumando un total de 1.280 toneladas por un valor de 1.158.000 ddlares
(Kirschbaum, 2003). Los paises compradores de frutillas argentinas en forma
sostenida son EE.UU. y Brasil. Japon no compra frutillas frescas argentinas porque
nuestro pais tiene mosca de los frutos y la frutilla esta citada como hospedero de esa
plaga. En realidad, estudios realizados en la Argentina jamas detectaron mosca de los
frutos en frutilla y esto deberia servir de base para iniciar negociaciones para levantar

las restricciones (Kirschbaum, 2003).

Tabla 3: Exportaciones argentinas de frutilla (Tn). (Fuente: SAGPYA, 2004).

Destino 2001 2002
Estados Unidos 166 933
Brasil 497 507
China 0 291
Canada 3 203
Gran Bretafia 0 107
TOTAL 828 2291

4.2. ORIGEN Y MORFOLOGIA

4.2.1. Principales especies del género Fragaria

La frutilla pertenece a la Familia Rosaceas, Subfamilia Rosoideas, Tribu
Potentillea y género Fragaria. Su nombre deriva del latin “Fragans” lo cual esta
relacionado con el aroma caracteristico que presentan sus frutos. Las especies del
género Fragaria (mas de 150) se encuentran ampliamente distribuidas en el mundo
siendo las principales:

-F vesca L.: Diploide. Llamada frutilla de los bosques y caracterizada por frutos

pequefios, semi-esféricos, con numerosos aquenios, de pulpa clara y muy aromatica.

-Fragaria viridis Duch.: Diploide. Espontanea en Europa y el Caucaso. Fruto verdoso,

firme, arématico y con aquenios hundidos.

-Fragaria_ moschata Duch.: Hexaploide. Caracteristica del Norte de Europa y Rusia.

Frutos globosos, de color variable, con aquenios salientes.
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-Fragaria chiloensis Duch.: Octoploide. Originaria de Chile y Argentina. Frutos de

tamafio medio con pocos aquenios y poco aromaticos.

-Fragaria_ovalis Rhydb: Octoploide. Originaria de Norteamérica. Fruto de tamafio

medio, rosado, blando y con presencia de aquenios hundidos.

-Fragaria virginiana Duch: Octoploide. Originaria de Norteamérica. Frutos de buen

tamafo, pero menores que los de F. chiloensis. Aquenios hundidos y color rosa a rojo

oscuro, con pulpa blanca y aromaticos.

4.2.2. Lafrutilla cultivada

Frutos de F. chiloensis fueron llevados desde Chile hacia Europa por un
Capitan de navio. No obstante, debido a que solo se llevaron plantas femeninas estas
no fructificaban. Sélo cuando se pusieron en contacto con otros individuos de flores
hermafroditas de F. Virginiana, comenzaron a fructificar obteniéndose hibridos de F.
virginiana como polinizadora de F. chiloensis. La frutilla cultivada actualmente se
reconoce como un hibrido entre las dos especies mencionadas anteriormente y se
designa como Fragaria x ananassa Duch., (Branzanti, 1989). ElI complejo origen de la
especie, junto con la facilidad con la que ocurren los cruzamientos, ha dado lugar a un
elevado nimero de cultivares con caracteristicas diferenciales desde el punto de vista
productivo y de calidad de fruto. La diseminacion del cultivo de frutilla por casi todo el
mundo se debe al desarrollo de variedades con distinto grado de adaptacion ecolégica
y a los modernos sistemas de manejo de cultivo (Figura 2), lo cual hace posible su
produccion desde las regiones frias hasta las regiones tropicales y subtropicales.

Figura 2: Cultivo de frutillas.
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4.2.3. Principales variedades cultivadas

P4jaro: El fruto se destaca por su calidad. De buen sabor, de forma tronco conica
regular, ligeramente alargado, color superficial rojo brillante e interior también

coloreado. Es una de las variedades de mayor aceptacion en el mercado internacional.

Chandler: Tiene buen tamafo, es firme, cuneiforme, buen sabor y color rojo por
dentro, no tan regular como Pajaro. En determinadas condiciones climéticas se
presenta una maduracion incompleta, quedando el apice de la fruta de color verde o
blanco.

Camarosa: Variedad de dia corto similar a 'Chandler' pero con mayor productividad
total, frutos mas grandes, mas firmes. Presenta un fruto grande, muy precoz, de color

rojo brillante externamente, coloreado interiormente y de buen sabor y firmeza.

Oso_Grande: Su inconveniente es la tendencia del fruto al rajado. No obstante
presenta buena resistencia al transporte. De color rojo anaranjado, forma de cufia
achatada, calibre grueso y buen sabor.

Selva: Variedad de dia neutro introducida en 1983 por la Universidad de California.
Cuneiforme, color rojo anaranjada y no se oscurece. Buen tamafio y muy firme, no

tiene muy buen sabor, es poco jugosa y muy dura al final de la temporada.

Douglas: El fruto es cuneiforme, corto, regular. Posee aquenios amarillos muy visibles,
buen calibre. Es firme y se adapta bien al transporte. Se desprende con bastante

facilidad del céliz.

Fern: Fruto conico, alargado y muy irregular. Es rojo brillante pero con tendencia al

oscurecimiento. De tamafio medio y no muy firme, pero con buen sabor.
Seascape: Universidad de California, 1991.Variedad de dia neutro similar a Selva. Se

destacan su sabor, alto rendimiento, gran tamafo de frutos, firmeza, apariencia

atractiva.
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Sweet Charlie: Variedad de dia corto, fruta de tamafio medio, roja y de excelente

sabor. Presenta la ventaja sobre las demas variedades de ser resistente a antracnosis.

Milsei: Frutos grandes, cilindricos, alargados, aquenios semi-hundidos, color rojo
brillante, arométicos, buena aptitud para el transporte, dureza similar a Chandler.

Rosa Linda: Frutas conicas tamafio medio. Color rojo brillante, color interno rojo, mas

firme que Sweet Charlie, buen sabor y aromatica.

Diamante: Produce frutos firmes de sabor y aroma no muy marcado. Poseen buen
color interno y muy buen comportamiento de postcosecha. Al igual que Selva,

produce durante toda la estacion de crecimiento.

4.2.4. Morfologia
La planta de frutilla puede vivir varios afios, sin embargo dura uno o dos afos

en produccion econémica, ya que en cultivos de mayor edad las plantas se muestran
manifiestamente mas débiles, con bajo rendimiento y frutas de menor calidad debido a
una mayor incidencia de plagas y enfermedades (PROEXANT, 2004).

Raices: Son de aspecto fibroso, se originan en la corona, se dividen en primarias que
son responsables del soporte y nacen en la base de las hojas, y secundarias que son
mas delgadas y de color marfil. Las raices pueden penetrar en el suelo hasta 0,80 m,
pero generalmente se encuentran en los primeros 0,40 m. Las raices secundarias
forman la masa radicular cuya funcion principal es la absorcion de los nutrientes (Olias
y col., 1998). Sélo se puede obtener una buena produccién con un sistema radicular

abundante y sano.

Tallo: La frutilla es una planta perenne manejada como anual, presenta un tallo de
tamafio reducido denominado corona, lleva las yemas tanto vegetativas como florales
y de ella nacen: las hojas, los estolones y las inflorescencias (Branzanti, 1989). En una
corona sana, al hacer un corte vertical o transversal, se deben observar su centro de
color claro, sin manchas o coloraciones rojizas, que seran indice de alguna
enfermedad fungica.

28



Hojas: Se hallan insertas en peciolos de longitud variable, son pinadas o palmeadas,
subdivididas en tres foliolos, pero es comun que en algunas variedades existan 4 6 5
(Figura 3). Tienen estipulas en su base y son de color verde intenso. Tienen un alto
namero de estomas, lo que permite su transpiracion y a la vez las hace muy

susceptibles a la falta de humedad.

Estolén: Es un brote delgado, largo, rastrero, que se forma a partir de las yemas
axilares de las hojas situadas en la base de la corona. Se desarrollan en gran cantidad
en épocas de alta temperatura y fotoperiodos prolongados. En el extremo del estolén
se forma una roseta de hojas que en contacto con el suelo emite raices, lo que origina
una nueva planta con idénticos caracteres que la planta madre (Figura 3). Si todos los
estolones se desarrollan libremente en forma radial, se obtienen hijas que después de
su primer desarrollo emiten raices. Sin embargo, en una plantaciéon comercial no es
aconsejable dejar crecer estos estolones ya que debilitan las plantas, bajando la
produccion de fruta. Los estolones constituyen el método mas facil ce propagacion
(PROEXANT, 2004).

Figura 3: Morfologia de la planta de frutilla.

Flores: La flor de la frutilla es de simetria actinomorfa (radial), pedunculada, con un
grueso receptaculo que se hipertrofia después de la fecundacion para convertirse en la
parte carnosa y comestible. Las flores pueden ser perfectas (hermafroditas), con
organos masculinos y femeninos (estambres y pistilos), o imperfectas con un solo
organo masculino o femenino (unisexuales). Cada flor perfecta esta constituida por un
caliz, compuesto normalmente por 5 sépalos, o0 mas frecuentemente por un nimero

variable, una corola compuesta generalmente por 5 pétalos que a menudo pueden ser
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mas de 12, generalmente blancos de forma variable, desde elipticos a redondeados u
ovalados (Figura 4). Posee numerosos organos masculinos (estambres), compuestos
cada uno por filamentos de longitud variable, que sostienen las anteras. Las mismas
estan dispuestas en tres verticilos, fundamentalmente en nimero multiplo de 5, desde
5 hasta 40, insertos en la periferia de un érgano que tiene la forma de copa invertida
(receptaculo). Las flores son de color blanco-rosado, se ubican en inflorescencias
largas y son polinizadas por insectos, en especial por abejas y por el viento (Branzanti,
1989). Si la polinizacion no es completa y quedan pistilos sin polinizar, el fruto resulta
deformado. Por esta razén, es recomendable el uso de colmenas en un frutillar. Las
flores insertas en el eje central de la inflorescencia se abren primero y dan frutos mas
grandes, mientras que las insertas en los ejes secundarios y terciarios y sucesivos
tienen un nimero menor de pistilos y dan frutos de menor dimensién. Es frecuente que

las flores més tardias no den fruto sino que aborten.

Figura 4: Flores de frutilla.

Inflorescencia: Las flores estan agrupadas en inflorescencias. Poseen tallos

modificados, en las que una bractea sustituye en cada nudo a una hoja, mientras que
la yema axilar de ésta se desarrolla en una rama secundaria o eje de la inflorescencia
(Olias y col., 1998). Las inflorescencias son del tipo cimoso que pueden tener un
raquis con ramificacion alta o ramificacion basal. En el primer caso dan una mayor

facilidad para la recoleccion.
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Fruto: Es un fruto mdltiple denominado botanicamente "eterio", cuyo receptaculo
constituye la parte comestible (Figura 5). Los aquenios, llamados vulgarmente
semillas, son frutos secos indehiscentes, uniseminados, de aproximadamente 1 mm
de largo, que se encuentran insertados en la superficie del receptaculo o en pequefias
depresiones mas o menos profundas denominadas criptas. El color de los aquenios
puede ser amarillo, rojo, verde o marrén. Un fruto mediano suele tener de 150 a 200
aquenios, pudiendo llegar hasta 400 en los frutos de gran tamafio. Después de la
fecundacion, los 6vulos al convertirse en aquenios estimulan el engrosamiento del
receptaculo que finamente constituird la parte comestible. El receptaculo maduro tiene
hasta 5 cm de diametro de forma achatada, globosa, conica, reniforme, redondeada,
alargada, etc (Branzanti, 1989). Su color puede ser rosado, carmin, rojo o purpura. El
receptaculo presenta una gran variedad de sabores, aromas y una textura que
caracteriza a cada variedad. En la base del fruto se encuentra el céliz con sépalos
adherentes, libres o reflexos y de color verde, aunque en ciertos casos pueden
presentar tintes rojizos.

_..— Receptaculo

Aduenio
——— Tallo modificado

Estambre

Figura 5: Estructura del fruto.
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4.3. MADURACION DE FRUTILLAS

4.3.1. Crecimiento

Los frutos muestran un crecimiento rapido logrando el maximo tamafo 30 dias
luego de la antesis dependiendo de las condiciones ambientales. La cinética de
crecimiento muestra patrones diferentes segun el cultivar estudiado. En algunos casos
se observan curvas sigmoideas simples (Forney y Breen, 1985; Stutte y Darnell, 1987)
mientras que en otros se han descrito curvas doble sigmoideas (Archbold y Dennis,
1984; Perkins-Veazie y Huber, 1987). El tamafio de los frutos esta influenciado por la
posicion en la inflorescencia. Los frutos primarios presentan mayor tamafio que los
secundarios y estos a su vez son mas grandes que los terciarios (Moore y col., 1970).
Las tasas de crecimiento de los frutos primarios y secundarios son similares, pero los
tltimos presentan una mayor fase de retardo para iniciar el crecimiento activo lo que
determina un menor tamafo final. La remocién de los frutos primarios provoca un
incremento en el tamafio de los frutos secundarios, indicando un proceso de
competencia entre los frutos de la misma inflorescencia. El tamafio final de los frutos
se encuentra ademas correlacionado positivamente con el tamafio y nimero de
aqguenios formados.

4.3.2. Desarrollo y maduraciéon

El tiempo necesario para que los frutos se desarrollen totalmente depende de
la temperatura (Perkins-Veazie y Huber, 1987) y puede variar entre 20 y 60 dias. El
proceso de maduracion ocurre rapidamente y las condiciones de calidad del fruto se
mantienen por un corto tiempo. Este proceso involucra cambios en el color (Figura 6),
sabor y textura (Manning, 1993).

Figura 6: Estadios de desarrollo de frutillas.
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Composicién del fruto

Aqua: Es el componente mas abundante de los frutos, encontrandose en niveles
comprendidos entre 89 y 94% (Tabla 4). Los frutos son altamente sensibles a la
deshidratacion, lo que determina que sea recomendable realizar el almacenamiento
postcosecha a 90-95% de humedad relativa y evitar cualquier tipo de dafios ya que

facilitarian la deshidratacion (Olias y col., 1998).

Azucares: Los azucares son uno de los principales componentes de frutillas (Tabla 4).
La sacarosa, glucosa y fructosa representan mas del 99% del total en los frutos
maduros, encontrandose xilitol, sorbitol y xilosa en pequefias proporciones (Makinen y
Soderling, 1980). La glucosa y fructosa se encuentran en proporciones similares en
frutos maduros y constituyen un 83% del total de los azlcares (Wrolstad y
Shallenberger, 1981). Si bien el contenido de azlcares es variable segun el cultivar,
época del afio y ubicacion geogréfica, la relacion entre glucosa y fructosa se mantiene
relativamente constante. Con respecto a los cambios durante el desarrollo y
maduracion, el contenido de sacarosa es muy bajo en los primeros dias post-antesis,
pero luego aumenta hasta el viraje de los frutos para mostrar un nuevo descenso en
los Ultimos estadios. En el caso de la glucosa y fructosa, luego de los 10 dias post-
antesis se observa un incremento hasta el final de la maduracion de los frutos
(Woodward, 1972).

Acidos: Después de los azlcares, los &cidos constituyen los componentes mas
abundantes de los soélidos solubles. Los acidos organicos poseen importancia desde el
punto de vista de la calidad aganoléptica (Hulme, 1971). Por otra parte pueden
regular el pH a nivel vacuolar y con ello afectar la coloracién de los frutos. La acidez se
incrementa hasta el estadio verde y luego se observa un descenso en la medida que
progresa el proceso de maduracion. El acido mas abundante en frutilla es el acido
citrico aunque también se encuentran cantidades considerables de &cido malico y en
menor medida, acido ascoérbico, isocitrico, succinico, oxalacético, glicérico y glicélico.
Los niveles de acidez son variables, pudiéndose encontrar valores de 0,5 a 1,5%
(Mitchell y col., 1996). Durante la maduracion la acidez disminuye, siendo las
variaciones en los acidos malico y citrico las responsables de las diferencias de acidez
entre frutos maduros y sobremaduros.
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Vitamina C: El acido ascorbico no se aislé hasta 1932. Se trata de un componente
esencial para la dieta, cuya deficiencia puede ocasionar escorbuto. Las frutas y
hortalizas son en general una fuente importante de vitamina C. No obstante, los
niveles encontrados en los diferentes productos son muy variables. El contenido de
acido ascorbico en frutos blandos y particularmente en frutilla es elevado (500 mg kg™)
aunque los niveles oscilan dependiendo de la variedad, estado de madurez y
condiciones de cultivo. El acido ascérbico es una de las vitaminas mas labiles, por lo
gue el adecuado manejo de postcosecha es fundamental para evitar caidas abruptas
en sus niveles (Olias y col., 1998).

Pigmentos: Las antocianinas se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas y
son las responsables del color rojo, rosado, purpura y azul de muchas flores y frutos.
Son derivados de los flavonoides solubles en agua, los cuales pueden encontrarse
acetilados y glicosilados. El aglicon se conoce como antocianidina. Existen 6
antocianidinas comunes (Figura 7).

R
HC &
@ CH
0 H R,
OH
R, R, Antocianidina
H Pelargonidina
OH H Cianidina
OH OH Delfinidina
.:..::H3 H Peonidina
DCHE CH Petunidina
DCHE DCHE Malvidina

Figura 7: Estructura de las principales antocianidinas

presentes en plantas.
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Las antocianidinas raramente se encuentran en forma libre, ya que forman
glicosidos denominados antocianinas. Los azUcares presentes pueden incluir a la
glucosa, ramnosa, galactosa y arabinosa. A su vez los azlcares generan nuevos sitios
de modificacibn ya que pueden estar acetilados con acidos como el pcumaérico,
cafeico, ferulico, sinapico, acético, malonico o p-hidroxibenzoico. Debido a la
diversidad en la glicosilacion y acetilacién existen por lo menos 300 antocianinas
diferentes. Las antocianinas son los pigmentos responsables del color de la frutilla
siendo el principal compuesto presente el pelargonidin-glucésido (Manning, 1993).
Finalmente resulta de interés que estos compuestos poseen capacidad antioxidante lo
gue determina su relevancia no sélo desde el punto de vista estético sino también
desde el punto de vista nutricional.

Tabla 4: Composicion quimica y nutricional de frutillas.

Componente Valor para 100 g de fruto
Agua 89-94 ¢g
Hidratos de Carbono 5-10¢g
Proteinas 0,5-09¢g
Grasa 0,1-04¢9
Cenizas 1-3¢g
Calorias 37 kcal
Vitamina A 60 Ul
Vitamina C 20-70 mg
Tiamina 0,03 mg
Riboflavina 0,07 mg
Niacina 0,6 mg
Hierro 1 mg
Sodio 1 mg
Potasio 164 mg
Calcio 21 mg
Fosforo 21 mg
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Generalidades de fisiologia de frutillas

La frutilla, al igual que otros frutos, requiere de un aporte continuo de energia
para poder llevar adelante los procesos metabdlicos. Esta energia es obtenida
mediante el proceso de respiracion. La diferencia de los frutos cosechados con
respecto a los unidos a la planta madre es que en el momento de la recoleccién los
frutos son privados de la fuente de agua y compuestos organicos. De este modo,
consumen durante la postcosecha sus reservas a fin de poder conservar la
homeostasis. En el caso particular de frutilla, la tasa respiratoria es elevada (50-100 ml
CO, kg™ h™ a 20°C) por lo que resulta fundamental el control de este proceso mediante
tecnologias adecuadas a fin de evitar el deterioro del fruto (Mitchell y col., 2000).

Requlacién del proceso de maduraciéon

La frutilla es considerada un fruto no-climatérico debido a la ausencia de un
pico respiratorio durante el proceso de maduracién (Olias y col., 1998). No obstante,
el etileno muestra algunos efectos sobre el proceso de maduracion de frutillas
acelerando el desarrollo de color. A pesar de esto se considera que el etileno no es
una de las hormonas fundamentales desde el punto de vista de la regulacién del
proceso de maduracion. Los estudios iniciales mostraron que el crecimiento del
receptaculo es regulado por los aquenios, que la aplicacion de auxinas sintéticas
permite restablecer el crecimiento en receptaculos en los que los aquenios han sido
removidos y que lo mismos son una fuente de &cido indol-3-acético. Con respecto a la
influencia de las auxinas en la maduracion, la hipétesis de que resultan fundamentales
en dicho proceso comenzo a apoyarse a partir de fines de 1980. En un estudio Given'y
col. (1988c) mostraron que la remocion de los aquenios de la mitad de un fruto verde
acelera el proceso de maduracion, mientras que la aplicacion exégena de ANA
previene el avance de la maduracion. La hip6tesis propuesta por los autores sostiene
gue la produccion de auxinas en los aquenios inhibe la maduracion en frutos verdes, y
gue a medida que el fruto se desarrolla disminuye el contenido de auxinas en los
aquenios, modulando la maduracion. Trabajos mas recientes utilizando técnicas de
gendmica, muestran que un gran nimero de genes cuya expresion se incrementa
durante la maduracién son reprimidos por auxinas, apoyando la teoria mencionada
anteriormente (Aharoni y col., 2002). No obstante, esto no se cumple para todos los
genes inducidos durante el proceso normal de maduracion de frutillas (Aharoni y col.,
2002; Civello y col., 1999), por lo que deberian existir otros reguladores del proceso de

maduracion.
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4.4. GENERALIDADES DE CALIDAD Y POSTCOSECHA DE FRUTILLAS

Cosecha: Las frutillas deben cosecharse como minimo cuando presentan mas de un
50% de su superficie color rojo (SAGPYA, 1998). No obstante los azlcares contindan
acumulandose hasta el final de la maduracion, por lo que la cosecha temprana
disminuye la calidad organoléptica. Las frutillas deben ser cosechadas con el mayor
cuidado para poder llegar al mercado en buenas condiciones. En los meses calurosos,
es deseable cosechar en las horas mas frescas del dia. Usualmente la cosecha tiene
lugar cada dos dias durante el periodo que corresponde al pico de produccion, pero
muchas veces se hace necesario efectuar una recoleccion diaria. Los frutos
cosechados deben colocarse delicadamente en el recipiente de recoleccion,

separando aquellos defectuosos o fuera de tipo.

Parametros de calidad: Los parametros a tener en cuenta incluyen la apariencia

(color, forma, tamafio, ausencia de defectos), firmeza, sabor (solidos solubles, acidez,
aroma), y valor nutricional (vitamina C). Se recomiendan niveles de solidos solubles
de 7% y de acidez de 0,8%. El caliz debe presentarse verde y turgente (Mitchell y col.,
1996).

Recomendaciones generales de manejo postcosecha: La frutilla presenta una
elevada tasa respiratoria (Tabla 5). Por este motivo se recomienda su almacenamiento
a 0-1°C y un 90-95% de humedad relativa (Mitcham, 1996). Bajo estas condiciones su
vida de postcosecha es de 7-10 dias.

Tabla 5: Actividad respiratoria de frutillas. Fuente: Mitchell y Mitcham, 1996.
0°C 10°C 20°C

Actividad respiratoria 6-10 25-50 50-100
(ml CO, kg*h™)

Con respecto al etileno la produccion es muy baja (< 0.1 pl C,H, kg™ h™ a 20°C)
y la respuesta de los frutos a esta hormona no es muy marcada (Kader, 1992). No
obstante la remocion del etileno de la atmoésfera de almacenamiento reduce la
incidencia de enfermedades. Las enfermedades y el ablandamiento excesivo son las
principales causas de deterioro en frutillas por lo que debe prestarse especial atencion
a estos aspectos a fin de extender su vida postcosecha (Salunkhe y Desai, 1984).
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Capitulo |

“Efecto de tratamientos térmicos
de alta temperatura sobre calidad
y vida postcosecha

de frutillas”
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1. INTRODUCCION

Existe una elevada preocupacion de los consumidores respecto a la inocuidad
de los productos asi como un incremento en las exigencias de calidad de los mismos
(Klein y Lurie, 1991). Esto ha aumentado la necesidad de encontrar métodos
alternativos en el manejo de productos frutihorticolas (Lurie, 1998). Los métodos
térmicos resultan de interés como alternativas o complemento de los tratamientos
quimicos tradicionales durante el almacenamiento de postcosecha y han sido
utilizados por mas de un siglo para controlar patdgenos (Grondeau y Samson, 1994).
Mas recientemente se ha descrito que pueden modificar numerosos aspectos
vinculados con la fisiologia de los frutos. Esto ha determinado que se encuentren
actualmente estudiando con detenimiento las potencialidades de su aplicacion y su

adaptacion a escala comercial (Fallik, 2004).

1.1. Métodos de aplicaciéon

La aplicacion de tratamientos térmicos de alta temperatura en frutos puede

realizarse utilizando agua caliente, vapor o aire caliente (Lurie, 1998).

a. Tratamientos con aqua caliente

El agua caliente fue utilizada en un principio para el control de hongos pero su
uso luego se extendiod para el control de insectos. Estos tratamientos resultan Gtiles en
muchos casos para el control de hongos ya que las esporas de los mismos se
encuentran en forma latente a nivel superficial o entre las primeras capas de células
por debajo de la piel de los frutos. Los tratamientos por lo comun se aplican durante
pocos minutos, ya que el agua es un medio de transferencia de calor mas eficiente
gue el aire (Shellie y Mangan, 1994). Muchos productos pueden tolerar la exposicion a
temperaturas entre 50-60°C por 10 min, pero el control de hongos se puede realizar en
condiciones menos drasticas (Barkai-Golan y Phillips, 1991). También se han
realizado tratamientos térmicos con agua mediante ducha (Fallik, 2004). Para ello se
utilizan maquinas que pueden asperjar agua caliente sobre los productos y que
pueden adicionarse a las lineas tradicionales de clasificacién y acondicionamiento
(Fallik y col., 1996a). En ellas los productos son transportados por una serie de rodillos
rotatorios y mediante picos aspersores son sometidos a una ducha con agua caliente.
Este tipo de tratamiento resulta de utilidad tanto para controlar patbgenos como para
eliminar suciedad de las superficie de los productos (Prusky y col., 1999; Fallik y col.,
1996b,c).
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Los tratamientos con agua caliente también se han utilizado para el control de
insectos (Couey, 1989; Paull, 1994). En estos casos, los tiempos de inmersion son
mas prolongados a temperaturas inferiores a 50°C, a diferencia del control de muchos
hongos que suele realizarse por unos pocos minutos a temperaturas entre 45y 60°C.

b. Tratamientos con vapor

Estos tratamientos consisten en colocar los frutos en contacto con aire
saturado con vapor a temperaturas entre 40 y 50°C, a fin de matar huevos y larvas de
insectos y se emplean como tratamientos cuarentenarios en forma previa a los
embarques (APHIS, 1998). La transferencia de calor se produce por la condensacion
del vapor de agua en las superficies frias. Este procedimiento fue utilizado en un
principio para el control de la mosca del Mediterraneo (Ceratitis capitata Wiedemann) y
de la mosca Mexicana (Anastrepha ludens Loew) (Baker, 1952). No obstante, cuando
el dibromuro de etilo y el bromuro de metilo comenzaron a utilizarse como fumigantes
a un bajo costo, los tratamientos con vapor fueron abandonados. Con la prohibicion
del uso del dibromuro de etilo en 1984 y la inminente prohibicién del bromuro de metilo
en el 2010, es muy probable que los tratamientos con vapor comiencen a expandir su
uso nuevamente (Klein y Lurie, 1991).

c. Tratamientos con aire caliente

El aire caliente puede aplicarse colocando los frutos en camaras de
calentamiento con o sin aire forzado. EIl proceso de calentamiento con aire es mas
lento que en el caso de los tratamientos con agua o vapor, lo que determina en
general la realizacion de tratamientos mas prolongados. Los tratamientos térmicos con
aire caliente resultan de especial interés para estudiar los efectos fisiolégicos sobre los
frutos (Klein y Lurie, 1991; 1992). Por otra parte, resultan la Unica estrategia posible en
el caso de frutos que puedan ser afectados por elevada humedad o mojado superficial.
En el caso de los tratamientos para el control de insectos, la utilizacion de tratamientos
con aire caliente resulta beneficiosa en algunos productos que puedan ser sensibles al
calentamiento a velocidades elevadas. Se han desarrollado tratamientos con aire
caliente para el control de mosca del Mediterraneo, mosca del melén y mosca oriental
en papayas (Armstrong y col., 1995). La exposicion a altas temperaturas con aire
caliente forzado también puede reducir el ataque de Botrytis cinerea (Klein y col.,
1997; Fallik y col., 1993) y de Penicillum expansum en manzanas (Fallik y col., 1996c;
Kleiny col., 1997).
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1.2. Objetivos buscados mediante la realizacién de tratamientos térmicos de alta

temperatura
Los efectos beneficiosos de los tratamientos térmicos de alta temperatura se

encuentran bien documentados (Lurie, 1998; Klein y Lurie, 1991). Su utilizacién puede
orientarse a la busqueda de uno o mas de los siguiente objetivos:

a. Control de insectos

La utilizacion de tratamientos térmicos para el control de insectos comenzé a
realizarse a comienzos del siglo XX (Baker, 1952). Este autor encontré que huevos y
larvas de la mosca del Mediterraneo Ceratitis capitata morian luego de 8 h a 43°C. El
principal método utilizado con este fin es el ratamiento con vapor. Cada producto
posee diferentes requerimientos con respecto a la tasa de calentamiento y el tiempo
que puede mantenerse a 43-46°C sin sufrir dafio. Se han utilizado para citricos
(Hawkins, 1932), papaya (Seo y col., 1974), pimiento verde (Sugimoto y col., 1983),
berenjena (Furusawa y col., 1984), mango (Merino y col., 1985) y otros productos.

En el caso de tratamientos con agua caliente, el pre-acondicionamiento de
pepinos a 32°C por 24 h permitié que los frutos fueran luego mantenidos a 45°C por 1
h a fin de controlar la mosca del melén, sin sufrir dafio alguno (Chan y Linse, 1989).

b. Reduccién del atague de patégenos

Otro posible objetivo buscado mediante la aplicacion de tratamientos térmicos
es la reduccion de la incidencia de enfermedades de postcosecha. Los tratamientos
para control de patdgenos pueden realizarse por cualquiera de los tres métodos
mencionados anteriormente (agua, aire o vapor). La utilidad de tratamientos con agua
a 45-55°C por 10-20 min para el control de Colletotrichum gloesporoides y Phytophtora
palmivora en papaya y Monilia fruticola y Rhizopus stolonifer en duraznos ha sido
descrita (Smith, 1971; Couey y col., 1984).

c. Disminucién de la incidencia de alteraciones fisiolégicas
Estudios con diferentes organismos han demostrado que la exposicion a

temperaturas elevadas subletales induce termotolerancia, lo cual los protege de una
segunda exposicion a temperaturas normalmente letales. La sintesis de proteinas de
shock térmico (HSP) es parte de la respuesta de todos los organismos al estrés por
altas temperaturas (Lindquist, 1986). La correlacion entre HSP y termotolerancia ha
sido establecida en diferentes organismos.
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En los dltimos afios, ha sido hallado que el estrés ocasionado por altas
temperaturas puede acondicionar a los vegetales a las bajas temperaturas. Salveit
(1991) encontré que la aplicacion de TAT redujo la sensibilidad al frio en pepino. En el
caso de tomates la aplicacion de TAT por 2-3 d a 30°C, permitié que los frutos puedan
almacenarse hasta 2 meses a 2°C sin sufrir dafio por frio (Lurie y Klein, 1991; Lurie y
Sabehat, 1997). Esta respuesta ha sido encontrada en numerosos productos
incluyendo palta (Woolf, 1995), citricos (Rodov y col., 1995), pepino (McCollum y col.,
1995), mango (McCollum y col., 1993), pimiento (Mencarelli y col., 1993), caqui
(Burmeister y col., 1997; Lay-Yee y col.,, 1997) zuchini (Wang, 1994) y otros. No
obstante, las respuestas suelen depender del cultivar analizado. El dafio por frio ha
sido asociado con alteraciones a nivel de las membranas celulares (Lyons, 1973), y
los tratamientos térmicos de alta temperatura suelen provocar modificaciones en las
mismas. Tratamientos a 35-40°C reducen la pérdida de electrolitos (indicador de dafio
en membranas) cuando los frutos se almacenan a temperaturas en las cuales sufren
dafio por frio (Saltveit, 1991). Cuando se analizé la composicion de membranas en
frutos tratados térmicamente a 38°C por 4 d se observd un incremento en la
insaturacién y en el contenido de fosfolipidos respecto a los frutos no tratados (Lurie y
col., 1995). Whitaker y col. (1997), analizando el contenido lipidico de membranas,
también encontraron una mayor insaturacion en frutos sometidos a tratamientos
térmicos de alta temperatura (TAT). Estas modificaciones podrian provocar una mayor
fluidez de las membranas a bajas temperaturas, y evitar asi el dafo.

Otras alteraciones fisiologicas han sido reducidas mediante la aplicacion de
TAT. En el caso de manzanas la escaldadura superficial es un problema que ocasiona
manchas en los frutos desmereciendo su valor comercial, y que ha sido correlacionado
con la oxidacién del a-farneseno, un componente presente en las ceras de los frutos
(Huelin y Coggiola, 1970a,b). La aplicacion de TAT permiti6 inhibir la incidencia de
escaldadura superficial en manzana. Asimismo otra alteracion como el pardeamiento
enzimatico también fue reducida mediante la aplicacion de tratamientos térmicos de
alta temperatura en peras (Maxie y col., 1974) y lechuga (Saltveit, 2000).
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d. Retraso del proceso de maduracion

La maduracion de frutos se caracteriza por cambios en el color, ablandamiento
de la pulpa, e incrementos en la relacion entre azlcares y acidos. La exposicion de
frutos a altas temperaturas atenda algunos procesos mientras que acentla otros. Esta
situacion anémala resulta en frutos que pueden mantener su calidad por mas tiempo
respecto a los frutos no tratados (Shellie y Mangan, 1994). La exposicién a
temperaturas superiores a 35°C ocasiona la inhibicion del proceso de maduracion en
diferentes frutos (Paull, 1990; Lurie, 1998). El calentamiento de tomates verdes por 2 6
3 d a 30°C inhibio6 reversiblemente la maduracion y disminuyo las pérdidas durante el
almacenamiento (Lurie y Sabehat, 1997). Considerando que el proceso de maduracién
requiere la ejecucion de un programa finamente controlado a nivel genético, un
aspecto central a estudiar es el efecto del estrés de alta temperatura sobre la sintesis

de proteinas y acidos nucleicos.

d.1l. Metabolismo de proteinas

La exposicién de peras a temperaturas de 40°C provoca la disrupcion en la
sintesis de proteinas al provocar una alteracién en los polisomas. Esta respuesta es
reversible y existe una buena correlacién entre la sintesis de proteinas y el progreso
del proceso de maduracion. El retraso en el ablandamiento de papaya por la
aplicacion de tratamientos térmicos correlaciona con la disminucion en los niveles
normales de poligalacturonasa (Chan y col., 1981; Paull y Chen, 2000). No obstante
no solo se observa una disminucibn en la sintesis de proteinas sino un
redireccionamiento del proceso (Lurie y Klein, 1991). La sintesis de proteinas de shock
térmico se incrementa en células de pera expuestas a temperaturas de 40°C por 8 h
(Ferguson y col., 1994). En manzanas mantenidas a 38°C por 4 d se observo una
reducciodn en la sintesis total de proteinas y la aparicion de nuevos polipéptidos de 14-
22 kD, 68 y 92 kD correspondiendo con los pesos moleculares de las HSP (Klein y
Lurie, 1991). Las HSPs poseen un rol fundamental en la funcion celular durante el
estrés a las altas temperaturas (Vierling, 1991). La funcién de algunas HSPs estaria
vinculada con la prevencién de la agregacion y del plegamiento inadecuado de
proteinas (Vierling, 1997). Resulta de interés remarcar que si bien el estrés térmico de
alta temperatura provoca un incremento en la sintesis de proteinas de shock térmico,
muchas de las cuales cumplen la funcioén de chaperonas, el aumento en la sintesis de

proteinas vinculadas a otras funciones metabolicas también ha sido descrito.
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Asi, Lurie (1997) encontré que la aplicacion de TAT induce la sintesis de una
peroxidasa anidnica que podria participar en respuestas de defensa contra Botrytis
cinerea. Se ha descrito también que la ascorbato peroxidasa, enzima participante en el
control de los niveles de peroxido de hidrégeno a nivel celular, puede inducirse en
respuesta a tratamientos térmicos. Storozhenko y col. (1998) y Panchuk y col. (2002)
encontraron que la region del promotor de APX presenta regiones de respuesta a
shock térmico. Otros cambios observados como consecuencia de los TAT involucran
ademas cambios como la desaturacion de las membranas plasmaticas lo cual juega
un rol en el proceso de aclimatacion (Lurie y col., 1995). Por otra parte, han sido
descritos incrementos en compuestos de naturaleza no proteica como consecuencia
de la aplicacién de TAT. Ben Yehoshua y col. (1995) encontraron un incremento de
escoparona (un compuesto con capacidad antimicrobiana) en naranjas tratadas
térmicamente. Por lo tanto, las respuestas de los frutos a los tratamientos térmicos de
alta temperatura no involucrarian sélo una disminucién en la sintesis de proteinas y
metabolitos relacionadas con la maduracion y un aumento de la sintesis de proteinas
de shock térmico, sino también la sintesis de nuevos compuestos y proteinas que
modulan una respuesta compleja de los frutos a una nueva situacion.

d.2. Metabolismo de acidos nucleicos

La sintesis de mRNAs especificos es requerida durante el proceso de
maduracion (Picton y Grierson, 1988). Las temperaturas elevadas pueden provocar
una reduccion en la expresion de mRNAs vinculados a este proceso (Picton y
Grierson, 1988). Esto puede ocurrir debido a modificaciones tanto a nivel
transcripcional como posttranscripcional (Biggs y col., 1988). Las células sometidas a
estrés térmico reprograman su maqguinaria transcripcional (Nover, 1991). La
traduccion de mRNAs no vinculados con la respuesta al estrés es suprimida
temporariamente aunque los mensajes no traducidos no son degradados (Nover y col.,
1989).

1.3. Aplicacidn de tratamientos térmicos en frutillas
Como se mencion6é anteriormente, la frutila es un producto altamente

perecedero, con una vida postcosecha muy corta principalmente debido a su alta tasa
de ablandamiento y a su elevada susceptibilidad al ataque ¢ patdogenos. Pocos
estudios se han realizado analizando el efecto de la aplicacion de tratamiento térmicos
de alta temperatura en frutos blandos.
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Garcia y col. (1995a) describieron que el tratamiento con agua caliente en
frutillas cv Tudla redujo el ataque de patégenos, incremento el contenido de solidos
solubles y redujo la acidez mejorando las caracteristicas organolépticas de los frutos.
La aplicacion de tratamientos térmicos (42 o 48°C por 3 h) también redujo el ataque de
hongos en frutillas cv. Selva y disminuy6 la sintesis de proteinas (Civello y col., 1997).
Desde el punto de vista practico, resulta poco probable la utilizaciéon de TAT sin el
complemento de la refrigeracion. Por lo tanto resulta de interés analizar si la
combinacion de tratamiento térmicos de alta temperatura con almacenamiento
refrigerado permite extender los beneficios de la refrigeracion en forma aislada.

En el presente capitulo se realiza la seleccion de tratamientos térmicos
adecuados para frutillas cv. Selva. También se caracteriza el tratamiento seleccionado
y se examina el efecto de su aplicacion en combinacién con el almacenamiento
refrigerado sobre la calidad y vida postcosecha de frutillas, asi como su evolucién una
vez que los frutos se transfieren a 20°C a fin de simular un proceso tradicional de
distribucion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal v selecciéon de tratamientos

Se utilizaron frutillas (Fragaria x ananassa Duch.) cv. Selva. Los frutos se
obtuvieron de productores de la zona de La Plata, Provincia de Buenos Aires,
Argentina. Se cosecharon frutos con 75% de color superficial rojo y se trasladaron
inmediatamente al laboratorio. Los frutos con presencia de defectos se eliminaron.

2.1.1. Tratamientos con aire caliente

Se colocaron ciento ochenta frutos en bandejas plasticas (10 frutos por
bandeja) y se cubrieron con PVC (15 mm de espesor); luego se trataron a 42, 45y
48°C por 1y 3 horas. Finalizado el tratamiento, las bandejas se abrieron y los frutos se
almacenaron a 20°C por 4 d. Los controles sin tratamiento térmico se almacenaron
directamente a 20°C. Al finalizar el almacenamiento se determiné el porcentaje de

frutos con ataque de patdégenos.

2.1.2. Tratamientos con aqua caliente
Se sumergieron ciento ochenta frutos en agua a 42, 45y 48°C por 1 y 5 min.

Finalizado el tratamiento los frutos se colocaron en bandejas plasticas (10 frutos por
bandeja) y se almacenaron a 20°C por 4 d. Los controles sin tratamiento térmico se
almacenaron directamente a 20°C. Al finalizar el almacenamiento se determind el

porcentaje de frutos con atague de patégenos.

2.2. Caracterizacion del tratamiento térmico con aire caliente

2.2.1. Perfil térmico

Los cambios en la temperatura del aire y de los frutos durante el tratamiento
térmico se midieron insertando una termocupla de cobre-constantan (1 mm de
diametro), 10 mm de profundidad en la zona ecuatorial de 4 frutos. Adicionalmente,
dos termocuplas se utilizaron para medir la temperatura del aire. Los datos se
adquirieron cada 10 s utilizando una tarjeta de adquisicion (Keithley Instruments Inc.,
Modelo DAS-TC, Tautow, MA, USA). El experimento se repitio en tres oportunidades.
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2.2.2. Perfil de humedad

El cambio en la humedad relativa (HR) en la atmosfera alrededor de los frutos

se siguio durante las 3 h del tratamiento térmico. Para esto se utiliz6 un detector de
punto de rocio de espejo refrigerado (Modelo M4/1111H-SR, General Eastern
Instruments, Woburn, MA, USA), conectado a un monitor Hygro M1. El sensor se
colocé en el interior de una bandeja conteniendo los frutos y cubierta con PVC. Los
datos se adquirieron cada 5 min durante el tratamiento térmico. Los valores de HR se
calcularon como ps (Tr) / ps (Ta), siendo Tr la temperatura de punto de rocio y Ta la
temperatura de bulbo seco, medidas ambas en el interior de la bandeja, mientras que
ps es la presion de vapor de saturacion correspondiente a estas temperaturas.

2.2.3. Pérdida de peso durante el tratamiento

A fin de determinar la pérdida de peso producida durante el tratamiento, se
pesaron 10 frutos, se colocaron en una bandeja plastica, se cubrieron con PVC y se
trataron térmicamente a 45°C por 3 h. Una vez finalizado el tratamiento, los frutos se
pesaron nuevamente. Los resultados se expresaron como porcentaje de pérdida de
peso. El experimento se repitio tres veces.

2.2.4. Actividad respiratoria

La actividad respiratoria durante el tratamiento se midié colocando 100 g de
frutos (aproximadamente 15 frutos) en jarras de 1000 ml. Las jarras se cerraron
herméticamente y se colocaron a 45°C por 3 h. Durante este periodo se tomaron
muestras de 500 m de la atmdsfera dentro del recipiente con una jeringa. El andlisis de
gases se realiz6 utilizando un cromatdgrafo gaseoso Varian CX 3400 equipado con
una columna CTR | (Alltech, San José, CA, USA) y un detector de conductividad
térmica (TCD). Las temperaturas en el inyector, columna y detector fueron de 120, 30
y 120°C respectivamente. Se utiliz6 helio como fase movil y el flujo fue de 20 ml min™.
Se calculd la actividad respiratoria y los resultados se expresaron como ml de CO, kg™
h™. Las determinaciones se realizaron por triplicado.
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2.3. Efecto _de tratamientos térmicos en combinacién con el almacenamiento

refrioerado sobre calidad v vida postcosecha de frutillas

Doscientos frutos se colocaron en bandejas plasticas, se cubrieron con PVC y
se mantuvieron por 3 h en una estufa sin circulacion de aire a 45°C. Finalizado el
tratamiento, las bandejas se colocaron a 0°C por 0, 7 y 14 d y luego se transfirieron a
20°C por 5 d. Los controles sin tratamiento térmico se almacenaron directamente a
0°C o 20°C. Las muestras se tomaron a los tiempos de almacenamiento indicados
anteriormente y se utilizaron inmediatamente o se congelaron los frutos en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

2.3.1 Pérdida de peso
Sesenta frutos se pesaron al comienzo del experimento, durante el
almacenamiento a 0°C y luego de la incubacién a 20°C. Los resultados se expresaron

como porcentaje de pérdida de peso.

2.3.2. Color
El color superficial se evalu6é con un colorimetro (Minolta, Modelo CR-300,
Osaka, Japon) midiendo el parametro L* y el angulo hue en 6 zonas de cada fruto. Se

analizaron treinta frutos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

2.3.3. Antocianinas

Los frutos se procesaron en un molinillo refrigerado (Tekmar, modelo A-10,
Cole-Parmer, Chicago, IL, USA) y 1 g del polvo resultante se coloc6 en 10 ml de
metanol-HCI (1% v/v) y se mantuvo a 0°C por 10 min. Luego se centrifugé a 9.000 x g
por 10 min a 4°C, y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 515 nm. Los
resultados se expresaron como micromoles de pelargonidin-3-glucésido por kilogramo
de fruto, utilizando Enea= 36.000 M* cm™ (Woodward, 1972). Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

2.3.4. Firmeza

La firmeza de los frutos se analiz6 utilizando una prensa Instron (Modelo 1011,
Instron Corp., MA, USA) equipada con una sonda plana (8 mm). Se realizdé un ensayo
de penetracion y se registro la fuerza maxima en N durante el mismo. Cada fruto se
midio 2 veces en la zona central y se realizaron 60 mediciones para cada tratamiento

y tiempo de almacenamiento.
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2.3.5. Acidez y pH

Frutos congelados se procesaron en un molinillo refrigerado y 10 g del polvo

resultante se suspendieron en 100 ml de agua. El pH de la muestra se determiné con
un pH-metro y las titulaciones se realizaron con NaOH 0,1 M hasta pH 8,1 (AOAC,
1980). La acidez titulable se expres6 como miliequivalentes de H por kg de fruto
fresco. Dos muestras independientes se analizaron para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento, y cada muestra se titul6 por duplicado.

2.3.6. Azucares totales y reductores
Frutos congelados se trituraron en un molinillo y 1 g del polvo resultante se

extrajo por 30 min con 10 ml de etanol a 25°C. La mezcla se centrifugd a 9.000 x g por
10 min y 1 ml del sobrenadante se llevé a 50 ml con H,O. El contenido de azlcares
reductores se determinG espectrofotométricamente a 520 nm utilizando una
modificacion del método de Somogyi-Nelson (Southgate, 1976). Para la determinacién
de azucares totales las muestras se hidrolizaron previamente en un bafio a 100°C con
HCI 0,1 M por 10 min y luego de procesaron como se describié anteriormente. Los
resultados se expresaron como g de glucosa por kg de fruto fresco. Las
determinaciones se realizaron por triplicado.

2.3.7. Atague de patdgenos

Se utilizaron treinta frutos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento
analizado. Para prevenir la contaminacion entre frutos, cada frutilla se coloc6é en una
bandeja individual y se cubri6 con PVC. Se evalué la presencia de hongos. Los
resultados se expresaron como porcentaje de frutos atacados.

2.4. Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los
resultados se analizaron por medio de un ANOVA y las medias se compararon con un

test LSD a un nivel de significancia de 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Seleccidn de tratamientos

A fin de seleccionar un tratamiento adecuado, los frutos se trataron con agua

caliente a 42, 45y 48°C por 1 y 5 min y con aire caliente a 42, 45y 48°C por 1y 3 h.

Los frutos tratados con aire a 42°C por 1 h no mostraron diferencias en el porcentaje

de frutos dafados respecto a los controles (Figura I.1). Los tratamientos a 48°C por 1

h tampoco mostraron diferencias respecto a los controles mientras que en el caso de

los tratamientos a 48°C por 3 h se observo un mayor dafio como consecuencia de un

tratamiento excesivo. Los tratamientos a 42°C por 3 h'y a 45°C por 1 y 3 h mostraron

una reduccién en el porcentaje de frutos dafiados con respecto a los controles, siendo

los resultados mas evidentes en el caso de los tratamientos a 45°C por 3 h.
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Figura I.1: Efecto de tratamientos térmicos de alta temperatura con

agua y aire caliente sobre el ataque de patdgenos en frutillas. Se

muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.
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La realizacion de TAT con agua resultdé desfavorable, ya que los frutos
sumergidos a 20°C (control tratamiento con agua) presentaron un mayor dafio que los
frutos no sumergidos en agua (control tratamiento con aire). El agua libre remanente
entre los aquenios luego de los tratamientos podria favorecer la germinacion de
conidios y el atague de patdégenos. Con relacién a los tratamientos con agua caliente
(42, 45 y 48°C) no se observaron efectos beneficiosos respecto a los controles.

Estos resultados difieren de los hallados por Garcia y col., (1995a) quienes
encontraron que tratamientos con agua a 45°C serian de utilidad para reducir el

ataque de patégenos en frutillas.

3.2. Caracterizaciéon del tratamiento con aire caliente

3.2.1. Perfil térmico v perfil de humedad durante el tratamiento

La temperatura en el interior de los frutos se increment6 desde valores iniciales
de 23°C hasta 40°C en la primera hora. Luego continué incrementandose lentamente
para llegar a valores de 42°C al final del tratamiento (Figura 1.2). Con relacién a la
humedad relativa en el interior de las bandejas se observé un incremento desde 32
hasta 60% durante la primera hora, llegando a valores de 80% al final del tratamiento
(Figura 1.2). Una vez terminado el tratamiento se inspeccionaron los frutos no
observandose sintomas de deshidratacion.

3.2.2. Pérdida de peso durante el tratamiento térmico

Finalizado el tratamiento se observé una pérdida de peso promedio igual al 2%
(Figura 1.3). A pesar de esto no se observaron sintomas visibles de deshidratacion. La
pérdida de peso ocasionada por los tratamientos provocaria una disminucion en la
cantidad de fruta vendible, no obstante la disminucion en pérdidas postcosecha
ocasionadas por el ataque de patégenos como consecuencia de la utilizacion de los

TAT fue sustancialmente mayor (Figura l.1)
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Figura |.3: Pérdida de peso en frutillas luego del tratamiento térmico

con aire (45°C, 3h).
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3.2.3. Actividad respiratoria durante el tratamiento

No se observaron variaciones en la tasa respiratoria en los frutos controles
durante las primeras horas luego de la cosecha (Figura 1.4). En el caso de los frutos
tratados, la actividad respiratoria se increment6 desde valores de 40 ml CO, kg* h*
hasta 170 ml CO, kg™ h™* al final del tratamiento. La actividad respiratoria de los frutos
generalmente es incrementada por la exposicion a altas temperaturas (Klein y Lurie,
1990; Lurie y Klein, 1991; Mitcham y McDonald, 1993). Luego del tratamiento térmico
la tasa respiratoria declina hasta valores similares o menores a los de los controles no
tratados térmicamente (Paull, 1990; Mitcham y McDonald, 1993). En el caso de los
tratamientos analizados, cuando los frutos se transfirieron nuevamente a 20°C se
observé que luego de 3 h recuperaron la tasa respiratoria inicial no hallandose
diferencias con los frutos controles. Resultados diferentes fueron hallados por Lurie
(1990) en manzanas, quien encontré que una vez finalizado el tratamiento, y cuando
los frutos de transfirieron a 20°C, la tasa respiratoria de los mismos descendié por

debajo de la de los frutos controles.
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Figura |.4: Actividad respiratoria en frutillas durante el tratamiento

térmico (45°C,3h) y posterior recuperacion a 20°C. Se muestra la

diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de
0,05.
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3.3. Efecto de tratamientos térmicos de alta temperatura en combinacién con el

almacenamiento refrigerado sobre calidad v vida postcosecha de frutillas

3.3.1. Pérdida de peso
Luego de 2 d a 20°C se observd un claro incremento en b pérdida de peso

tanto en los frutos controles como tratados (Tabla I.1). La tasa de pérdida de peso fue
comparativamente superior en los frutos controles, por lo que luego de 4 d a 20°C no
se observaron diferencias con los tratados térmicamente. Después de 7 d a 0°C, no se
encontraron diferencias en la pérdida de peso respecto al valor inicial, pero cuando los
frutos se transfirieron a 20°C por 4 d, la pérdida de peso se incrementé en ambos
tratamientos sin observarse diferencias. Luego de 14 d a 0°C todos los frutos
mostraron un incremento en la pérdida de peso respecto al valor inicial. En este caso

la pérdida de peso a 20°C fue superior en el caso de los frutos tratados.

Tabla 1.1: Pérdida de peso en frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h)
durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C. ND: No
determinado. El asterisco (*) indica que el valor es estadisticamente diferente del
correspondiente control a un nivel de significancia de 0,05.

Dias a 0°C
0 7 14
Dias a 20°C 0 2 4 0 2 4 0 2 4
Pérdida | Control 0 292 | 585|034 |343 | 847 | 1,47 | 455 | ND
de peso
(%)

Tratado | 2,04*| 3,69 | 6,45 | 2,18*| 3,92 | 9,54 | 3,23* | 5,66* | ND
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3.3.2. Color superficial y antocianinas

Los cambios en el color superficial durante el almacenamiento se evaluaron a
través del angulo hue (Figura 1.5) y del parametro L* (Figura 1.6). Inmediatamente
luego del tratamiento, no se encontraron diferencias en el angulo hue entre los frutos
controles y tratados. En todos los casos, tanto los frutos controles como los tratados
mostraron una disminucién en el angulo hue durante el almacenamiento a 20°C
(Figura 1.5). Luego de 0, 7 o0 14 d de almacenamiento a 0°C y 2 d a 20°C los frutos
tratados presentaron mayores valores de hue que los controles indicando un retraso
en la evolucion del color superficial. No obstante después de 4 d a 20°C no se
encontraron diferencias.

La luminosidad de los frutos se evalu6 a partir del pardmetro L*. Los
tratamientos térmicos provocaron una pérdida en la luminosidad (Figura 1.6). Durante
el almacenamiento a 20°C se observé un descenso en la luminosidad de los frutos. No
obstante en ausencia de almacenamiento refrigerado la pérdida de luminosidad fue

menor en el caso de los frutos tratados térmicamente.
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Figura I.5: Cambios en el color superficial (hue) en frutos controles y
tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C
y posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor
es estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel

de significancia de 0,05.
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Figura I.6: Cambios en la luminosidad (L*) en frutos controles y
tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C
y posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor
es estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel

de significancia de 0,05.

También se observo un mayor valor de L* luego de 7 6 14 d a 0°C en los frutos
tratados pero estas diferencias desaparecieron durante la subsiguiente incubacién a
20°C. La influencia de los tratamientos en el desarrollo de color fue también evaluada
a través del contenido de antocianinas (Figura 1.7). Inmediatamente luego del
tratamiento no se encontraron diferencias en el contenido de antocianinas. No
obstante durante el almacenamiento a 20°C, los frutos tratados mostraron una menor
acumulacién de antocianinas que los controles. La reduccion en el contenido de
antocianinas podria deberse a la reduccién en la actividad fenilalanina amonio-liasa
(PAL) decrita previamente en frutillas tratadas térmicamente (Civello y col., 1997). La
sintesis de PAL comienza durante el viraje de color de la fruta y se incrementa
notablemente durante el progreso del proceso de maduracion (Hyodo, 1971; Given y
col., 1988a, b). La aplicacién del TAT podria provocar una reduccion en la sintesis de
PAL y consecuentemente una menor acumulacién de antocianinas. Luego de 7 d a
0°C, el contenido de antocianinas fue menor en los frutos tratados y esta diferencia se

mantuvo aun luego de 4 d a 20°C.
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Después de 14 d a 0°C y durante el almacenamiento a 20°C los frutos tratados
nuevamente mostraron un menor contenido de antocianinas que los controles. Estos
resultados indican que el efecto residual de los tratamientos térmicos de alta
temperatura aun existe después de 7 6 14 d de almacenamiento refrigerado. Por otra
parte es de resaltar que cuando los frutos controles y tratados se almacenaron a 0°C
por 7 6 14 d y se transfirieron a 20°C la acumulacién de antocianinas fue menor que
en el caso de los frutos sin almacenamiento refrigerado. Estos resultados muestran un
descenso en la capacidad de produccién de antocianinas a 20°C de los frutos una vez

almacenados a bajas temperaturas.
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Figura I.7: Cambios en el contenido de antocianinas en frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 3h) durante el
almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C. El asterisco
(*) indica que el valor es estadisticamente diferente del control

correspondiente a un nivel de significancia de 0,05.
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3.3.3. Firmeza

Inmediatamente luego del tratamiento los frutos se mostraron mas firmes que
los controles. Luego de 1 d a 20°C los frutos tratados mostraron una menor tasa de
ablandamiento, pero las diferencias desaparecieron luego de 2 d a 20°C (Figura 1.8).

Los frutos tratados y almacenados por 7 d a 0°C mostraron niveles de firmeza
superiores que los controles, lo que se observé también luego de 2 d a 20°C. Cuando
los frutos se almacenaron a 0°C por 14 d no se encontraron diferencias entre frutos
controles y tratados ni a la salida de camara ni al final de la incubacion a 20°C.

La firmeza de las frutillas disminuye notablemente al comenzar el viraje de
color de los frutos. Esta disminucion contribuye durante la vida postcosecha a reducir
la calidad de los frutos y ademas incrementa la susceptibilidad de los mismos al
ataque de patdgenos. Por lo tanto aquellas tecnologias capaces de retrasar el proceso
de ablandamiento resultan de gran utlidad a fin de extender la vida de frutos

altamente perecederos como la frutilla.
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Figura |.8: Cambios en la firmeza en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y
posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel de
significancia de 0,05.
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El efecto de los tratamientos térmicos de alta temperatura retrasando el
ablandamiento ha sido descrito en diversos frutos (Biggs y col., 1988; Porrit y Lidster,
1978; Klein y Lurie, 1990). Cuando los TAT se combinaron con el almacenamiento
refrigerado en manzanas, también se observo un retraso aun luego de seis meses a
0°C (Porrit y Lidster, 1978; Klein y Lurie, 1990; Conway y col., 1994). Los tratamientos
térmicos afectan el metabolismo de los frutos, suspendiendo la sintesis de proteinas
presentes durante el desarrollo normal de los frutos para producir proteinas de shock
térmico (Brodl, 1989). Civello y col. (1997), demostraron que los TAT a 42-48°C por 3
h inhiben la sintesis proteica en forma temporaria en frutillas. El efecto observado en el
presente estudio podria deberse a una suspension transiente en la sintesis de
enzimas involucradas en la degradacion de las paredes celulares. Una vez que los
tratamientos finalizan se recupera la sintesis de proteinas y los efectos de los
tratamientos tienden a desaparecer.

3.3.4. pH vy acidez titulable

El pH de los frutos tanto controles como tratados fue cercano a 3,60 y no se
encontraron cambios significativos durante el almacenamiento a 0 6 20°C (Tabla I.2).
Con respecto a la acidez titulable esta fue reducida por los TAT manteniéndose la
diferencia luego de 4 d a 20°C. La reduccién en la acidez titulable luego de la
aplicacién de tratamientos térmicos ha sido encontrada en otros frutos tales como
manzanas (Liu, 1978; Klein y Lurie, 1990), pelones (Lay-Yee y Rose, 1994), naranja
(Shellie y Mangan, 1994) y tomate (Garcia y col., 1995b). Estos resultados también
concuerdan con los descritos por Garcia y col., (1995a) en frutillas cv Tudla. El
incremento observado en la actividad respiratoria de los frutos (Figura 1.2) durante el
tratamiento térmico podria provocar una utilizacion de &acidos organicos en este
proceso (Lurie y Klein, 1991). Luego de 7 d de almacenamiento refrigerado los frutos
tratados aun mostraron una menor acidez que los controles pero la diferencia no se
mantuvo durante la incubacion a 20°C. Después de 14 d a 0°C y cuando los frutos se

transfirieron a 20°C por 4 d, la acidez se increment6 en los controles.
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Tabla 1.2: pH y acidez titulable en frutillas controles y tratadas térmicamente (45°C, 3

h) durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C. C: control, T:

tratado. El asterisco (*) indica que el valor es estadisticamente diferente del

correspondiente control a un nivel de significancia de 0,05.

Dias a 0°C
0 7 14
Diasa20°C 0 2 4 0 2 4 0 2 4
360 | 353 350|345 | 350 | 354 | 354 | 356 | 3,61
pH
353 |365| 353|351 |351|359]| 351 360 3,69
179 | 181 | 203 | 184 | 174 | 19,1 | 176 | 18,4 | 20,3
Acidez
(meq H kg™
16,9 | 16,0 | 185 | 17,9 | 17,4 | 185 | 18,6 | 18,1 | 16,8

3.3.5. AzUcares totales v reductores

El contenido de azucares totales no mostro diferencias entre frutos controles y

tratados (Tabla 1.3). En el caso de los azlcares reductores se observé un mayor

contenido en los frutos tratados luego de 2 d a 20°C. Del mismo modo los frutos

tratados mostraron un mayor contenido de azucares reductores luego de14d a Q°Cy

2 d a 20°C. En el caso de los frutos almacenados por 7 d se observd la misma

tendencia pero el incremento en el contenido de azucares reductores no fue

significativo.
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Tabla 1.3: Azlcares totales y reductores en frutos controles y tratados térmicamente
(45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C. C:
control, T: tratado. El asterisco (*) indica que el valor es estadisticamente diferente del
correspondiente control a un nivel de significancia de 0,05.

Dias a 0°C
0 7 14
Diasa20°C 0 2 0 2 0 2
Azlcares C 489 49,5 45,0 53,4 51,2 48,7
totales
(9 kg™
T 499 48,8 43,0 50,0 51,9 51,2
AzUcares C 22,3 23,8 24,7 29,7 28,1 29,8
reductores
(9 kg™
T 22,8 25,8* 25,3 30,8 27,4 31,3*

En frutilas maduras, los azlcares constituyen el 80-90% de los solidos
solubles (Wrolstad y Shallenberger, 1981). La mayor parte de los azlcares totales se
debe a glucosa, fructosa y sacarosa (Forney y Breen, 1985; Kader, 1992). En frutillas
se conocen formas de invertasa solubles y unidas a pared celular (Ranwala y col.,
1992b). La mayor parte de la actividad se asocia con la fraccion soluble. Resulta
valioso resaltar que la invertasa soluble de frutillas, asi como una de las formas unidas
a pared, muestran alta actividad enzimatica en el rango de temperaturas entre 40 y
60°C, encontrandose el maximo a 50°C (Ranwala y col., 1992b). Por lo tanto resulta
posible hipotetizar que la mayor actividad invertasa a las temperaturas del tratamiento

podria incrementar el contenido de azucares reductores.

3.3.6. Atague de patdgenos

Los tratamientos térmicos de alta temperatura han sido utilizados para reducir
el dafio ocasionado por patdgenos de postcosecha (Klein y col., 1997) en diversos
frutos, incluyendo frutillas (Civello y col., 1997). El efecto de los tratamientos seguidos
de almacenamiento a 0 y 20°C sobre el ataque de patdgenos se observa en la Figura
1.9. En ausencia de almacenamiento refrigerado y luego de la transferencia a 20°C, los
frutos tratados mostraron un 45% menos de frutos atacados que los controles.
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Cuando los frutos se almacenaron a 0°C por 7 6 14 d no se observé ataque de
patogenos en los frutos controles ni en los frutos tratados. En el caso de la fruta
almacenada a 0°C por 7 d y transferida a 20°C por 1 d, 23% de los frutos controles
mostraron ataque fangico mientras que no se observaron frutos dafiados en los
tratados térmicamente. Esto sugiere que los tratamientos térmicos poseen un efecto
protector y que este efecto aiun se observa luego de 7 d de almacenamiento
refrigerado. Posteriormente el porcentaje de frutos dafiados se incrementé tanto en los
frutos controles como tratados a igual velocidad. Luego de 14 d de almacenamiento a
0°C no se observaron diferencias en el porcentaje de frutos infectados entre controles
y tratados. No obstante, el nUmero de lesiones visibles y la severidad de las mismas
fue menor en el caso de los frutos tratados (datos no mostrados).
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Figura |.9: Ataque de patdgenos en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y
posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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4. CONCLUSIONES

Los tratamientos térmicos de alta temperatura con agua caliente en frutillas no
resultaron beneficiosos ya que incrementaron el dafio y la incidencia de enfermedades
de postcosecha. Por su parte los tratamientos con aire caliente (45°C, 3 h) permitieron
reducir significativamente el ataque de patdgenos. Estos tratamientos provocaron una
pérdida de peso cercana al 2% lo que resulta muy inferior respecto a los beneficios
obtenidos. De acuerdo a los resultados de este estudio la realizacion de tratamientos
térmicos de alta temperatura con aire caliente en forma previa al almacenamiento
retrasan la maduracion, el ablandamiento y el ataque de patdgenos sin afectar los
parametros vinculados con la calidad organoléptica. Cuando los tratamientos se
combinan con el almacenamiento a 0°C por 7 d los efectos beneficiosos aun se
observan, por lo que esta metodologia podria ser considerada como una alternativa
para mantener la calidad de frutillas y disminuir las pérdidas de postcosecha sin
recurrir al empleo de métodos quimicos. Si el almacenamiento refrigerado se realiza
por periodos mas prolongados (14 d) el efecto residual desaparece, por lo que
resultaria de interés optimizar estos métodos de manera de poder extender su uso

para casos de almacenamiento aun mas prolongado.
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Capitulo Il

“Efecto de tratamientos téermicos
de alta temperatura sobre la
degradacion de pared celular y

ablandamiento de frutillas”
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas en la postcosecha de frutos que tiene
especial relevancia en el caso de frutillas, es el ablandamiento (Salunkhe y Desali,
1984). Diversos factores influyen en este proceso, incluyendo la morfologia y tamafio
de la célula, la adhesién célula-célula, el contenido celular y la turgencia (Harker y col.,
1997). No obstante, uno de los principales aspectos vinculados a la textura es la
estructura de la pared celular y las modificaciones que ésta sufre durante la

maduracion o el almacenamiento (Carpita y Mc Cann, 2000).

1.1. Composicion de la pared celular
La pared celular es una estructura dinamica y altamente organizada compuesta

por polisacaridos, proteinas y compuestos de naturaleza fendlica (Carpita y Gibeaut,
1993). No todas las funciones de la pared celular son estructurales, sino que algunas
moléculas pueden participar en procesos de reconocimiento celular, reacciones
metabdlicas de sintesis y degradacion o aspectos regulatorios. La laminilla media
consiste en una capa rica en compuestos de naturaleza péctica que forma la interfase
entre las paredes celulares de células vecinas. Interiormente a ésta se encuentra la
pared celular primaria (Figura 11.1).

b EE TR | O

PAREDES PRIMARIAS

LAMINILLA
MEDIA

ZONA DE UNION RICA a
EN PECTINAS

Figura ll.1: Detalle de pared celular y laminilla media.
Fuente: Carpita y Mc Cann, 2000.
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1.1.1. Monosacaridos de pared celular

Los hidratos de carbono son los principales componentes de las paredes
celulares y forman su matriz estructural. Los polisacaridos constituyentes de las
paredes celulares se encuentran formados por largas cadenas de monosacéridos
unidos covalentemente en diferentes posiciones. Si  bien los monosacaridos
existentes en la naturaleza son muy numerosos, s6lo unos pocos se encuentran
formando parte de los componentes de las paredes celulares vegetales (Carpita y Mc
Cann, 2000). La D-manosa y la D-galactosa son epimeros de la D-glucosa y poseen
los OH en posicion axial en los carbonos 2 y 4 respectivamente (Figura 11.2). El
carbono 6 de estos tres azlcares puede oxidarse a grupos carboxilicos para formar
acido D-manuronico, D-galacturdnico y D-glucurénico, respectivamente. La remocion
del grupo carboxilico del acido glucurénico (GlcA) forma la D-xilosa. A partir del GIcA
también puede formarse un azlcar ramificado complejo denominado D-apiosa.
También se encuentra un epimero de la glucosa llamado L-arabinosa. Finalmente la
deshidratacion del carbono 6 de la D-glucosa y D-manosa da lugar a la formacion de

otros dos azUcares presentes en la pared celular: la L-ramnosa y la L-fucosa.

| / ‘m...ﬂ__\_\_
a-L-ramnosa — a-D-glucosa e

e - -
- Acido a-D-glucurénico T a-D-manosa

e a-D-apiosa ) o »
J* a-Dxilosa Acido a-D-manurénico 1 o
Acido a-D-galacturdnico m He 2

a-L-fucosa
b-L-arabinosa

Figura Il.2: Estructura de los monosacaridos presentes en la pared celular.
Fuente: Carpita y Mc Cann, 2000.
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1.1.2. Polisacaridos de pared celular

A-Celulosa: La celulosa es el polisacarido mas abundante con un 15-30% del peso
seco de la pared. La celulosa se encuentra en forma de microfibrillas, que son
arreglos paracristalinos de varias docenas de cadenas de b-1,4-D-glucano unidas
entre si por puentes de hidrogeno. En plantas, en promedio, cada microfibrilla tiene un
espesor de entre 5y 12 nm e incluye 36 cadenas de glucano (Carpita y Mc Cann,
2000).

B-Hemicelulosas: Se trata de glucanos que pueden unirse mediante puentes de

hidrégeno a la celulosa; pueden encontrarse recubriendo las microfibrillas o actuando
de puente entre microfibrillas formando una red (Brummell y Harpster, 2001). En
plantas existen dos grupos mayoritarios de hemicelulosas: el xiloglucano (XiG) y el

glucuron-arabinoxilano (GAX).

B.1.Xiloglucano: ElI XiG es el polimero de entrecruzamiento mas abundante en

dicotiledéneas y parte de las monocotiledoneas. Consiste en cadenas lineales de b-
1,4-D-glucosa con numerosos residuos de a-xilosa unidos en la posicion 6 de las

unidades de glucosa, algunos de las cuales pueden a su vez encontrarse sustituidos
con b-D-galactosa, a-L-arabinosa o a-L-fucosa.

B.2.Glucuron-arabinoxilano: Es el polimero de entrecruzamiento mas abundante en

Gramineas y Ciperaceas. Todas las Angiospermas poseen ademas al menos una
pequefia cantidad de GAX, el cual posee una cadena principal de b-1,4-D-xilosa con

cadenas laterales de a-L-arabinosa y acido a-D-glucurénico. Otros polisacaridos no

celulésicos presentes en menores cantidades incluyen a los glucomananos, mananos
y galactoglucomananos. Estos Ultimos poseen una cadena principal de b-1,4-D-

glucano y b-1,4-D-manano aproximadamente en iguales proporciones, con cadenas

laterales ocasionales de b-D-galactosa.

C-Compuestos de naturaleza péctica: Las pectinas incluyen una mezcla de

polisacaridos ramificados ricos en acido D-galacturénico, definidas clasicamente como
material extraido de las paredes celulares con agua, agentes quelantes o acidos
diluidos.
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Se cree que las pectinas poseen muchas funciones, dentro de las que se destacan la
determinacion de la porosidad de las paredes, la modulacion del pH y balance iénico,
la participacion en la adhesion célula-célula y el reconocimiento de la presencia de
ciertos patdgenos. Por otra parte, algunas enzimas de pared celular pueden unirse a
las redes cargadas de pectinas limitando su accién a ciertas regiones de la pared.
Asimismo, al afectar la porosidad, las pectinas pueden regular el acceso de enzimas
de degradacioén de la pared a sus sustratos. Dos constituyentes fundamentales de las

pectinas son el homogalacturonano (HGA) y ramnogalacturonano I.

C.1.Homogalacturonano: Esta formado por unidades de acido D-galacturonico (GalA)

unidas por enlaces a-1,4. Contiene aproximadamente 200 unidades de GalA y una
longitud de 200 nm. Dos homogalacturonanos modificados presentes en la pared
celular son el xilogalacturonano y el ramnogalacturonano 1l (RG |II). EIl
xilogalacturonano posee una cadena principal de unidades de acido galacturdnico y
presenta ramificaciones laterales de xilosa. Por su parte el RGIlI posee una elevada
diversidad de azucares incluyendo apiosa, acido acérico, metil- fucosa, y metil-xilosa.
Su estructura se encuentra altamente conservada entre las plantas superiores, lo que
sugiere una importante funciébn a pesar de su relativa poca abundancia. Se han
descrito dimeros de RGII producto de la formacion de dos uniones di-éster con atomos

de boro y unidades de apiosa presentes en las cadenas laterales.

C.2. Ramnogalacturonano I: Es un heteropolimero formado por unidades repetitivas

del disacarido a-1,2-D-ramnosa-a-1,4-D-GalA. Otros polisacaridos compuestos
principalmente de azlcares neutros, como arabinanos, galactanos vy

arabinogalactanos, se adicionan a los residuos de ramnosa en la posicion 4 para dar
lugar a la formacion de cadenas laterales.

D. Proteinas estructurales de pared celular. A pesar de que los componentes mas
abundantes de las paredes celulares son los polisacaridos, también se encuentran
proteinas que pueden formar parte de la red estructural. Existen cuatro tipos de
proteinas estructurales clasificadas de acuerdo al aminoécido en el cual se encuentran
enriquecidas o a los tipos de azlcares que se unen a la fraccion proteica: proteinas
ricas en hidroxiprolina, proteinas ricas en glicina, proteinas ricas en prolina y
arabinogalactano-proteinas.
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Aun no resulta clara la funcion de estas proteinas aunque se sugiere que podrian
participar como sitios de nucleacion para el ensamblaje de la pared, o bien uniendo a
otros polimeros.

E. Compuestos arométicos: Algunos componentes de naturaleza fendlica pueden

encontrarse también en las paredes celulares. Una alta proporcién de los mismos
consiste en acidos hidroxicinAmicos como el acido ferdlico y el acido pcumarico.
Estos componentes pueden participar en la formacion de uniones di-éster
entrecruzando polimeros de la pared, unirse a residuos de arabinosa o galactosa del
RG | o bien pueden reducirse para formar los alcoholes precursores de la lignina.

1.2. Arquitectura de la pared celular

Si bien se conoce con bastante detalle cuales son los componentes que forman
parte de las paredes celulares, resulta importante comprender la forma en que se
encuentran dispuestos, asi como la interaccion existente entre las diferentes
fracciones. La composicion y arreglos de los polimeros de pared celular muestran
diferencias entre especies, tejidos, células individuales y aun entre regiones dentro de
una misma célula (Carpita y Mc. Cann, 2000). No obstante, se han propuesto modelos
gue intentan sugerir arreglos espaciales de los mismos. Las paredes celulares de
dicotiledoneas contienen cantidades iguales de celulosa y xiloglucano. Las
microfibrillas de celulosa se encuentran recubiertas y unidas entre si por otros
glucanos, de los cuales el mas abundante es el xiloglucano (Figura 11.3). La unién
entre la celulosa con el xiloglucano se produce por medio de puentes de hidrégeno, y
el xiloglucano puede ubicarse uniendo microfibrillas adyacentes de celulosa. Los
glucomananos y glucuron-arabinoxilanos se encuentran presentes en menor
proporcién y también participan en el entrecruzamiento de las fibrillas de celulosa
mediante la formacion de enlaces de hidrogeno mas débiles que los formados por el
xiloglucano. Los espacios entre la red de celulosa-hemicelulosas son ocupados por
pectinas altamente hidratadas, que se entrecruzan mediante uniones éster y mediante
uniones iénicas de calcio. Por otra parte, la matriz celulosa-hemicelulosas se une a las
pectinas mediante enlaces covalentes entre el xiloglucano y las pectinas (Thompson y
Fry, 2000). Las proteinas estructurales pueden formar una red adicional. Estas pueden

interactuar con la matriz péctica o entre si formando puentes entre proteinas.
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Figura Il.3: Modelo de arquitectura de pared de dicotiled6neas
Fuente: Carpita y Mc Cann, 2000.
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1.3. Degradacidon de paredes celulares

1.3.1. Cambios en los componentes de |la pared celular

Durante la maduracion, los polimeros que forman parte de la pared celular
sufren cambios progresivos. La pared celular incrementa su hidratacion y la cohesion
entre pectinas disminuye, determinando una mayor facilidad para la separacién entre
células (Jarvis, 1984). La reduccion en la adhesion célula-célula es ocasionada por la
degradacion y disolucion de la laminilla media (Crookes y Grierson, 1983). Durante la
maduracion el pH apoplastico disminuye, se observa un aumento en la concentracion
de ciertos iones (Almeida y Huber, 1999) y una disminucion del turgor (Shackel y col.,
1991). Con respecto a los polimeros de pared, se observa una degradacion debida a
procesos de depolimerizacion, solubilizacion o ambos dependiendo del fruto analizado
y de la fraccion considerada. Asimismo se observan marcadas diferencias en el patron
de degradacién de la pared celular entre variedades de un mismo fruto. A fin de
examinar las modificaciones en sus componentes, las paredes celulares deben ser
aisladas y extraidas secuencialmente para producir fracciones enriquecidas en los
principales grupos de polimeros constituyentes (Brummell y Harpster, 2001). Estas

extracciones se realizan usualmente con:

1. Agua a fin de extraer las pectinas labilmente unidas a las paredes celulares.

2. Agentes quelantes como CDTA o EDTA, los cuales remueven el calcio de la pared,
solubilizando las pectinas unidas mediante enlaces iGnicos.

3. HCI, que libera las pectinas unidas a la pared mediante enlaces covalentes.

4. Alcalis como el NaOH 4 M, que provoca la ruptura de puentes de hidrégeno con la
celulosa y solubiliza los glicanos de entrecruzamiento (xiloglucano, glucomananos
glucuron-arabinoxilanos). El residuo obtenido luego de esta extraccion es
principalmente celulosa.

Durante la maduracion las pectinas son solubilizadas y/o depolimerizadas
(Brummell y Labavitch, 1997; Chun y Huber, 1997). Esto se produce por hidrdlisis de
los poliurénidos, que se convierten en solubles en agua 0 en agentes quelantes si es

gue permanecen unidos a la pared por uniones ionicas a otras moléculas de pectina.
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Por lo tanto la solubilizacion de poliurdnidos usualmente determina un incremento en
la facilidad de extraccion. La depolimerizacion de pectinas y la pérdida de galactosa y
arabinosa en las cadenas laterales del RG | (Gross y Sams, 1984) incrementan la
porosidad de las paredes, que inicialmente puede ser muy pequefia, y limita asi el
acceso de las enzimas hidroliticas a sus sustratos (Baron-Epel y col., 1988). Los
glucanos de entrecruzamiento unidos débilmente a la celulosa (glucomananos y
xilanos) muestran en general pocos cambios en el peso molecular aunque la
depolimerizacion si tiene lugar en el caso de los xiloglucanos (Tong y Gross, 1988).
En el caso de la celulosa, en general no se observan importantes cambios durante el
ablandamiento. Ademas de la degradacion de las paredes celulares, ha sido
demostrado que la incorporacién y sintesis de nuevos componentes continda durante

todo el proceso de maduracién (Greve y Labavitch, 1991).

1.3.2. Dedradacion de paredes celulares

Diferentes enzimas y otras proteinas sin actividad enzimatica capaces de
degradar los componentes de la pared han sido descritas en frutos. Algunas de ellas
se encuentran en diversas etapas del desarrollo, mientras que otras son especificas
de la maduracion. Algunas se incrementan durante el proceso, mientras que otras

muestran pocas variaciones o incluso disminuyen.

Poligalacturonasa (PG): Esta enzima (b-1,4-D-galacturénico glicanohidrolasa)

cataliza la hidrdlisis de las uniones de &cido galacturénico actuando tanto como endo o
exoenzima. Las de tipo exo (EC 3.2.1.67) remueven las unidades de &cido
galacturénico a partir del extremo no-reductor de los poliurénidos, mientras que las de
tipo endo (EC 3.2.1.15) clivan estos polimeros en diferentes posiciones internas. El
sustrato de PG en la pared celular es principalmente el homogalacturonano, el cual es
secretado en la pared altamente metil-esterificado y debe ser desesterificado para ser
sustrato de PG (Carpita y Gibeaut, 1993). En algunos frutos como durazno, palta y
tomate la actividad PG es muy elevada, aunque la actividad en durazno es 50 veces
menor que en tomate (Huber y O’Donoghue, 1993). En los primeros estudios
realizados en otras especies como manzana, melon y frutilla no se detectd actividad
PG por lo que se pens6 que la enzima estaba ausente, pero finalmente fueron
detectados ARNm codificando para PG y se pudo medir la actividad enzimatica
(Hadfield y Bennett, 1998). Las poligalacturonasas se encuentran presentes en
familias multigénicas (Hadfield y Bennett, 1998).
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Esta enzima fue la primera que se evalud utilizando métodos de transgénesis. La
supresion de PG disminuyo la depolimerizacion de los poliuronidos en tomate, pero
no fueron importantes las diferencias en firmeza entre los frutos de plantas
transformadas y salvajes. En los ultimos estadios de maduracion, los frutos en los que
se inhibi6 la expresion de PG mostraron una menor degradacion de pectinas y una
mejor integridad que los controles. Esto demuestra que la actividad PG es responsable
de la depolimerizacion de poliuronidos pero que la actividad de la enzima no es
necesaria ni suficiente para el ablandamiento del fruto y que participa principalmente

en los Ultimos estadios de maduracion.

Pectin_metilesterasa (PME): Los poligalacturonanos son secretados en la pared
celular altamente metil-esterificados y son desesterificados durante el desarrollo
celular. Durante la maduracion, el grado de metilesterificacion de las paredes celulares
disminuye (Koch y Nevins, 1989). La enzima pectin metilesterasa (PME; EC 3.1.1.11)
elimina los grupos metilo de la posicion 6 de los residuos de acido galacturonico de las
pectinas. Esto provoca la liberacién de grupos carboxilos, cambiando el pH y la carga
de la pared celular, permitiendo la union de poliurénidos por puentes de calcio (Carpita
y Gibeaut, 1993). La PME se encuentra en diversos tejidos vegetales y existen
diferentes isoformas (Tucker y col., 1982). Su rol en el ablandamiento no es claro ya
que por un lado al demetilar las pectinas favorece la accién de PG y con ello la
depolimerizacion de pectinas, mientras que por otra parte la liberacion de grupos
carboxilo promueve la formacion de enlaces i6nicos en la pared. Plantas de tomate
PME antisentido presentaron un mayor grado de esterificacion (15-40%) de pectinas
que las plantas controles y un menor contenido de pectinas solubles en EDTA
(Tieman y col., 1992; Tieman y Handa, 1994). Probablemente los cambios en las
condiciones fisicas e i6nicas de la pared pueden haber afectado la actividad de otras
enzimas de pared (Brady y col., 1985). No obstante, la firmeza de los frutos no se vio
afectada. Al igual que en el caso de PG, los resultados sugieren que la enzima se
encuentra involucrada en la degradacién de pared celular pero que su supresion no es
suficiente para modificar la firmeza de frutos.
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b-galactosidasa (b-gal): Uno de los cambios mas importantes que ocurre en las

paredes celulares durante el ablandamiento es la pérdida de residuos de galactosa de
los polimeros de pared celular (Gross y Sams, 1984). La mayor parte de la galactosa
se encuentra formando parte de las cadenas laterales del RG | unida a residuos de
ramnosa (b-1,4-D-galactanos) o en el RG Il por uniones b-1,3 0o b-1,6 (Carpita y
Gibeaut, 1993). Las endo galactanasas no han sido detectadas en plantas superiores,
por lo que se cree que la enzima responsable de la degradacion de los b-galactanos
de pared es la exo-b-D-galactosidasa (EC 3.2.1.23). La supresién de b-galactosidasa

en estadios tempranos de la maduracion redujo la pérdida de galactosa y el

ablandamiento hasta en un 40%. En otras lineas transgénicas, la supresion de b-gal

en estadios avanzados de la maduracion también redujo la pérdida de galactosa pero
no se encontraron diferencias en firmeza entre frutos transformados y frutos controles.
Estos resultados sugieren que la supresion de b-gal podria tener un efecto indirecto
en el ablandamiento. Quizas al evitar el incremento de la porosidad de la pared podria
impedir el acceso de otras hidrolasas a sus sustratos.

Endo-b-1.4-D-glucanasa (EGasa). Los glicanos de pared son depolimerizados
durante el ablandamiento (Huber, 1984; Brummell y col., 1999). Una de las enzimas
gue se considera responsable de este proceso es la EGasa (EC 3.2.1.4). Las EGasas
hidrolizan glucanos con uniones b-D-1,4 pero probablemente no son capaces de
degradar la celulosa cristalina (Brummell y col., 1994). Sus sustratos en la pared
celular podrian incluir al xiloglucano, regiones no cristalinas de la celulosa y
posiblemente glucomananos con cantidad suficiente de residuos de b-1,4-D-glucanos
para permitir la unién de la enzima al sustrato. Se han descrito numerosas isoformas
de EGasa durante la maduracion de frutos (Kanellis y Kalaitzis, 1992). Se ha
encontrado actividad EGasa en todos los frutos examinados (Brummell y col., 1994)
pero las cantidades encontradas varian notablemente segun la especie considerada.
En frutillas, apoyando la hipétesis de la regulacion propuesta por Given y col. (1988c),
la expresion de un gen de EGasa (Fa-Cell) relacionado con la maduracion es
suprimida por los elevados niveles de auxinas encontrados en frutos jovenes y su
MRNA no se acumula hasta que los niveles de auxinas declinan a medida que el
proceso de maduracion progresa (Harpster y col.,1998). Otra EGasa, denominada Fa-
Cel2, también ha sido detectada durante el desarrollo de frutillas, pero su expresion se
incrementa en frutos verdes y permanece relativamente constante en estadios mas
avanzados de maduracion (Llop-Tous y col., 1999; Trainotti y col., 1999).
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Al igual que en el caso de FaCell, la abundancia del mRNA de este gen
también es reducida por tratamientos con auxinas (Trainotti y col., 1999). Si bien,
como se menciond anteriormente, EGasa podria participar en la depolimerizacion de
hemicelulosas y regiones no cristalinas de celulosa, esta enzima no resulta suficiente
para explicar el proceso de ablandamiento de frutillas, ya que frutos transgénicos en
los que se suprimié su expresion no mostraron diferencias en el ablandamiento

respecto a frutos controles (Wooley y col., 2001).

b-Xilosidasa (b-Xil): La xilosa se encuentra en las paredes celulares de plantas

formando parte de hemicelulosas y pectinas. En el caso de las hemicelulosas, los
residuos de a-D-xilosa se ubican en las cadenas laterales, mientras que en los xilanos

forman parte de la cadena principal de b-1,4-D-xilosa. Estos son degradados por la
accion de endo b-1,4-xilanasas, las cuales clivan las uniones glicosidicas b-1,4 entre

residuos adyacentes de D-xilosa para producir oligosacaridos que pueden luego ser
degradados por las b-xilosidasas (EC 3.2.1.37), que liberan residuos simples de xilosa

(Cleemput y col., 1997). Entre las pectinas, la xilosa se halla en el xilogalacturonano
formando parte de las cadenas laterales y unida al C3 como residuos de b-D-xilosa. La

presencia de b-xilosidasa ha sido descrita en peras (Ahmed y Labavitch., 1980),
pepino (Miller y col., 1987; Mujer y Miller, 1991) y frutillas (Martinez y col., 2004). A

pesar de que el porcentaje de xilosa en la pared es bajo, su relevancia podria ser alta
ya que la supresién de b-xil en Arabidopsis provocé alteraciones en la composicion de

la pared afectando el desarrollo normal de las plantas (Goujon y col., 2003).

Pectato liasa (PL): Esta enzima ha sido ampliamente estudiada en bacterias

patdégenas, las cuales la secretan favoreciendo la degradacién de las pectinas de la
laminilla media (Henrissat y col., 1995). La degradacion de las pectinas por accién de
la PL ocurre por b-eliminacion a diferencia del mecanismo hidrolitico de las
poligalacturonasas. Los estudios de la degradacion de compuestos de naturaleza
péctica en frutos han puesto mucho énfasis en la accion de poligalacturonasas
mientras que el rol de las pectato liasas ha comenzado a analizarse mas
recientemente. En el caso de frutillas, la supresion de PL permitié obtener frutos mas
firmes que los controles (Jiménez Bermudez y col., 2002), indicando que esta enzima

podria poseer un rol importante en el proceso de ablandamiento.
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Arabinofuranosidasa (@-Afs): Los xilanos se hallan formados por residuos de xilosa

con uniones b-1,4 con un grado de polimerizacion de 70 a 200. Muchos de los
residuos de xilosa se encuentran sustituidos con a-L-arabinofurandsido. Las a-L-
arabinofuranosidasas (a-Afs; a-L-arabinofurandsido arabinofuranohidrolasas, EC
3.2.1.55) catalizan la hidrolisis de los residuos terminales no reductores de estos
compuestos (Beldman y col., 1997; Saha, 2000). Se han aislado y caracterizado Afs
de hongos y bacterias y en el caso de frutos ha sido detectada la presencia de tres
isoformas en tomate durante el proceso de maduracion, presentando las mismas
diferencias en su regulaciéon hormonal (Sozzi y col., 2002). Su rol en el proceso de

ablandamiento de frutos no se encuentra elucidado.

Endo-1.4-b-mananasa: La endo 1,4-b-mananasa (EC 3.2.1.78) es una hidrolasa de

pared identificada inicialmente en tomate (Pressey, 1989) pero que no ha recibido
demasiada atencién. Se presume que Sus sustratos in vivo serian mananos no
sustituidos, galactomananos, glucomananos y galactoglucomananos (Nonogaki y col.,
2000; Wozniewski y col., 1992), que a pesar de encontrarse en pequefia proporcion en
las paredes de dicotiledoneas (Brummell y Harpster, 2001), podrian jugar un rol

importante reforzando las paredes.

Xiloglucano endotransglicosilasa (XET): El rol de esta enzima en la maduracion y

ablandamiento no se conoce totalmente, pero se cree que podria contribuir a la
depolimerizacion del xiloglucano por transglicosilacion, utilizando pequefias moléculas
resultantes de la accion de EGasa (Brummell y Harpster., 2001). XET también podria
modificar la pared celular realizando arreglos en los polimeros existentes, o
incorporando nuevos xiloglucanos, ya que la sintesis de los mismos continda a lo largo

del proceso de maduracion (Mitcham y col., 1989).

Expansinas: Las expansinas son proteinas presentes en las paredes celulares de
plantas, y fueron descubiertas en estudios de alargamiento celular. Diversos genes
que codifican para expansinas han sido descritos en frutos. Se cree que participan en
la degradacién de paredes celulares vegetales y que tienen influencia en los procesos
de crecimiento y desarrollo. No ha sido detectada una actividad enzimatica conocida y
su mecanismo de accidn es un enigma. Se conoce que incrementan la relajacion de
las paredes celulares y que este proceso resulta 6ptimo a pH acido (McQueen-Mason

y col.,, 1992). Las expansinas purificadas no poseen actividad hidrolasa o
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transglicosilasa y no producen depolimerizacion observable de carboxi-metil-celulosa,
glicanos de entrecruzamiento o pectinas (McQueen-Mason y col.,, 1992, 1993;
McQueen-Mason y Cosgrove., 1994, 1995). Las expansinas se unen débilmente a la
celulosa cristalina y méas fuertemente a la celulosa recubierta con glicanos de
entrecruzamiento. Se cree que actdan ocasionando una disrupcion de los puentes de
hidrégeno entre las fibrillas de celulosa y los glucanos de entrecruzamiento,
particularmente el xiloglucano (McQueen-Mason y Cosgrove., 1995). En el caso de
frutillas, se ha caracterizado el cDNA de una expansina cuya expresion es especifica
de fruto y se incrementa durante la maduracion (Civello y col.,, 1999) y mas
recientemente se ha descrito la presencia de 6 genes de expansina (Harrison y col.,
2001).

1.4. Efecto de tratamientos térmicos de alta temperatura sobre el ablandamiento

El ablandamiento usualmente es retrasado por la aplicacion de tratamientos
térmicos de alta temperatura (Klein y Lurie, 1990; 1992). La exposicion de manzanas a
38°C por 4 d resultd en frutos con mayor porcentaje de pectinas insolubles y una
menor proporcién de pectinas solubles que los frutos no tratados (Klein y col., 1990;
Ben-Shalom y col., 1993). En el caso de tomates, se observd una menor pérdida de
arabinosa y galactosa luego de 4 d a 40°C (Mitcham y McDonald, 1992). El retraso del
ablandamiento ha sido asociado a una reduccién en la actividad de enzimas
hidroliticas de degradacion de pared celular. Los resultados encontrados con
diferentes enzimas muestran que la disminucién de la actividad como consecuencia de
los TAT puede deberse tanto a la reduccion en la transcripcion y estabilidad de ARNm
como al efecto sobre la sintesis y degradaciéon de proteinas. A temperaturas de 50°C
por 5 min la actividad endoglucanasa de tomate disminuye en un 87% (Pressey,
1983), en tanto que la actividad endo-mananasa Yy galactosidasa disminuyen
marcadamente por la aplicacion de tratamientos térmicos (40°C, 2 d), para
recuperarse luego de 4 y 14 d respectivamente (Sozzi y col., 1996). En el caso de PG,
también se observa una recuperacion de los niveles normales de actividad luego de 6
d a 25°C (Yoshida y col., 1984). Una vez recuperadas las actividades normales, los
frutos contindan el proceso de ablandamiento (Lurie y Klein, 1991). En el caso de
frutillas, se encontrd que los tratamientos térmicos de alta temperatura pueden retrasar
el ablandamiento de los frutos (Capitulo 1). En el presente capitulo se evaluara el
efecto de los TAT sobre la degradacion de pared celular y la actividad de enzimas

asociadas a este proceso en la zona interna y externa del receptaculo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal
Se cosecharon frutillas, (Fragaria x ananassa Duch., cv Selva), con 75% de

color superficial rojo a partir de cultivos locales (La Plata, provincia de Buenos Aires,
Argentina) e inmediatamente se transportaron al laboratorio. Un total de quinientos
frutos se colocaron en 50 bandejas plasticas y se cubrieron con PVC (15 mm de
espesor). Los frutos se mantuvieron a 45°C, 3 h. Luego del tratamiento los frutos se
almacenaron a 20°C por 2 d. Los controles se almacenaron a 20°C por 2 d.

2.2. Diseccidon de los frutos

Se cortaron dos discos (5 mm de espesor) de la zona ecuatorial de cada fruto y
se delimitaron dos zonas (externa e interna). La zona externa fue obtenida separando
el tercio externo con un bisturi, mientras que los dos tercios restantes fueron
considerados como zona interna. Se tomaron muestras luego del tratamiento y luego
de 1, y 2 d a 20°C; las muestras se procesaron inmediatamente o se congelaron en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

2.3. Firmeza

La firmeza se midio en la zona interna y externa del receptaculo luego de 0, 1y
2 d a 20°C utilizando un analizador de textura (TA.XT2, Stable Micro Systems Texture
Technologies, Scarsdale, NY) equipado con una sonda plana de 2 mm. Se obtuvieron
discos de los frutos como se describié en 2.2. Cada fruto se comprimié 2 mm a 0,5
mm s, registrandose la fuerza maxima en N. Cada disco se midié dos veces en cada
zona y se utilizaron 40 discos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento

analizado.

2.4. Actividad de enzimas gue participan en la degradacién de pared celular

2.4.1. Endo-1.,4-b-D-glucanasa

Se trituraron frutos en un molinillo refrigerado y 5 g del polvo obtenido se
extrajeron con 15 ml de buffer (acido acético-acetato de sodio 50 mM pH 6,0; PVPP 10
g I'"). La suspensién obtenida se centrifugd a 10.000 x g por 30 min y el sobrenadante
se descartd. Luego, el residuo obtenido se resuspendié en 15 ml de buffer (acido
acético-acetato de sodio 50 mM pH 6,0; NaCl 1 M; PVPP 10 g I') y se agit6 2 h a 4°C.
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El homogenato se centrifugd a 10.000 x g por 30 min y el sobrenadante se utilizo para
ensayar la actividad enzimatica. Todos los pasos durante la preparacion de los
extractos se realizaron a 4°C. La actividad enzimatica se midi6 en una mezcla de
reaccion conteniendo buffer acido acético-acetato de sodio 50 mM pH 6,0; NaCl 1 M;
carboxi-metil celulosa 0,5% (p/v) y 1,5 ml de extracto enzimatico en un volumen total
de 2 ml. La mezcla se incub6 a 37 °C y se tomaron alicuotas luego de 0, 2,5,8y 24 h
y se congelaron en nitrégeno liquido hasta la determinacion de azucares. Los
azucares se determinaron con acido di-nitrosalicilico (DNS) midiendo la absorbancia a
550 nm (Miller, 1959). Se prepararon dos extractos para cada tratamiento, zona y
tiempo de almacenamiento analizado y cada extracto se midi6 por duplicado. Los
resultados se expresaron como el cambio en la densidad 6ptica (DDO) en una hora

bajo las condiciones del ensayo, por gramo de fruto.

2.4.2. b-xilosidasa

Frutos congelados (5 gramos) se homogeneizaron en un Omnimixer con 15 ml
del siguiente buffer de extraccion: acido acético/acetato de sodio 0,05 M pH 6,0; NaCl
1 M; PVPP 10 g I'. La mezcla se mantuvo en agitacion a 4°C por 2 h y luego se
centrifugé a 9.000 x g por 10 min. El sobrenadante se utiliz6 para determinar la
actividad b-xilosidasa utilizando pnitrofenil b-D-xilopiranosido como sustrato segun
Cleemput y col., (1997) con modificaciones menores. Se preparé la siguiente mezcla
de reaccion: p-nitrofenil b-D-xilopiranosido 5 mM; NaCl 1 M; buffer acido
acético/acetato de sodio 0,05 M pH 6,0; y 750 n de extracto enzimatico en un volumen
total de 1,5 ml. La mezcla se incub6 a 55°C y la reaccién se detuvo a tiempo 0 y luego
de 1, 2, 3y 4 h, mezclando 150 ni de mezcla de reaccion y 500 ni de solucién de
Trizma base 1%. El p-nitrofenol liberado se determiné midiendo la densidad oOptica a
410 nm. Se prepararon dos extractos para cada tratamiento, zona y tiempo de
almacenamiento analizado y las determinaciones se realizaron por duplicado. Los

resultados se expresaron como el cambio en la densidad 6ptica (DDO) en una hora

bajo las condiciones de ensayo, por gramo de fruto.

2.4.3. Poligalacturonasa

Aproximadamente 5 g de fruto se procesaron en un Omnimixer con 15 ml de
buffer de extraccion (acido acético/acetato de sodio 50 mM pH 6,0; NaCl 1 M; PVPP
10 g ). La suspension obtenida se agité por 2 h y luego se centrifugé a 10.000 x g

por 10 min. El sobrenadante se dializd6 por 12 h en buffer acido acético/acetato de
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sodio 100 mM pH 4,5. El extracto obtenido se utiliz6 para la determinacion de la
actividad PG. Todos los pasos durante la preparacion de los extractos se realizaron a
0-4°C. Se prepararon dos extractos para cada tratamiento, zona y tiempo de
almacenamiento analizado y las determinaciones se realizaron por duplicado. La
actividad se ensay6 en una mezcla de reaccion conteniendo &cido acético/acetato de
sodio 50 mM pH 6,0, acido poligalacturénico 0,15% p/v y extracto enzimatico. La
mezcla de reaccién se incubd a 40°C y se tomaron alicuotas de 300 ni a diferentes
tiempos y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. El acido galacturonico
liberado se midié con 2-ciano acetamida de acuerdo a Gross (1982). Los resultados se
expresaron como el cambio en la densidad 6ptica (DDO) en una hora bajo las

condiciones de ensayo, por gramo de fruto.

2.4.4. b-galactosidasa

Aproximadamente 5 g de fruto se procesaron en un Omnimixer con 15 ml de
buffer (4cido acético/acetato de sodio 50 mM pH 6,0; NaCl 1 M; PVPP 10 g I'). La
suspension obtenida se agitdé por 2 h y luego se centrifugé a 10.000 x g por 10 min.
Todos los pasos durante la preparacion del extracto se realizaron a 0-4°C. El
sobrenadante obtenido se utilizé para la determinacion de la actividad enzimética. Se
prepararon dos extractos para cada tratamiento, zona y tiempo de almacenamiento
analizado y las determinaciones se realizaron por duplicado. La actividad se midio en
una mezcla conteniendo buffer acido acético/acetato de sodio 0,05 M pH 45y p
nitrofenil b-D-galactopirandsido 3 mM. La mezcla de reaccion se incub6 a 40°C, se
tomaron alicuotas de 150 mni a diferentes tiempos yse mezclaron con 500 m de

Na,CO; 0,4 M. Se midio la absorbancia a 410 nm y los resultados se expresaron como
la variacién en la densidad Optica por minuto bajo las condiciones de ensayo, por

gramo de fruto.

2.4.5. Pectin metilesterasa

Aproximadamente 5 g de fruto se procesaron en un Omnimixer con 15 ml de
NaCl 1 M y PVPP 10 g I'. La suspension obtenida se agito por 4 h y luego se
centrifugd a 10.000 x g por 30 min. El sobrenadante se ajust6 a pH 7,5 con NaOH y se
utilizé para ensayar la actividad PME. Todos los pasos durante la preparacion de los
extractos se realizaron a 04°C. Se realizaron dos extractos para cada tratamiento,
zona y tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones se realizaron por

duplicado. La actividad se ensaydé en una mezcla de reaccién conteniendo 600 m de
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pectina 0,5% p/v, 150 m de azul de bromotimol 0,01% en buffer fosfato 0,003 M pH
7,5; 100 m de agua pH 7,5y 100 m de extracto enziméatico. Se midi6 la reduccion de la

densidad 6ptica a 620 nm a 37°C. Los resultados se expresaron como el cambio en la
densidad optica (DDO) en un minuto bajo las condiciones de ensayo, por gramo de

fruto.

2.5. Andlisis de la composicion de pared celular

2.5.1. Aislamiento de polisacaridos de pared celular

Los polisacaridos de pared celular se obtuvieron como residuo insoluble en
alcohol (RIA) de acuerdo a d’Amour y col. (1993), con modificaciones menores.
Aproximadamente 10 g de tejido congelado se homogeneizaron con 4 volimenes de
etanol y se mantuvieron en ebullicion por 30 min. El homogenato se filtr6 y el residuo
se lavo tres veces con 15 ml de etanol. El s6lido obtenido (RIA) se seco a temperatura
ambiente.

2.5.2. Extraccion v cuantificacion de pectinas

Los poliurénidos se aislaron de acuerdo a Nara y col. (2001), con
modificaciones menores. Alicuotas de 100 mg de RIA se suspendieron en 100 ml de
agua y se agitaron a 20°C por 12 h. El homogenato se filtr6 y el sélido se lavo tres
veces con 10 ml de agua destilada. Los filtrados se denominaron pectinas solubles en
agua (PSy.0).

El residuo fue luego resuspendido en 100 ml de buffer acido acético/acetato de sodio
0,05 M conteniendo EDTA 0,04 M, pH 4,5 y se agito durante 4 h a 20°C. El
homogenato se filtré y el residuo se lavo tres veces con 10 ml del mismo buffer. Los
filtrados se denominaron pectinas solubles en EDTA (PSgpta). Finalmente el residuo
obtenido se resuspendié en 100 ml de HCI 0,05 M y se calent6 con agitacion a 100°C
por 1 h. Luego de enfriarlo el homogenato se filtrd y el residuo se lavo tres veces con
aproximadamente 10 ml de HCI 0,05 M. El filtrado obtenido se denomino pectinas
solubles en HCI (PS;¢). La concentracion de &cidos urdnicos de todas las fracciones
se determiné por el método del mhidroxidifenilo (Blumenkrants y Asboe-Hansen,
1973) utilizando &cido galacturénico como estdndar. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como mg de &acido

galacturdnico por gramo de fruto.
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2.5.3. Extraccion vy cuantificacion de hemicelulosas

El residuo proveniente de la extraccion de pectinas se agité por 8 h con 100 ml
de NaOH 4 M a 20°C. El homogenato se filtr6 y luego se lavo tres veces con 5 ml de
NaOH 4 M. Los filtrados obtenidos se denominaron fraccion hemicelulosas (Hem). La
cuantificacion de hemicelulosas se realiz6 luego de la hidrélisis de la fraccibn Hem con
H,SO, a 100°C por 15 min. La determinacién de azucares liberados se realizé por el
método descrito por d"’Amour y col., (1993) utilizando glucosa como estandar. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como mg

de glucosa por g de fruto.

2.6. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los datos se
analizaron por medio de un ANOVA. Las medias se compararon a través del test LSD

a un nivel de significancia de 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Firmeza

La firmeza de los frutos fue aproximadamente 2 veces superior en la zona
interna del receptaculo que en la externa. Durante el almacenamiento se observd una
reduccion en la firmeza tanto en la zona interna (Figura 11.4) como externa (Figura 11.5)
La firmeza cambi6 en los frutos controles desde valores de 1,57 y 0,65 hasta 0,92 y
0,39 luego de 2 d de almacenamiento en la zona interna y externa de los frutos
respectivamente. Inmediatamente luego del tratamiento térmico no se encontraron
diferencias en la firmeza entre los frutos controles y tratados en ninguna de las zonas
analizadas. Luego de 1 d a 20°C los frutos tratados mostraron una mayor firmeza que
los controles tanto en la zona interna como en la externa. Luego de 2 d a 20°C no se
encontraron diferencias en la region interna pero cuando se analiz6 la zona externa los
frutos tratados se mantuvieron mas firmes que los controles. Los tratamientos térmicos
pueden retrasar el ablandamiento en diversos frutos (Paull, 1990; Lurie, 1998).

Civello y col., (1997) hallaron que los tratamientos térmicos de alta temperatura
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Figura Il.4. Cambios en la firmeza en la zona interna del receptaculo
en frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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(42-48°C) retrasan el ablandamiento en frutillas. Los resultados muestran que los
tratamiento térmicos retrasan € proceso de ablandamiento tanto en la zona interna
como externa de frutillas. Varios autores han descrito que los tratamientos térmicos
pueden reducir la actividad de enzimas asociadas a la degradacion de las paredes
celulares (Paull, 1990; Lurie, 1998; Sozzi y col., 1996) lo que podria influir en la

velocidad de ablandamiento.
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Figura Il.5: Cambios en la firmeza en la zona externa del receptaculo
en frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel de
significancia de 0,05.
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3.2. Actividad de enzimas que participan en la degradacién de pared celular

3.2.1. Endo-b-1.4-D-glucanasa

Se ha mencionado una elevada actividad EGasa en frutillas en estadios
avanzados del proceso de maduracion (Abeles y Takeda, 1990). Mas recientemente
se ha descrito la existencia de diversos genes de endoglucanasa cuya expresion es
elevada en frutillas maduras (Harpster y col., 1998; Llop-Tous y col., 1999; Trainotti y
col., 1999).

Los resultados hallados mostraron que la actividad EGasa fue mayor en la
zona interna que en la externa de los frutos (Figura I11.6). Luego de la cosecha la
actividad EGasa fue 0,15 DDO g* h™ en la regi6n interna de los frutos y 0,07 DDO ¢*

h™ en la region externa.
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Figura I.6: Actividad EGasa en la zona interna y externa de frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Los frutos tratados presentaron una menor actividad EGasa que los controles
inmediatamente luego del tratamiento en ambas zonas. La misma tendencia se
observo luego de 1y 2 d a 20°C. La frutilla muestra una pequefia cantidad de celulosa
gue permanece sin alteraciones importantes durante la maduracion (Woolley y col.,
2001) lo que sugiere que esta fraccién no posee un importante rol en el proceso de
ablandamiento. Las EGasas podrian participar en la degradacion de xiloglucanos y
regiones no cristalinas de la celulosa (Llop-Tous y col., 1999; Woolley y col., 2001).
Los menores niveles de EGasa hallados en el caso de los frutos tratados podrian

determinar una menor modificacion de las fracciones de xiloglucano.

3.2.2. b-xilosidasa

La xilosa representa el 29% de las hemicelulosas y también se encuentra
presente en pequefias proporciones en las pectinas (Koh y Melton, 2002).
Aproximadamente solo el 25% seria b-xilosa (xilanos o xilogalacturonanos). A pesar
que el porcentaje de b-xilosa es bajo, su relevancia en la estructura de la pared celular
podria ser elevada ya que la disminucion en la expresion de un gen de b-xilosidasa
altera la composicion de la pared celular y el desarrollo normal (Goujon y col., 2003).

La actividad b-xilosidasa disminuy6 durante el almacenamiento a 20°C tanto en
los frutos controles como tratados (Figura 11.7). Después del tratamiento térmico se
observo una menor actividad b-xil en los frutos tratados que en los controles en ambas
zonas analizadas. Lo mismo se observé luego de 1 d a 20°C, pero no se encontraron
diferencias después de 2 d a 20°C. En contraposicion a lo que sucede con las
pectinas, donde el tamafio molecular medio permanece sin importantes variaciones
durante la maduracion de frutillas, las hemicelulosas muestran una significativa
reduccién en el tamafio molecular medio (Huber., 1984). Se ha sugerido que b-xil es
una de las enzimas responsables en el proceso de depolimerizacion de compuestos

de naturaleza hemicelulésica. Tanto la expresion del mRNA (FaXyll), como la
actividad de b-xil muestran un maximo en frutillas 25 y 50 % rojas (Martinez y col.,

2004). No obstante, tanto la expresion de dicho gen como la actividad enzimatica b-xil

son detectados aun en frutos totalmente maduros, y la reduccion hallada en el caso de
los frutos tratados térmicamente podria provocar un retraso en la degradacién de los
xilanos. Por otra parte, el clivaje de residuos de b-xilosa de las cadenas laterales de

compuestos de naturaleza péctica podria ser reducido.
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Figura Il.7: Actividad b-xil en la zona interna y externa de frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima

sianificativa (LSD) a un nivel de sianificancia de 0.05.

3.2.3. Poligalacturonasa
En frutilas se han purificado y caracterizado parcialmente tres

poligalacturonasas (Nogata y col.,, 1993). Dos de ellas presentan actividad
endopoligalacturonasa mientras que la restante posee actividad tanto endo como exo
poligalacturonasa (Nogata y col., 1993). En el presente trabajo, no se encontraron
diferencias en actividad PG entre la zona interna y externa de frutillas (Figura 11.8).
Tampoco se encontraron cambios en la actividad PG de los frutos controles durante el
almacenamiento a 20°C. No obstante, los tratamientos térmicos redujeron la actividad
PG en ambas zonas. Luego de 1 d a 20°C los frutos tratados aln presentaron menor
actividad PG que los controles, pero luego de 2 d a 20°C se recuperaron los niveles
normales de PG y no se observaron diferencias entre frutos con o sin tratamiento
térmico. Nogata y col. (1993) describieron que la actividad PG disminuye durante la
maduracion de frutillas y que una baja actividad se encuentra en frutos maduros. Por
otra parte, algunos trabajos describieron que el ARNm de PG se no se expresa en

frutos maduros (Redondo Nevado y col., 2001).
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No obstante trabajos mas recientes mencionan que la actividad PG se
incrementa notablemente durante la maduracion de frutillas y que este aumento es
aun mas marcado en variedades con alta tasa de ablandamiento (Rosli y col., 2004).
La reduccion en la actividad PG podria entonces contribuir a retrasar el ablandamiento
en los frutos tratados térmicamente.
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Figura II.8: Actividad PG en la zona interna y externa frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima
significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.

3.2.4. b-galactosidasa

Tres galactosidasas diferentes han sido halladas en frutillas (Trainotti y col.,
2001). En el presente trabajo la actividad galactosidasa fue superior en los tejidos
internos que en los tejidos externos de los frutos (0,20 y 0,16 DDO g' h*
respectivamente) y no se encontraron cambios en la zona interna y externa de los
frutos controles durante el almacenamiento (Figura 11.9).La actividad b-gal fue menor
en la zona interna de los frutos tratados que en los los controles inmediatamente luego
del tratamiento térmico, pero no se detectaron diferencias en la regién externa del
receptaculo. No obstante, los frutos tratados mostraron una menor actividad b-gal que

los controles en ambas zonas analizadas luego de 1 d a 20°C.
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Cuando los frutos se mantuvieron a 20°C por 2 d, no se hallaron diferencias
entre los frutos controles y tratados ni en la zona interna ni en la zona externa. Sozzi y

col. (1996) mostraron que el estrés por altas temperaturas redujo la actividad b-

galactosidasa en tomates. La participacion de galactosidasa en la solubilizacion de
pectinas ha sido sugerida (Ranwala y col., 1992a), y se ha propuesto que las b-1,4-
galactosidasas podrian remover cadenas laterales de los ramnogalacturonanos
(Smith y ool., 1998). Esta remocion podria contribuir a reducir las interacciones no
covalentes entre cadenas de polisacaridos adyacentes, las cuales refuerzan la
estructura de la pared celular. Por otra parte, los residuos de galactosa también se
encuentran en hemicelulosas ubicados a nivel de las cadenas laterales (Trainotti y
col.,, 2001). Se ha informado la pérdida de galactosa durante el ablandamiento de
frutillas (Knee y col., 1977; Regdwell y col., 1997). La actividad b-galactosidasa podria
jugar un rol relevante en el ablandamiento de estos frutos, y la reduccion de b-gal
como consecuencia de los tratamientos térmicos podria contribuir a retrasar la

degradacion de los polimeros presentes en la pared celular.
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Fiqura 11.9: Actividad b-gal en la zona interna y externa de frutos

controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima
significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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3.2.5. Pectin metilesterasa

PME es una enzima ubicua en plantas que desesterifica las pectinas
metoxiladas en la pared celular. Una vez finalizado el tratamiento térmico los frutos
tratados presentaron una mayor actividad PME que los controles en ambas zonas
analizadas (Figura 11.10). Luego de 2 d a 20°C los frutos tratados mostraron mayor
actividad PME que los controles en la zona interna pero no se observaron diferencias
en la regién interna. Trabajos previos en manzanas no detectaron diferencias en la
actividad PME entre frutos controles y tratados térmicamente (Klein y col., 1995). No
obstante, tanto el producto analizado como las condiciones del tratamiento difieren
notablemente de las utilizadas en el presente trabajo. Incluso se ha descrito que las
respuestas a los tratamientos térmicos dependen no sélo del producto sino también

del cultivar utilizado (Lurie, 1998).
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Figura ll.10: Actividad PME en la zona interna y externa de frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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La mayor actividad PME hallada en los frutos tratados térmicamente podria
incrementar la liberacion de grupos carboxilicos en las pectinas y con ello aumentar el
namero de sitios putativos para la formacion de puentes de calcio en la pared,
contribuyendo a retrasar el desensamblaje de los compuestos pécticos.

3.3. Analisis de la composicion de pared celular

3.3.1. Hemicelulosas

El contenido de hemicelulosas se redujo en la region externa de los frutos
controles durante el almacenamiento a 20°C (Figura 1.11). No se encontraron
diferencias en el contenido de Hem entre frutos controles y tratados inmediatamente
luego del tratamiento. No obstante, luego de 2 d a 20°C los niveles de Hem fueron
mas elevados en los frutos tratados en ambas zonas analizadas. Por mucho tiempo se
consider6 que la celulosa era uno de los sustratos de la EGasa in vivo, pero no se ha
probado experimentalmente que las EGasas puedan degradar a la celulosa cristalina y

se ha propuesto al xiloglucano como blanco de esta enzima (Wooley y col., 2001).
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Figura ll.11: Hemicelulosas en la zona interna y externa de frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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EGasa y b-xil actuando sobre las hemicelulosas en conjunto con otras
proteinas que modifican la red de celulosa-hemicelulosas como las expansinas,
podrian contribuir a la degradacion de la pared celular (Wooley y col.,, 2001). La
inhibicion de EGasa ocasionada por los TAT podria reducir la solubilizacién de Hem.
Asimismo, la reduccién en la actividad b-xil hallada en el caso de los frutos tratados
podria contribuir también a retrasar la degradacion de los xilanos. Finalmente, cambios
en la matriz péctica podrian participar en el ablandamiento de los frutos especialmente

en los ultimos estadios del proceso de maduracién (Hadfield y Bennett, 1998).

3.3.2. Pectinas totales

No se observaron cambios en las pectinas totales en ninguna de las dos zonas
analizadas durante el almacenamiento a 20°C (Figura 1.12). Nogata y col. (1996)
demostraron que las pectinas totales presentan cambios durante el desarrollo de
frutillas, pero no encontraron modificaciones entre los estadios rojo maduro y
sobremaduro. Los TAT no produjeron cambios en las pectinas totales y los niveles
hallados fueron iguales a los de los controles. Resultados similares fueron hallados por

Ben Shalom y col. (1993) en manzanas.
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Figura Il.12: Pectinas totales en la zona interna y externa de frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima
significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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3.3.3. Pectinas solubles en en agua (PS;,0) pectinas solubles en EDTA (PSepra) V
pectinas solubles HCI (PSyc)

Inmediatamente luego del tratamiento no se observaron diferencias en el

contenido de PS,,0, entre frutos controles y tratados (Figura 11.13). Luego de 2 d a
20°C los frutos tratados presentaron un menor nivel de PSy,o que los controles tanto
en la zona interna como externa. En el caso de las PSgpra, Una vez finalizado el
tratamiento, los frutos tratados presentaron mayores niveles que los controles en
ambas zonas analizadas. Esta diferencia se observo también luego de 1y 2 da 20°C
(Figura 11.14). Finalmente los frutos tratados mostraron una reduccion en el contenido
de PS,¢ luego del TAT en la zona interna (Figura 11.15). Durante el almacenamiento a
20°C el contenido de PSy¢ disminuyo tanto en la zona interna como externa de los
frutos. Sin embargo, la reduccion en PS,¢, fue menor en el caso de los frutos tratados
térmicamente y luego de 2 d a 20°C presentaron mayores niveles de PS, que los

controles.
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Figura ll.13: Pectinas solubles en H,O en la zona interna y externa
de frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Figura Il.14: Pectinas solubles en EDTA en la zona interna y externa
de frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima
significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Figura Il.15: Pectinas solubles en HCl en la zona interna y externa
de frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) durante el
almacenamiento a 20°C. Se muestra la diferencia minima
significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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El mecanismo bioquimico del ablandamiento de frutos no ha sido elucidado
aun (Brummell y Harpster, 2001). Durante la maduracion, el porcentaje de pectinas
solubles se incrementa pero la cantidad total de residuos urénicos (Woodward., 1972;
Kneey col., 1977; Huber., 1984; Regdwell y col., 1997) y el tamafio de los compuestos
pécticos son muy levemente modificados (Huber, 1984; Regdwell y col., 1997). Los
resultados de este trabajo coinciden con trabajos previos en caqui, en los que se
describié una reduccion en la solubilizacion de pectinas como consecuencia de
tratamientos térmicos (Woolf y col., 1997). El analisis de paredes de manzanas
demostrd que la exposicion a tratamientos con aire caliente retraso la solubilizacion de
las pectinas (Klein y col., 1990). La reduccion de la actividad b-gal, que puede clivar
uniones covalentes en las cadena laterales de los compuestos pécticos, hallados en
los frutos tratados podria contribuir a reducir la solubilizacion de las pectinas. No
obstante, otras enzimas como las pectato liasas parecen tener un importante rol en la
degradacion de pectinas y ablandamiento de frutillas (Jiménez-Bermuadez y col., 2002).

Los mayores niveles de pectinas unidas idnicamente (PSgpra) €n €l caso de
los frutos tratados inmediatamente luego del tratamiento, podrian explicarse
considerando que durante los primeras etapas del tratamiento térmico la temperatura
alcanzada en los frutos podria no ser suficiente para inhibir la actividad enziméatica.
Trabajos previos muestran que PME de tomate presenta una temperatura éptima de
55°C (Van den Broeck y col., 2000). Por otra parte el mayor contenido de PSgpra que
se observo durante el almacenamiento correlaciona con el incremento en PME
descrito en 3.2.5. Es conocido que PME actla desesterificando pectinas y por tanto
genera mas sitios posibles para la formacion de puentes de calcio (Barnavon y col.,
2000). Tieman y Handa (1994) hallaron que la expresion de un gen antisentido de
PME en tomate redujo los niveles de Ca** y Mg®* fijado en el pericarpio de los frutos
transgénicos. También se encontraron niveles elevados de calcio unido a las paredes
celulares en manzanas tratadas térmicamente (Lurie y Klein, 1992). La formacion de
puentes de calcio podria aportar mayor rigidez a la pared (Jarvis, 1984). Ademas, la
mayor proporcion de pectinas desesterificadas modifica la carga de las paredes, lo
que podria modular el pH, el balance io6nico y limitar el movimiento de proteinas
cargadas (Carpita y Gibeaut, 1993). Por otra parte, cambios en el pH y en las
condiciones ionicas del apoplasto podrian afectar la actividad de otras enzimas
relacionadas con la degradacion de pared (Chun y Huber, 2000; Almeida y
Huber,1999).
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4. CONCLUSIONES

Los tratamientos térmicos retrasan el ablandamiento en la zona interna y

externa de frutillas. Los tratamientos provocan una reduccion en la actividad EGasa y
b-xil y retrasan la degradacion de hemicelulosas. Las actividades de PG y b-
galactosidasa también son reducidas por los tratamientos mientras que PME es
activada. Esto provoca una disminucion en la tasa de degradacion de pectinas unidas
covalentemente ( PS,c)) Y un menor incremento de pectinas labilmente unidas (PSh2o0)
lo que podria estar asociado con una reduccién en el clivaje de compuestos pécticos
por enzimas hidroliticas. Por otra parte, los mayores niveles de pectinas unidas
ibnicamente (PSgpra) €n los frutos tratados indican que el incremento de los sitios
putativos para la formacion de puentes de calcio en la pared celular podria contribuir a

retrasar el desensamblaje de los compuestos pécticos.
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Capitulo Il

“Efecto de tratamientos térmicos
de alta temperatura sobre el
deterioro y ataque de patdégenos

en frutillas”
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1. INTRODUCCION

1.1. Principales enfermedades de postcosecha de frutillas
La incidencia de enfermedades es uno de los problemas mas importantes en la

postcosecha de frutillas (Salunkhe y Desai, 1984). Los principales patdogenos que
pueden atacar a los frutos son: Botrytis cinerea, Rhizopus Stolonifer, Mucor mucedo y
Colletotrichum dematium. Los tres primeros (especialmente Botrytis cinerea) suelen
ser los patdgenos que ocasionan los mayores problemas durante la postcosecha
(Maas, 1992).

a. Podredumbre por Botrytis cinerea: Es un hongo capaz de atacar una gran
diversidad de frutas y hortalizas durante el almacenamiento postcosecha, asi como

arbustos, flores, arboles y malezas en cultivo (Maas, 1992). La enfermedad se ve
favorecida por condiciones de elevada humedad y baja ventilacién. Con algunas
excepciones, Botrytis ataca principalmente tejidos blandos (flores, pétalos, yemas,
plantulas o frutos), tejidos débiles o dafiados y tejidos senescentes o muertos (Figuras
.1y 1L.2).

Fiqura lll.1: Ataque de Botrytis en

frutos en desarrollo.
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Los ataques de Botrytis son frecuentes en cultivos en invernadero, especialmente
durante la primavera y otofio cuando las condiciones para el desarrollo del patégeno
resultan mas favorables. El hongo ocasiona dafios en los botones florales y yemas,
aunque también puede producir otro tipo de problemas como manchas en hojas y
podredumbre radicular. Durante el almacenamiento refrigerado de frutas y hortalizas,
las podredumbres ocasionadas por Botrytis suelen ser muy importantes y de dificil
control, ya que este hongo puede continuar creciendo aun a temperaturas cercanas a
0°C (Olias y col., 1998). La infeccion comienza en las flores, pero los sintomas se
observan comunmente en los frutos. Las lesiones en muchos casos se observan en la
zona basal y se asocian con la presencia de estambres o pétalos infectados adheridos
a la fruta o atrapados bajo el cdliz. Los infecciones también pueden producirse a
través de rajaduras, cortes, lesiones, dafios por insectos y otros patdégenos (Agrios,
1999). Las lesiones comienzan como manchas firmes, pequefas, de color amarillento,
gue rapidamente se expanden formando regiones marrones irregulares de aspecto
blando. Luego se cubren de micelio blanco y esporas color grisaceo. A partir de aqui,
puede continuar su expansion y destruir totalmente el fruto pudiendo eventualmente
momificarlo. Los frutos enfermos pueden liberar un elevado numero de esporas
favoreciendo la diseminacién de la enfermedad (Maas, 1992).

Figura lll.2: Atague de Botrytis en
frutos maduros.

99



Caracteristicas del agente causal: Botrytis cinerea es el estado conidial de

Sclerotinia fuckeliana de Bary. En agar papa glucosado el micelio es de color blanco y
luego se torna gris. Las hifas son septadas, ramificadas y hialinas. Forman
conidioforos de hasta 5 mm oscuros y ramificados en forma irregular o dicotomica. En
la parte superior de los mismos, se forman una serie de ramificaciones cortas que
llevan las esporas. Los conidios son unicelulares, coloreados o no y de un tamafio de
11x11x15 mm (Figura I11.3). Pueden tener forma elipsoidal o globoide. El estado sexual
se encuentra raramente en la naturaleza. En este caso se forman esclerocios oscuros

irregulares (Maas, 1992).

Figura lll.3: Conidioforo y conidios de
Botrytis sp.

Ciclo de la enfermedad: El hongo pasa el invierno en forma de micelio o bien como
esclerocios de color oscuro y forma irregular. EI movimiento de restos vegetales y
suelo provoca la diseminacion del hongo que germinara y crecera bajo condiciones de
humedad elevada y temperaturas de 15-25°C. Las infecciones raramente ocurren por
encima de 25°C, pero una vez que esta ocurren, el hongo crece en el rango de 0 a
35°C (Maas, 1992).

b. Podredumbre por Rhizopus sp: La podredumbre por Rhizopus es caracteristica
de la postcosecha de frutillas, aunque también puede ocurrir en el campo en frutos
maduros. Las esporas se encuentran usualmente en el aire y pueden diseminarse
facilmente. El hongo penetra en frutos maduros solo a través de heridas. Los frutos
infectados se observan levemente decolorados y se tornan gradualmente de color
marron claro. Luego colapsan rapidamente y comienzan a exudar. Bajo condiciones
de elevada humedad, se cubren de una masa densa de micelio blanquecino que
posee largos esporangiéforos que finalizan en esporangios negros (Figura 111.4).
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Este problema se encuentra ampliamente distribuido pero su importancia ha sido
minimizada ya que el enfriamiento por debajo de 5°C limita el crecimiento y
esporulacion de Rhizopus sp. (Mitchell y col., 1996).

Caracteristicas _del agente causal: El agente causal mas comidn de estas
podredumbres en frutillas es R. stolonifer Ehremb. y ocasionalmente R. sexualis
Smith. Estos hongos son cosmopolitas, atacando una gran diversidad de frutos. Las
colonias de R. stolonifer en agar papa glucosado son en un principio blancas y
algodonosas y luego se tornan de color oscuro en la madurez. Las hifas son gruesas
(10-20 mm de espesor). Los esporangiéforos se producen a partir de estolones que se
unen a los sustratos a traves de rizoides. Los esporangiéforos miden cominmente 1-2
mm pero pueden llegar hasta 2 cm. Los mismos culminan en esporangios erectos de
85-200 mm de diametro. Las esporas (10-20 x 78 mm) son marrones a negras,
estriadas y ovaladas. Las zigosporas resultantes de la fusion sexual son también
redondeadas, oscuras y de un tamafio de 160-220 mm de didmetro (Maas, 1992).

Fiqura lll.4: Esporangio de
Rhizopus sp.
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Ciclo de la enfermedad: R. stolonifer es un hongo saprdfito que vive en restos

vegetales en descomposicion, o en el suelo. Las zigosporas sirven como esporas de
resistencia y las esporangiosporas pueden mantener su viabilidad por varios meses.
Rhizopus sp. es un hongo que invade tejidos dafados. Una vez que la infeccion se ha
establecido, la accion de enzimas pectoliticas degrada la laminilla media, ocasionando
una desorganizacion de los tejidos del fruto. La esporulacién es abundante y rapida
bajo condiciones favorables, pudiendo diseminarse facilmente por el viento (Maas,
1992).

1.2. Estrategias para el control de enfermedades de postcosecha
Las estrategias para el control de enfermedades de postcosecha resultan muy

variadas. De todos modos, cualquiera de los métodos utilizados intenta lograr la
reduccion de la cantidad de in6culo, la reduccion de la patogenicidad del organismo
causante de la enfermedad, la reduccion de la susceptibilidad del fruto y/o el

incremento de su resistencia.

1.2.1. Reduccidn de la cantidad de inoculo

La primera estrategia posible para reducir la incidencia de enfermedades
consiste en reducir la cantidad de inéculo. Por esta razon, resulta importante
comprender que el control de enfermedades de postcosecha comienza a realizarse
durante la precosecha. Asi existe un gran numero de medidas susceptibles de ser
consideradas a fin de reducir la carga de inéculo de los frutos a la llegada a la planta
de empaque, como utilizar plantas de buena calidad sanitaria, realizar los cultivos en
sitios luminosos y bien drenados, realizar una esmerada preparacion del terreno, evitar
en la medida de lo posible suelos muy pesados, densidad de plantas excesiva, pobre
ventilacion, plantaciones muy profundas y la fertilizacién excesiva (especialmente con
nitrégeno), utilizar mulch para evitar el contacto de los frutos con el suelo, evitar la
acumulacion de excesiva humedad, mantener los invernaderos ventilados, evitar
excesos hidricos y cambios térmicos bruscos, evitar la condensacion de agua sobre
las plantas, utilizar fungicidas recomendados cuando las condiciones son
predisponentes para la enfermedad, remover todos los frutos que presenten ataque de
Botrytis en la zona de produccién, utilizar cajones totalmente higienizados para la
recoleccion de los frutos y luego de la cosecha colectar los restos de tejidos vegetales
muertos (PROEXANT, 2004).
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Los patdégenos de postcosecha son llevados a las plantas de empaque tanto en
frutos infectados como en frutos sanos. Los restos de material en descomposicion
cerca de las plantas de empaque son también una fuente de in6culo y luego de un
tiempo, el aire, los equipos y el agua en la planta pueden contaminarse. Las medidas
de sanitizacion para reducir la cantidad de noéculo en la planta resultan de utilizar
diferentes quimicos para disminuir la incidencia de enfermedades de postcosecha. El
formaldehido es altamente efectivo contra hongos de postcosecha. No obstante,
posee una elevada toxicidad y es corrosivo, lo que dificulta su utilizacién. Algunos
fungicidas como el orto-fenilfenato de sodio pueden utilizarse para la desinfeccion de
cajones cosecheros. Las cintas transportadoras pueden tratarse con sales de amonio
cuaternario, hipoclorito de sodio y orto-fenilfenato de sodio. En el caso de frutillas, no
se recomienda el enfriamiento con agua o lavado de los frutos, por lo que la
contaminacion por el uso de agua no es tan importante como en otros productos. La
utilizacion de fungicidas resulta una estrategia utilizada mara la disminucién de la
cantidad de inéculo en muchos frutos, pero en el caso de frutillas las aplicaciones de

este tipo de productos se realizan solamente en la precosecha (PROEXANT, 2004).

1.2.2. Reduccion de la patogenicidad del agente causal

Germinacion y adhesién: El proceso de patogénesis comienza con la adhesion de las

esporas a la superficie del hospedante y la germinacion de las mismas (Staples y
Mayer, 1995). Cualquier estrategia que afecte estos procesos serd de utilidad para
reducir la incidencia de enfermedades. La utilizacién de ceras resulta util en algunos
frutos, ya que la formacion de una barrera no polar dificulta la iniciacién del proceso
de patogénesis. No obstante, ésta no es una practica recomendada en el caso de
frutillas. Algunos tratamientos como la refrigeracion (Mitchell, 1992), las atmosferas
modificadas (Agar, 1990) y la aplicacion de tratamientos con luz UV-C (Pan y col.,
2004) permiten retrasar la germinacion de esporas fungicas y con ello reducir la

patogenicidad de los microorganismos.

Penetracién y colonizacién de tejidos: Una etapa importante para la instalacion de la

enfermedad es la penetracion de los patdgenos para dar lugar a la colonizacién de los
frutos (Sasaki y Nagayama, 1994). Por lo tanto algunas estrategias posibles a fin de
reducir la patogenicidad de los hospederos consisten en controlar el medio ambiente

donde se realizara el almacenamiento.
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Los principales factores que afectan el desarrollo de enfermedades de postcosecha

son:

a. Temperatura: La temperatura afecta a la incidencia de enfermedades de
postcosecha mas que ningun otro factor del ambiente. El manejo de temperatura
resulta critico para controlar las enfermedades y comunmente otras medidas tomadas
se consideran suplementos de la refrigeracion. Una vez que los frutos han sido
cosechados debe realizarse el enfriamiento de los mismos a la temperatura 6ptima
(Kader, 1992).

b. Humedad relativa: Los productos perecederos son especialmente susceptibles al

ataque de patdgenos cuando se encuentran mojados. Por lo tanto las frutas deben ser
cosechadas, manipuladas y almacenadas cuando no poseen agua libre en su
superficie. Por otra parte, estos productos se deterioran marcadamente si no son
almacenados en condiciones de humedad elevada. Una HR de 85-95% se recomienda

generalmente para el almacenamiento de frutas (Mitchell y col., 1996).

c. Madificaciébn y control de atmoésferas: Las frutas y hortalizas son a menudo

expuestas a ambientes en los que se ha alterado la composicion de la atmésfera, lo
gue puede reducir significativamente la incidencia de enfermedades de postcosecha al
afectar entre otras cosas el desarrollo de los patdégenos (Yahia e Higuera-Ciapara.,
1992). Existen diferentes posibilidades de modificacion de atmdsferas, siendo las méas
comunmente utilizadas el incremento de los niveles de CO, y la reduccion del
contenido de O,.

1.2.3. Reduccién de la susceptibilidad de los frutos

1.2.3.1. Integridad de tejidos

Como se indicé anteriormente, muchos patégenos de postcosecha ingresan a
sus hospedantes a través de heridas. Por lo tanto una forma de reducir
sustancialmente la incidencia de enfermedades de postcosecha es tomar todas las
precauciones necesarias para evitar golpes y heridas que puedan producirse durante
el manipuleo de los frutos (Kader, 1992). Por otra parte, el ataque de Botrytis cinerea
involucra la sintesis de una serie de enzimas por parte del hongo que participan en la
degradacion de las paredes celulares del fruto (Viterbo y col., 1994).
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Estas incluyen a la celulasa, poligalacturonasa, pectin metilesterasa y b-
glucosidasa. Se ha hallado una correlacion positiva entre la actividad b-glucosidasa de

Botrytis cinerea y su patogenicidad en manzanas (Sasaki y Nagayama, 1994) y uvas
(Touzani y col., 1994). Ademas de la degradacion de paredes celulares inducida por
accion del hongo, como se mencioné en el Capitulo Il éste es un proceso natural en la
maduracion de los frutos y que ocurre a una tasa elevada en el caso de frutillas. Por lo
tanto, la aplicacion de tratamientos que permitan el retraso del desensamblaje de los
polimeros de la pared puede tener influencia sobre el desarrollo de enfermedades, ya
gue dificulta el proceso de infeccion. Dentro de los tratamientos que disminuyen el
ataque de patégenos y el ablandamiento debido a un retraso de la degradacion de las
paredes celulares se encuentran entre otros la refrigeracion, la inhibicion de la accion
del etileno (principalmente en frutos climatéricos), las atmosferas modificadas, la
aplicacion de luz UV-C (Kader, 1992; Baka y col., 1999), la obtencién de plantas
transgénicas con una menor tasa de degradacion de pared celular (Jiménez Bermudez

y col., 2002) y los tratamientos térmicos de alta temperatura (Capitulo II).

1.2.3.2. Defensa antioxidante

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son formas parcialmente reducidas
del oxigeno atmosférico. Generalmente resultan de la excitacion del O, para formar el
oxigeno singulete o de la transferencia de 1, 2 6 3 electrones para formar el radical
superoéxido, peréxido de hidrégeno o el radical hidroxilo (Mittler, 2002). A diferencia del
oxigeno atmosférico las ERO son capaces de provocar la oxidacién de diferentes
componentes celulares y determinar la destruccion de la célula (Asada, 1999). La
muerte celular provocada por las ERO puede resultar de procesos como la
peroxidacion lipidica, la oxidacion de proteinas, la inhibicion de enzimas y el dafio a
nivel de ARN y ADN (Noctor y Foyer, 1998). Las plantas han desarrollado una serie de
mecanismos que le permiten mantener los niveles de ERO bajo control. Los
principales mecanismos incluyen a las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
ascorbato peroxidasa (APX), fenol peroxidasas (POD) y catalasa (CAT) (Asada, 1994;
Bowler, 1992; Mittler, 2002). El balance entre estas enzimas resulta crucial para
mantener los niveles de superoxido y peroxido de hidrégeno. Otros antioxidantes
como el ascorbato, fenoles y el glutation también resultan de utilidad para evitar el
dafio oxidativo (Noctor y Foyer, 1998). Asi, se observa que plantas transgénicas
alteradas en sus niveles de &cido ascorbico son hipersensibles al estrés oxidativo

(Conklin y col., 1996). Existen diferentes fuentes de produccién de ERO en plantas
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incluidas reacciones involucradas en el metabolismo normal. Bajo condiciones
normales la produccion de ERO a nivel celular es baja, pero diversas condiciones de
estrés pueden alterar la homeostasis e incrementar la produccién de ERO. Dentro de
las condiciones que favorecen la produccion de ERO se encuentran una serie de
situaciones comunes durante el almacenamiento postcosecha de frutas y hortalizas,
como las bajas temperaturas, la deshidratacion, la falta de nutrientes, la senescencia,
el dafio mecéanico y el ataque de patégenos (Allen, 1995, Bowler, 1992). Botrytis
cinerea produce diversas oxidasas que generan peroxido de hidrégeno incluyendo a
las enzimas glucosa oxidasa, xilosa oxidasa, galactosa oxidasa y ascorbato oxidasa,
(Edlich y col., 1989). Ha sido hallada una correlacion positiva entre la patogenicidad de
B. cinerea y los niveles de ERO (Edlich y col., 1989). Por otra parte, en concordancia
con el hecho de que las ERO poseen un rol en la patogenicidad, Edlich y col., (1989)
hallaron que diferentes antioxidantes inhiben la infeccion. Todo esto indica que la
modificacion del estado antioxidante de los frutos podria influir sobre su susceptibilidad
a ciertas enfermedades. Estudios realizados mediante la obtencion de plantas
transgénicas sobre-expresando diversas enzimas antioxidantes permitieron comprobar
gue las plantas tenian menor susceptibilidad a enfermedades (Bowler y col., 1992).
Desde otro punto de vista algunos tratamientos de postcosecha podrian afectar a los
sistemas de defensa antioxidante y con ello contribuir a una mejora en la respuesta a
las condiciones de estrés oxidativo que puedan generarse durante el almacenamiento
como consecuencia de la accion de factores de tipo bidtico o abidtico que puedan

ejercer alguna influencia desventajosa.

1.2.4. Incremento de la resistencia del fruto

La resistencia a las enfermedades en plantas en muchos casos puede
asociarse a la activacion de una amplia gama de mecanismos de defensa Utiles para
reducir la movilidad o replicacion de los patogenos. Algunas de las respuestas
comunes incluyen el entrecruzamiento de las paredes celulares por la accién de
peroxidasas, la activacion de genes que codifican para glutation transferasas,
inhibidores de proteinasas, quitinasas, glucanasas, polifenol oxidasas, peroxidasas,
inhibidores de poligalacturonasas y enzimas que participan en la biosintesis de otros
compuestos como fenilalanina amonioliasa (Van Loon, 1997; Somssich y Hahlbrock
1998; Machinandiarena y col., 2001). PAL es la primera enzima en la via de los fenil-
propanoides, que involucra la sintesis de compuestos de bajo peso molecular con
capacidad antimicrobiana conocidos como fitoalexinas.
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La reduccién de PAL en plantas transgénicas provoc6 una disminucion de la
resistencia local de las plantas a los patogenos (Maher y col., 1994). Los fenil-
propanoides son una parte fundamental del arsenal de defensa de los vegetales
contra patdgenos. Asi, lbs monolignoles, flavonoides, isoflavonas y estilbenos sirven
como fitoalexinas preformadas o inducidas en diferentes especies (Dixon, 2001). El
incremento en la produccion de estos compuestos mejora la resistencia a
enfermedades (He y Dixon, 2000). La expresion de PAL es incrementada en respuesta
a diferentes elicitores (Jaeck y col, 1992; Pellegrini y col., 1993) lo que podria

traducirse en un aumento en la sintesis de compuestos defensivos.

Sefializacion de respuestas de defensa: Existe mucha evidencia que indica que el
acido salicilico (AS) es una molécula fundamental en la sefializacion de las respuestas
de defensa locales y sistémicas (Delaney y col.,, 1994). La incorporacion de
transgenes de bacterias para incrementar la produccién de AS incrementd la
resistencia de las plantas a patogenos (Verbene y col., 2000). Hasta hace poco se
creia que el AS era sintetizado a partir de la Lfenilalanina (Lee y col., 1995). No
obstante, evidencia genética ha mostrado recientemente que una importante fraccion
del AS inducido durante las respuestas de defensa se origina a partir del isocorismato
en una via independiente de la de los fenil-propanoides (Wildermuth y col., 2001). Por
otra parte, se ha demostrado que otras hormonas como el etileno y el acido jasmonico

también median la activacion de diferentes respuestas de defensa (Baker y col., 1997).

1.3. Efecto de tratamientos térmicos de alta temperatura sobre la incidencia de

enfermedades de postcosecha
Uno de los principales efectos de la aplicacion de tratamientos térmicos de alta

temperatura es la reduccion del ataque de patdégenos (Woolf, 1995; Paul, 1990; Lurie,
1998). No obstante, los mecanismos responsables del control de patdégenos en los
frutos tratados no estan totalmente elucidados y el tipo de respuesta encontrada
depende del producto analizado y de las condiciones de tratamiento utilizadas (Lurie,
1998). Se ha informado la existencia de un efecto directo del calor en la reduccion de
la viabilidad de los hongos, asi como en la capacidad de infeccién. Fallik y col. (1996c)
encontraron que los TAT reducen la patogenicidad de Penicillum expansum en

manzanas al reducir la germinacion de esporas.
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Resulta de interés destacar que cuando los frutos se inocularon luego del
tratamiento también se observo una reduccion en la infeccion, sugiriendo la presencia
de compuestos inhibitorios 0 mecanismos activos de defensa que podrian contribuir a
reducir el ataque de patdgenos. Similares resultados se observaron en peras, donde la
la incidencia de Mucor y Phialophora fue reducida mediante la aplicacion de TAT
incluso cuando los frutos fueron inoculados luego del tratamiento térmico (Spotts y
Chen, 1987). Los mecanismos indirectos de resistencia contra patdgenos involucran
una serie de interacciones complejas con diferentes lineas de respuesta, como la
presencia de barreras mecanicas a los microorganismos, la presencia de compuestos
antimicrobianos y la existencia de proteinas capaces de tolerar las condiciones de
estrés o de inhibir la colonizacién de los tejidos por los patégenos (Couey, 1989).
Algunas de estas respuestas son constitutivas, mientras que otras son inducidas por
diferentes factores. La aplicacion de TAT incrementa la resistencia de frutos en
algunas casos al inducir a la enzima PAL y con ello la biosintesis de lignina y
compuestos fenolicos. También se ha mencionado la obstruccion de rajaduras a nivel
superficial de los frutos debido a la fusion y redistribucion homogénea de las ceras
superficiales (Roy y col., 1994) como consecuencia de la aplicaciébn de TAT. Este
efecto fue hallado en diferente frutos tratados térmicamente, tales como pomelo
(Rodov y col., 1996), mandarina (Schirra y D’hallewin, 1997), pimientos (Fallik y col.,
1996b) y melones (Fallik y col., 2000). En otros casos se ha encontrado un incremento
en los niveles de compuestos antimicrobianos. Estudios en citricos mostraron que los
TAT promueven la sintesis de la fitoalexina escoparona en las células cercanas a
heridas luego de 12-24 h del tratamiento (Kim y col., 1991). Otros estudios mostraron
gue los TAT incrementan la actividad de proteinas asociadas a defensa como
quitinasas, glucanasas y peroxidasas (Schirra y col.,, 2000; Lurie, 1997). Estos
resultados demuestran la existencia de respuestas comunes entre el estrés por alta
temperatura y el provocado por patdogenos. Por otra parte, también se ha descrito la
existencia de respuestas comunes frente al estrés térmico y al estrés oxidativo,
aunque no se ha analizado en detalle en frutos (Larkindale y Knight, 2002; Dat y col.,
1998). La induccién de HSP, que es una respuesta comun de los organismos luego de
la exposicion a las altas temperaturas (Nover, 1991), puede ser inducida por estrés
oxidativo (Liu y Thiele, 1996; Mc Dufee y col., 1997). Del mismo modo, el estrés
térmico puede inducir la expresion de genes involucrados en la defensa contra el
estrés oxidativo (Morgan y col., 1986). La modificacion de la defensa antioxidante

como consecuencia de diferentes tratamientos resulta entonces de interés ya que el
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incremento de las ERO y el dafio oxidativo puede presentarse cominmente durante la
postcosecha como consecuencia del ataque de patogenos, estrés por bajas
temperaturas, deficiencia de agua y nutrientes y advenimiento de la senescencia.

El objetivo del presente capitulo es analizar si la reduccion en la incidencia de
enfermedades de postcosecha provocada por los TAT en frutillas se asocia con
efectos directos del calor sobre la viabilidad y patogenicidad de los hongos o si existen
respuestas mediadas por el fruto (asociadas con el metabolismo fendlico u oxidativo)

gue puedan estar involucradas en el proceso.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Efecto directo de los tratamientos

2.1.1 Viabilidad bacterias v hongos

Se cosecharon frutillas (Fragaria x ananassa cv Selva) con 75% de color
superficial rojo y se trasladaron inmediatamente el laboratorio. Se seleccionaron frutos
sin presencia de defectos o deterioro, se colocaron en bandejas plasticas y se

cubrieron con PVC (15 mm de espesor). Luego se trataron a 45°C por 3 h. Finalizado

el tratamiento las bandejas se almacenaron a 0°C por 0,7 y 14 d y luego se
transfirieron a 20°C por 2 d. Se tomaron dos muestras de 5 frutos para cada tiempo de
almacenamiento y tratamiento analizado. Cinco frutos, pesando aproximadamente 50
g se agitaron en agua estéril por 45 min. A partir de la suspension resultante, se
prepararon dos series de diluciones desde 10™ hasta 10° y 1 ml de cada dilucion se
sembré en medios de cultivo apropiados (placas Petrifim™ 6400 y 6407, 3M, St. Paul,
MN, USA) por triplicado. Las placas para el recuento de bacterias mesofilas se
incubaron a 30°C por 2 d y las correspondientes al recuento de hongos a 20°C por 5 d.
Los recuentos se descartaron cuando se encontraron menos de 30 o mas de 300
colonias. Los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias (UFC)
por gramo de fruto. El experimento se repitié dos veces en el caso de hongos y tres
veces en el caso de bacterias. Dado que la misma tendencia se observé en todos los
casos, solo se muestran los resultados del primer experimento.

2.1.2. Velocidad de germinacion de conidios

Alicuotas de suspensiones conidiales de Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer
obtenidas de cepas aisladas en el IIB-INTECH (INTECH 377/00-F18 e INTECH
364/00-F8, respectivamente) se sembraron en agar papa glucosado y luego se
incubaron las placas en la oscuridad a 20°C por 12 d. Las placas se colocaron en
estufa a 45°C por 3 h. Un grupo de placas no se traté térmicamente y fue utilizado
como control. Los conidios se suspendieron en Tween-20 0,03%, y la suspension se
filtr6 a través de un filtro de tela. Utlizando un hemocitobmetro para realizar los
recuentos se prepararon diluciones de la suspension y se ajusté la concentracion a 2 x
10° conidios mlI*. Utilizando wa placa multicelda los conidios se colocaron en las
celdas con Tween-20 0,03% y extracto de malta 2 x. La germinacion se frend cada
hora adicionando una alicuota de 100 m de formaldehido.
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El porcentaje de germinacion se estimé contando 100 esporas al azar en un
microscopio (400 x). Un conidio se considerd germinado cuando la longitud del tubo
germinativo fue igual o superior a la del conidio. Cada conteo se realizo por triplicado y
la experiencia completa se realiz6 por duplicado. Los resultados se expresaron como
porcentaje de conidios germinados.

2.2. Efecto de tratamientos térmicos sobre el metabolismo fenélico

2.2.1. Fenoles totales

Se cosecharon frutos 75% rojos y se trataron térmicamente. Luego se
almacenaron a 20°C por 2 d. Se cortaron dos discos (5 mm de espesor) de la zona
ecuatorial de cada fruto y se dividieron en 2 zonas (externa e interna). La zona externa
fue obtenida separando el tercio externo mientras que los dos tercios restantes fueron
considerados como zona interna. Se tomaron muestras luego del tratamiento y luego
de 1y 2da20°Cy las mismas se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a
—20°C hasta su uso. Aproximadamente 1 g de fruto congelado se proces6 en 6 ml de
etanol. La mezcla se homogeneizé y centrifugd a 9.000 x g por 10 min a 4°C. Tres
mililitros del sobrenadante resultante se llevaron a 100 ml con agua. Los extractos se
utilizaron para la determinacién de fenoles totales. Doscientos microlitros de extracto
se adicionaron a 1,11 ml de agua y 200 m de reactivo Folin-Ciocalteau. Luego de 3
min a 25°C se adicionaron 1,5 ml de solucién saturada de Na,CO; y la mezcla de
reaccion se incubd por 1 h a la misma temperatura. Se prepararon dos extractos para
cada tratamiento, zona y tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones
se realizaron por triplicado. Se midi6 la absorbancia a 760 nm y se calculé el contenido
de compuestos fendlicos utilizando fenol como estandar. El contenido de fenoles

totales se expres6 como g de fenol por kg de fruto.

2.2.2. Actividades enzimaticas

Para la evaluacion de la actividad de enzimas vinculadas con el metabolismo
fendlico se cosecharon frutos 75% rojos y se trataron térmicamente (45°C, 3h). Luego
se almacenaron a 20°C por 1 d. Se tomaron muestras finalizado el tratamiento y luego
de 6 ,12 y 24 h en el caso de polifenol oxidasa (PPO) y peroxidasa (POD), y luego de
0, 12, 24 y 48 h en el caso de fenilalanina amonio-liasa (PAL). Las mismas se
procesaron inmediatamente o se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a
—20°C hasta su uso.
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2.2.2.3. Actividad fenilalanina amonioliasa (PAL)

Aproximadamente 5 g de tejido fresco se homogeneizaron por 2 min en un
Omnimixer con 20 ml de buffer Na,B,0,.10H,0 0,1 M, mercaptoetanol 50 mM, EDTA 2
mM polivinilpolipirrolidona (PVPP) 30 g 1, pH 8,8. La suspension se centrifugd a
10.000 x g por 10 min y el sobrenadante se utilizé para ensayar la actividad PAL. La
mezcla de reaccién se prepar6 del siguiente modo: buffer Na,B,0,.10H,0 0,03 M, L-
fenilalanina 0,01 M y 1 ml de extracto enzimético en un volumen final de 3 ml. La
mezcla se incubd a 30°C y la actividad se determiné espectrofotométricamente a 290
nm a través de la produccion de acido trans-cinamico. Los resultados se expresaron
como el cambio en la densidad optica (DDO) en una hora bajo las condiciones del
ensayo, por gramo de fruto. Se prepararon dos extractos para cada tratamiento y
tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones se realizaron por

duplicado.

2.2.2.2. Actividad pirogalol peroxidasa (POD)

Aproximadamente 5 g de tejido fresco se homogeneizaron por 2 min en un
Omnimixer con 20 ml de buffer Na,HPO, 0,02 M, NaH,PO, 0,03 M, PVPP 10 g Ik,
PMSF 1mM, Triton X 100 0,1% v/v, NaCl 1 M, pH 7,0. La suspension se centrifugé a
10.000 x g por 10 min y el sobrenadante se utiliz6 para ensayar la actividad pirogalol

peroxidasa. La mezcla de reaccion se prepar6 del siguiente modo: buffer fosfato 50
mM pH 6,5, H,O, 8 mM, pirogalol 45 mM y 300 m de extracto en un volumen total de 3
ml. La mezcla se incub6 a 30°C y la actividad se determind espectrofotométricamente
a 430 nm. Los resultados se expresaron como el cambio en la densidad optica (DDO)
en una hora bajo las condiciones del ensayo, por gramo de fruto. Se prepararon dos
extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las
determinaciones se realizaron por duplicado.

2.2.2.3. Actividad polifenal oxidasa (PPO)

Aproximadamente 5 g de tejido congelado se homogeneizaron por 2 min en un
Omnimixer con 20 ml de buffer (Na,HPO, 0,02 M, NaH,PO, 0,08 M, PVPP 30 g M
PMSF 1mM, Triton X 100 0,1% v/v, NaCl 1 M, pH 6,0). La suspension se centrifugd a
10.000 x g por 10 min y el sobrenadante se utilizd para ensayar la actividad polifenol
oxidasa. La mezcla de reaccion se prepar6 del siguiente modo: buffer fosfato 100 mM
pH 6,0; pirocatecol 20 mM, y 400 m de extracto en un volumen total de 3 ml. La

mezcla se incubd a 30°C y la actividad se determiné espectrofotométricamente a 410
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nm.

Los resultados se expresaron como el cambio en la densidad 6ptica (DDO) en
una hora bajo las condiciones del ensayo, por gramo de fruto. Se prepararon dos
extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las
determinaciones se realizaron por duplicado.

2.2.3. Contenido de acido salicilico

Se procesaron aproximadamente cinco gramos de frutos congelados con 10 ml
de etanol 90% en un Omnimixer y el extracto obtenido se centrifugé a 10.000 x g por
15 min. El tratamiento de las muestras se realizé de acuerdo a Scott y Yamamoto
(1994). Finalmnente las muestras se resuspendieron en 500 m de buffer fosfato 100

mM pH 7,0, se filtraron a través de membranas de 0,22 nm y se inyectaron (20 mbar

por 25 segundos) en un equipo de electroforesis capilar Hewlett Packard 3D (Agilent
Technologies, Inc. CA, USA), equipado con un capilar de silica fundida de 25 mM de
diametro interno (Thermal Separations, USA). Los capilares nuevos, fueron
acondicionados por lavados sucesivos con HCI 1M, NaOH 1M y agua. Las corridas
fueron registradas mediante un detector de arreglo de diodos UV-visible (190-600
nm), realizandose finalmente la deteccion a 280 nm. Las determinaciones se
realizaron a 20°C en buffer K;HPO,-KH,PO, 100mM pH 7,0 y el voltaje utilizado fue de
25 kV. Se utilizaron muestras de AS como patron. Se prepararon dos extractos
independientes para cada tratamiento y tiempo analizado y las determinaciones se

realizaron por duplicado.

2.3. Efecto de tratamientos térmicos sobre el deterioro v aspectos vinculados al

metabolismo oxidativo

2.3.1. Material vegetal.

Frutillas (Fragaria x ananassa Duch., cv. Selva) se cosecharon con 75% de
color superficial. Los frutos se transportaron al laboratorio inmediatamente, donde se
inspeccionaron seleccionandose solo frutos uniformes en color y tamafio y libres de

dafo mecanico e infecciones.

2.3.2. Tratamiento térmico v almacenamiento

Doscientos setenta frutos se colocaron en bandejas plasticas (10 frutos por
bandeja), se cubrieron con PVC (15 mm de espesor) y se trataron por 3 h a 45°C en
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estufa. Luego del tratamiento las bandejas se almacenaron a 0°C por 0, 7 6 14 dy
finalizado dicho periodo se transfirieron a 20°C por 2 d. Las muestras se tomaron
luego de 0, 7y 14 d a 0°C seguido de 0, 1 6 2 d a 20°C y la fruta s analizd
inmediatamente o se congel6 en nitrégeno liquido y se almacend a —80°C hasta su
uso.

2.3.3. Actividad respiratoria

La produccion de CO, durante el almacenamiento se midié confinando 100 g
de frutos en jarras de 1000 ml. Las muestras se tomaron luego de 2 h con una jeringa
de 1 ml a través de un septum presente en las jarras. El analisis de gases se realizd
utilizando un cromatégrafo gaseoso (Varian CX 3400, CA, USA) equipado con una
columna CTR | (Alltech, San José, CA, USA) y un detector de conductividad térmica.
Las temperaturas en el inyector, columna y detector fueron de 120, 30 y 120°C,
respectivamente. Se utilizé helio como gas portador con un flujo de 20 ml min™, y se
utilizé una mezcla conteniendo 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N, como estandar. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y la tasa respiratoria se expresé en ml de
CO, kg™ h™.

2.3.4. Pérdida de electrolitos v pérdida de potasio

Cinco discos de frutos (3 mm de espesor, pesando 3 g) de la zona ecuatorial
de los frutos se incubaron en 25 ml de una solucion de sorbitol 0,6 M y fosfato de
sodio 10 mM (pH 6,0). La conductividad eléctrica de la solucion se midié al comienzo
de la incubacion y luego de 3 h. A fin de evaluar el contenido de electrolitos
remanentes los discos se congelaron, descongelaron y procesaron en un Omnimixer
(Sorvall, Inc., Norwalk, Conn, USA) con 25 ml de la solucién descrita anteriormente. La
suspension obtenida se filtr6 a través de una tela, se centrifugé a 10.000 x g por 10
min y se midié la conductividad del sobrenadante. Se realizaron triplicados para cada
tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado. Las mismas soluciones se
utilizaron para determinar el contenido de potasio por fotometria de llama (Metron Lab
Instruments, Londres, Inglaterra). Los resultados se expresaron como el porcentaje de
pérdida de electrolitos o potasio.

2.3.5. Actividad pirogalol peroxidasa
La determinacion se realizé como se describié en 2.2.2.2.
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2.3.6. Peroxido de hidrégeno

El contenido de perdxido de hidrogeno se determind utilizando luminol segun
Warm y Laties (1982) y Chen y col., (1993) con modificaciones menores. El tejido (0,5
g) se proceso en nitrdgeno liquido y se extrajo con 3 ml de &cido tricloro acético (TCA)
5% pl/v previamente refrigerado. Los extractos crudos se centrifugaron por 10 min a
9.000 x g a 2°C. Una fraccion del sobrenadante (0,5 ml) se sembr6 en una columna
conteniendo resina Dowex como fase estacionaria previamente equilibrada con 5% de
TCA. La columna se lavo con 3,5 ml de TCA 5% y el eluato se recogio y utilizo para la
determinacion de H,O,. En un tubo se mezclaron 0,5 ml de eluato y 0,5 ml de luminol
0,5 mM vy el volumen se llevé a 5,5 ml con NH,OH 0,2 M (pH 9,0). La mezcla se
analizo utilizando un equipo de quimioluminiscencia. La reaccién se inicio inyectando
50 ml de ferricianuro de potasio 0,5 mM en NH,OH 0,2 M (pH 9,0). Se prepararon dos
extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las
determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como

cantidad de H,O, producida relativa al valor inicial.

2.3.7. Poder antioxidante

La capacidad para neutralizar radicales libres de los frutos se realiz6 de
acuerdo al procedimiento descrito por Brand Williams y col., (1995). Muestras de 1 g
de fruto se procesaron en 6 ml de etanol y la mezcla se centrifugd a 9.000 x g por 10
min a 4°C. Tres mililitros del sobrenadante se llevaron a 100 ml con agua. Alicuotas
del extracto etandlico (5, 10, 20, 40, 80 y 120 pl) se adicionaron a tubos conteniendo
3,9 ml de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 0,025 g I* en metanol preparado
diariamente. Se midi6 la absorbancia a diferentes tiempos con un espectrofotébmetro
(Modelo DU650, Beckman, Berkeley, CA, USA) hasta que no se observaron cambios
en al absorbancia. Se grafico el porcentaje de DPPH remanente contra el volumen de
extracto adicionado y se determiné la cantidad de extracto necesaria para reducir la
concentracion de DPPH en un 50%, la que se defini6 como ECs. Las
determinaciones se realizaron por triplicado. El poder antioxidante se expres6é como
ECso ™.

2.3.8. Acido ascérbico

Aproximadamente 5 g de fruto se procesaron con 20 ml de acido citrico 3% p/v

en un Omnimixer. Los extractos se centrifugaron a 10.000 x g por 10 min. Todos los
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pasos durante la extraccién se realizaron a 34°C. Alicuotas del sobrenadante se
filtraron a través de una membrana de celulosa y se utilizaron para la determinacion de
acido ascorbico. Las determinaciones se realizaron por HPLC en un equipo Waters
(Waters Associates, Inc., Midford, MA, USA) equipado con una columna de fase
reversa (Ultrasphere ODS of 250 mm x 4,6 mm Beckman CA, USA). Se empled
acetonitrilo-agua (30:70), K,HPO, pH 4,3 como fase moévil a un flujo de 2 ml min™. La
deteccion se realizd espectrofotométricamente a 210 nm. Los resultados se

expresaron como gramos de acido ascorbico por kilogramo de fruto.

2.3.9. Actividad superoxido dismutasa (SOD

Cinco gramos de fruto congelado se procesaron en un Omnimixer con 16 ml de
buffer (fosfato de sodio 100 mM; pH 7,8; NaCl 1 M; PMSF 1 mM; EDTA 0,1 mM; Triton
X 100 0,1 % viv; PVPP 10 g I") y la suspension obtenida se agito por 1 h. El
homogenato se centrifugé a 10.000 x g por 10 min y el sobrenadante se utiliz6 para
ensayar la actividad enzimética. La mezcla de reaccion se prepar6 del siguiente modo:
fosfato de sodio 50 mM pH 7,8, metionina 13 mM, nitro blue tetrazolium (NBT) 75 nM,
riboflavina 2 mM, EDTA 0,1 mM y 300 m de extracto enzimatico, en un volumen total

de 3 ml. La mezcla se coloc6 50 cm debajo de una fuente de luz de 4 tubos
fluorescentes de 15 W a 20°C. La reaccion se inicio y detuvo encendiendo y apagando
las luces respectivamente. Luego se midi6é la absorbancia a 560 nm. Mezclas de
reaccion no irradiadas no desarrollaron color y se utilizaron como controles. La
mezclas de reaccion sin extracto enzimético desarrollaron el maximo color. Se definio
1 unidad de actividad enzimatica (UAE) como la cantidad de enzima necesaria para
disminuir en un 10% la reaccion del NBT. Los resultados se expresaron como UAE por
gramo de fruto. Se prepararon dos extractos por tratamiento y tiempo de

almacenamiento y las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.3.10. Actividad ascorbato peroxidasa (APX)

Aproximadamente 5 g de frutos se procesaron en un Omnimixer con 16 ml de
buffer de extraccion (fosfato de sodio 100 mM pH 7,0; Triton X 100 0,1% v/v; NaCl 1
M; PVPP 10 g I'). La suspension obtenida se agito por 1 h, se centrifugé a 10.000 x g

por 10 min y el sobrenadante se utilizé para determinar la actividad APX. La actividad
se ensay6 en una mezcla de reaccion conteniendo buffer fosfato 100 mM pH 7,0;
acido ascorbico 2 mM; H,O, 4 mM y 500 nt de extracto enzimatico en un volumen final

de 3 ml. La disminucién en la absorbancia se siguié a 290 nm y 30°C. Los resultados
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se expresaron como el cambio en la densidad oOptica ODO) en una hora bajo las

condiciones del ensayo, por gramo de fruto. Se prepararon dos extractos para cada
tratamiento y tiempo de almacenamiento y las determinaciones se realizaron por
duplicado.

2.4. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los datos se
analizaron por medio de ANOVA y las medias se compararon con un test de Fisher a
un nivel de significancia de a = 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto directo de los tratamientos

3.1.1. Viabilidad de bacterias y hongos
Considerando que el tratamiento térmico de alta temperatura redujo

significativamente la incidencia de enfermedades de postcosecha (Capitulo 1) se
realizaron recuentos a fin de determinar si los tratamientos controlaban de la
incidencia de patdogenos mediante un efecto directo sobre la viabilidad de bacterias y

hongos.
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Figura lIl.5: Unidades formadoras de colonias de bacterias meséfilas
por gramo (log UFC g™) en frutos controles y tratados térmicamente
(45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y posterior
transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel de
significancia de 0,05.
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Inmediatamente luego del tratamiento el nimero de unidades formadoras de
colonias de bacterias mesofilas por gramo de fruto (UFC g*) fue menor en el caso de
los frutos tratados térmicamente que en los controles (Figura 111.5) pero luego de 48 h
a 20°C no se encontraron diferencias. Cuando los frutos se almacenaron a 0°C por 7 d
se encontr6 nuevamente en los frutos tratados un menor nimero de unidades
formadoras de colonias por gramo de fruto que en los controles. En este caso las
diferencias se mantuvieron luego de 2 d a 20°C. Finalmente, cuando los frutos se
almacenaron por 14 d no se observaron diferencias entre controles y tratados.

Los recuentos en el caso de hongos mostraron que el nimero de UFC g* no
fue afectado inmediatamente luego del tratamiento o luego de 2 d a 20°C (Figura I11.6)
indicando que el shock térmico no redujo directamente la viabilidad de los conidios
presentes en las muestras.
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Figura lll.6: Unidades formadoras de colonias de hongos por gramo
(log UFC g) en frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h)
durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.
El asterisco (*) indica que el valor es estadisticamente diferente del

control correspondiente a un nivel de significancia de 0,05.
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Después de 7 d de almacenamiento a 0°C, el nimero de UFC g* se
incrementd en forma similar tanto en los frutos controles como tratados. No obstante,
luego de 2 d de almacenamiento a 20°C los frutos tratados mostraron un menor
nimero de UFC g* que los controles. Del mismo modo se encontré un menor nimero
de UFC ¢" en los frutos tratados luego de 14 d a 0°C y 2 d a 20°C. Por lo tanto, la
reduccién en el nimero de UFC g observada en el caso de los frutos tratados luego
del almacenamiento a 0°C y posterior incubacion a 20°C podria deberse a una
respuesta fisiologica de los frutos. Lurie y col., (1997) describieron que los
tratamientos térmicos de alta temperatura inducen la produccion de enzimas
asociadas a defensa en tomates. La presencia de sustancias antifingicas incluyendo
fitoalexinas y elicitores de la activacion de mecanismos de defensa ha sido descrita en
tejidos expuestos a diversas condiciones de estrés abidtico (Darvill y Albersheim,
1984).

3.1.2. Velocidad de germinacion de conidios

Los ensayos de UFC g* resultaron de utilidad para determinar que los
tratamientos térmicos no provocaron una disminucion directa en la viabilidad de las
esporas fungicas. No obstante, esto no elimina la posible existencia de un efecto
directo de los tratamientos térmicos sobre los patégenos de postcosecha. El proceso
de patogénesis involucra diversos aspectos dentro de los que podemos mencionar la
germinacion de esporas de hongos, y la penetracion de las hifas a través de las
barreras naturales de los frutos. La evaluacion de la germinacién de conidios a
diferentes tiempos resultd de utilidad a fin de determinar si los tratamientos térmicos
provocan retrasos en dicho proceso. Los resultados mostraron diferencias en las tasas
de germinacion de las dos especies ensayadas (Figuras 111.7 y 111.8). Las esporas de
Rhizopus stolonifer iniciaron el proceso de germinacion después de 5 h mientras que
los conidios de Botrytis comenzaron a germinar luego de 2 h (datos no mostrados).
Luego de 10 h el porcentaje de germinacion de conidios de Rhizopus controles fue
superior que el de los tratados térmicamente. Con respecto a Botrytis cinerea, los
conidios tratados térmicamente mostraron también un retraso en la germinacion luego
de 5 h respecto a los controles (Figura 111.8), aunque ambos grupos (control y tratado)

lograron un 100% de germinacioén luego de 10 h.
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Esto sugiere al igual que los estudios realizados con los recuentos de UFC g*
que los tratamientos térmicos no afectan la viabilidad de las esporas fungicas. Sin
embargo, se observa que existe un efecto directo del calor sobre los hongos ya que
los tratamientos térmicos disminuyen la velocidad de germinacion de las esporas de
Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer, los dos principales patégenos de postcosecha
de frutillas. Este retraso en el tiempo de germinacién (tiempo necesario para
desarrollar el tubo germinativo) podria resultar critico para el desarrollo del proceso de
infeccién en la superficie de los frutos.

100 1

Germinacion de conidios (%,
3
1

0 5 10
Tiempo a 20°C (h)

O Control ™ Tratado

Figura 111.8: Velocidad de germinacion de conidios de Botrytis
cinerea controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h). El asterisco (*)
indica que el valor es estadisticamente diferente del control

correspondiente a un nivel de significancia de 0,05.

3.2. Efecto de tratamientos térmicos sobre el metabolismo fenélico

3.2.1. Fenoles totales

En algunos frutos se ha descrito que la aplicacién de TAT puede incrementar la
sintesis de compuestos con capacidad antimicrobiana. El efecto inhibitorio de
extractos de frutos tratados sobre el crecimiento de hongos apoya a esta hipoétesis
(Rodov y col., 1996). Los compuestos de naturaleza fenolica se encuentran dentro de
los sugeridos como participes en la inhibicion de patdgenos. El contenido elevado de
compuestos fendlicos en frutos verdes pareceria ser uno de los aspectos
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determinantes de la menor susceptibilidad de estos frutos al ataque de hongos. La
sintesis de compuestos fendlicos se produce a partir de la enzima PAL la cual se cree
gue posee un rol regulatorio en dicho proceso (Shadle y col., 2003).

La realizacion de TAT incrementa la resistencia de frutos en algunas casos al
inducir a la enzima PAL y con ello la biosintesis de lignina y compuestos fendlicos
(Ben-Yehoshua y col., 1987). No obstante, en el presente trabajo los tratamientos
térmicos aplicados (45°C, 3h) no provocaron modificaciones en el contenido de
fenoles totales ni en la zona interna ni en la zona externa de los frutos (Figura 111.9), y
sugieren que la sintesis de estos compuestos no seria una respuesta involucrada en la
reduccion de la incidencia de enfermedades. Estos resultados son coincidentes con
los descritos por Loaiza-Velarde y col., (1997) quienes hallaron que la aplicacion de

TAT redujo la sintesis de fenoles.
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Figura 1ll.9: Fenoles totales en las zona interna y externa de frutillas
controles y tratadas térmicamente (45°C, 3 h). Se muestra la
diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de
0,05.
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3.2.2. Actividades enzimaticas

3.2.2.1.Actividad fenilalanina amonioliasa

Se ha descrito en otras hortalizas que la aplicacion de TAT a 32°C puede
incrementar la resistencia a patdgenos a través de un incremento de la actividad PAL
(Ismail y Brown, 1975; Ben-Yehoshua y col., 1987). No obstante en otros casos se ha
observado que TAT mas severos (40-60°C) inhiben la accién de esta enzima (Loaiza
Velarde y col., 1997). Los resultados encontrados en este trabajo indican que los
tratamientos térmicos aplicados provocan una marcada disminucion en la actividad
PAL y que este efecto se mantiene aun luego de 48 h a 20°C (Figura 111.10). Esto
podria explicar el retraso en el desarrollo de color encontrado como consecuencia de
la aplicacion de los TAT (Capitulo I). Por otra parte en forma conjunta con los
resultados de fenoles totales estos resultados sugieren que en el sistema en estudio,
el incremento de compuestos de naturaleza fendlica no seria una respuesta que
participe en la defensa de los frutos contra el atague de patdgenos. No obstante
mayores estudios resultan necesarios para determinar laindependencia de los fenoles
en las respuestas de defensa ya que podria existir un redireccionamiento hacia la
sintesis de nuevos compuestos sin producirse modificaciones en los niveles totales.
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Figura 111.10: Actividad PAL en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h). El asterisco (*) indica que el valor difiere
estadisticamente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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3.2.2.2. Actividad pirogalol peroxidasa

Las peroxidasas (POD, EC: 1.11.1.7) se encuentran ampliamente distribuidas
en plantas, y diversas isoenzimas han sido asociadas como parte de los mecanismos
defensivos contra patdgenos. Las PODs se encuentran posiblemente involucradas en
procesos fisiologicos como la lignificacion (Lagrimini y col., 1987), suberizacion
(Espelie y col., 1986), deposicion de polifenoles (Lagrimini, 1991), entrecruzamiento de
proteinas de pared celular (Bradley y col., 1992) y oxidacién de compuestos fendlicos
(Biles y Martin, 1993). Sin embargo, la participaciéon de POD en la resistencia a
enfermedades no es clara en todos los casos, y plantas de papa sobreexpresando
POD no mostraron una mejor respuesta al ser desafiados contra Fusarium
sambucinum, Erwinia carotovora, o Phytophthora infestans (Ray y col., 1998). Con
respecto al efecto de los TAT sobre la actividad POD se han encontrado respuestas
variables en funcién del sistema estudiado y de las condiciones de tratamiento
utilizadas. Lurie y col. (1997), describieron que la aplicacion de tratamientos térmicos
de alta temperatura en tomate induce una peroxidasa anidnica Yy sugirieron que esta
podria involucrada en la resistencia de los frutos al ataque de Botrytis cinerea. Por el
contrario, se han hallado en ciertas condiciones disminuciones en la actividad POD
como consecuencia de TAT (Valderrama y col., 2001).

POD (ODO/g h)
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Figura lll.11: Actividad POD en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h). El asterisco (*) indica que el valor difiere
estadisticamente del control correspondiente a un nivel de
sianificancia de 0.05.
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En el presente trabajo se encontré que la actividad peroxidasa fue reducida
inmediatamente luego de los tratamientos térmicos (Figura I11.11). Durante el periodo
de recuperacion a 20°C se observé que la actividad POD se mantuvo por debajo de la
de los respectivos controles incluso luego de 24 h a 20°C, indicando que la activacion
de POD no seria una respuesta involucrada en la defensa de los frutos tratados

térmicamente frente al ataque de patdgenos.

3.2.2.3 Actividad polifenol oxidasa

Las polifenol oxidasas (PPOs) son enzimas ubicuas dentro de las
Angiospermas y se considera que se encuentran involucradas en la respuesta contra
patégenos (Avdiushko y col., 1993). En el caso de frutillas, los tratamientos térmicos
aplicados incrementaron la actividad PPO (Figura 111.12). La mayor actividad PPO en
los frutos tratados se mantuvo aun luego de 1 d a 20°C. La PPO cataliza la oxidacion
de compuestos fendlicos a quinonas y se considera que estos compuestos podrian
participar en la defensa contra patogenos (Avdiushko y col., 1993). Frecuentemente se
observan incrementos en la actividad PPO en plantas en las cercanias de las zonas

de ataque de diversos patdégenos (Avdiushko y col., 1993).
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Figura lll.12: Actividad PPO en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y
posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
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Plantas de tomate sobre expresando PPO muestran un elevado aumento en la
resistencia a enfermedades (Li y Steffens, 2002). En comparacion con los controles
estas lineas transgénicas presentan una menor severidad en los sintomas de
enfermedad, demostrando la importancia de esta enzima en la restriccion del ataque
microbiano (Li y Steffens, 2002). Si bien resultan necesarios mayores estudios a fin de
determinar la existencia de un efecto causal entre la actividad PPO y el control de
enfermedades por aplicacién de TAT, los resultados hallados en el presente trabajo
sugieren que el incremento en PPO como consecuencia de los TAT podria estar

relacionado con la reduccion hallada en el ataque de patdégenos.

3.2.3. Contenido de &cido salicilico

Cuando los frutos se trataron térmicamente se observo un incremento en los
niveles de AS (Figura 111.13). Luego del tratamiento y cuando los frutos se transfirieron
a 20°C la produccion de AS disminuyé a niveles similares a los de los frutos controles.
El 4cido salicilico juega un rol fundamental en la sefalizacion de las respuestas de

defensa en plantas (Klessing y col., 2000).
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Figura 111.13: Produccién de &cido salicilico durante el tratamiento
térmico (45°C, 3h) y luego de 15 de finalizado el mismo. El asterisco
(*) indica que el valor difiere estadisticamente del control

correspondiente a un nivel de sianificancia de 0.05.
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Ademas, se considera actualmente que el AS podria jugar un rol no sélo en la
patogénesis sino también en el estrés por luz UV-C (Yalpani y col., 1994) por ozono
(Sharma y col., 1996) y por altas temperaturas (Larkindale y Knight, 2001).

El hecho de que las proteinas asociadas a la patogénesis se produzcan en respuesta
a diferentes tipos de estrés sugiere la existencia de puntos comunes en las vias de
sefalizacion de respuestas de las plantas (Yalpani y col., 1994; Sharmay col., 1996).

Ha sido descrito que aplicaciones exdgenas de AS pueden inducir
termotolerancia en plantas, indicando la participacion de este compuesto en la
sefializacion frente al estrés térmico (Dat y col., 1998). Resulta importante destacar
gue las principales respuestas no se observan durante el tratamiento térmico sino
luego del periodo de recuperacion (Larkindale y Knight, 2001). Con respecto a las
respuestas relacionadas con el control de patégenos y la reduccion del dafio que
podria mediar el AS, es bien conocida la induccién de proteinas PR involucradas en la
defensa frente a patdgenos. Por otra parte, el AS puede incrementar los niveles de
PGIP, una proteina capaz de inhibir la accion de las poligalacturonasas de hongos, y
con ello afectar el proceso de patogénesis (Machinandiarena y col., 2001). Por dltimo,
existen evidencias que apoyan la hipétesis de que el AS puede participar en la
mediacion de la proteccion o reparacion contra el estrés oxidativo. Plantas de
Arabidopsis, sobre-expresando un gen bacteriano de salicilato hidroxilasa (nahG) y en
las cuales el AS es degradado inmediatamente luego de su formacion, presentaron
mayores niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) y una menor

supervivencia que las controles no transformadas (Borsani y col., 2001).
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3.3. Efecto de tratamientos térmicos sobre el deterioro v aspectos vinculados al

metabolismo oxidativo

3.3.1. Pérdida de electrolitos vy pérdida de potasio
Inmediatamente luego del tratamiento no se observaron diferencias en la

pérdida de potasio entre frutos controles y tratados térmicamente (Figura 111.14).

Cuando los frutos se almacenaron a 20°C por 1 6 2 d los frutos controles presentaron

una mayor pérdida de potasio que los tratados. Una tendencia similar se observé

cuando los frutos almacenados a 0°C por 7 d se transfirieron a 20°C. Luego de 14 d a

0°C los frutos tratados también mostraron una menor pérdida de potasio pero cuando

se incubaron a 20°C se observd un incremento tanto en los controles como en los

tratados térmicamente, no encontrandose diferencias.
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Figura lll.14: Pérdida de potasio en frutos controles y tratados

térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y

posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor

difiere estadisticamente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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En el caso de la pérdida de electrolitos también se observé un aumento

durante el almacenamiento a 20°C (Figura 111.15). Inmediatamente después del

tratamiento los niveles de pérdida de electrolitos fueron similares en frutos controles y

tratados. Luego de 7 d a 0°C los frutos tratados mostraron una menor pérdida de

electrolitos que los controles y la diferencia se mantuvo adn luego de 1 d a 20°C.

Cuando los frutos se almacenaron por 14 d a 0°C y luego se incubaron a 20°C por 1 6

2 d los frutos tratados presentaron un menor porcentaje de pérdida de electrolitos que

los controles. Se ha demostrado que los tratamientos térmicos de alta temperatura

provocan modificaciones en la composicion de las membranas plasmaticas. Lurie y

col. (1991) encontraron que los TAT incrementaron la estabilidad de membranas al

modificar su composicion lipidica. Los resultados hallados indican una menor

disrupcion de tejidos y dafio de membranas en los frutos tratados térmicamente.
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Figura lll.15: Pérdida de electrolitos en frutos controles y tratados

térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y

posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor

difiere estadisticamente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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3.3.2. Actividad respiratoria

En ausencia de almacenamiento refrigerado la tasa respiratoria se incremento
en todos los tratamientos y no se detectaron diferencias entre controles y tratados
(Figura 111.16). Luego de 7 d a 0°C y 2 d a 20°C los frutos controles presentaron una
mayor actividad respiratoria que los frutos tratados. Similares resultados se
encontraron en los frutos almacenados por 14 d a 0°C y luego transferidos a 20°C. Es
bien conocido que la actividad respiratoria se incrementa marcadamente en tejidos
vegetales en respuesta al dafio (Kahl, 1974). El incremento en la actividad respiratoria
durante el almacenamiento puede ser una consecuencia del deterioro de los frutos, y
la menor tasa respiratoria hallada en el caso de los frutos tratados térmicamente
sugiere, en concordancia con los resultados de pérdida de electrolitos y potasio, una
menor disrupcion de tejidos en este grupo de frutos.
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Figura lll.16: Actividad respiratoria en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y
posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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3.3.3. Actividad pirogalol peroxidasa (POD)

Durante el almacenamiento a 20°C la actividad POD aumento en frutos
controles y tratados, pero luego de 1 d a 20°C los frutos controles presentaron mayor
actividad POD que los tratados térmicamente (Figura 111.17). Similares resultados se
encontraron luego de 7 y 14 d a 0°C durante la incubaciéon a 20°C. La reduccion en la
actividad POD por tratamientos térmicos ha sido descrita (Loaiza Velarde y col., 1997).
Las peroxidasas se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal y se ha
demostrado su participacion en numerosos procesos como la lignificacion y
cicatrizacion de heridas (Mader y Fussi, 1982; Wakamatsu y Takahama, 1993). Biles y
Martin (1993) sugirieron que POD participaria en la reparacion de tejidos dafiados
realizando el entrecruzamiento de las paredes celulares en tejidos atacados por
patdégenos. Por lo tanto la alta actividad POD hallada en los frutos controles podria ser
una respuesta al mayor dafio en este grupo de frutos.
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Figura lll.17: Actividad POD en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y
posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor
difiere estadisticamente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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3.3.4. Per6xido de hidrégeno

El contenido de peroxido de hidrégeno se incrementd durante el
almacenamiento tanto en los frutos controles como tratados (Figura I11.18). En
ausencia de almacenamiento refrigerado, el contenido de H,O, fue 30% superior en el
caso de los frutos controles que en los tratados luego de 2 d a 20°C. Luego de 7 d a
0°C no se encontraron diferencias entre frutos controles y tratados y los niveles fueron
similares a los hallados en los frutos sin refrigeracion. Cuando los frutos se
transfirieron a 20°C el contenido de H,O, aumentd tanto en los frutos controles como
tratados siendo el incremento mayor en el caso de los frutos controles. Luego de 14 d
a 0°C, los frutos tratados presentaron menores niveles de H,O, que los controles, pero
luego de 2 d a 20°C el contenido de H,O, se incrementdé marcadamente en todos los
tratamientos y no se encontraron diferencias entre frutos controles y tratados. El
incremento de especies reactivas del oxigeno ha sido frecuentemente observado
durante procesos como la senescencia y ataque de patdégenos (Mittler, 2002). Estos
compuestos han sido implicados en el dafio a nivel celular mediante la peroxidacion
lipidica, oxidacion de proteinas o la iniciacion de la muerte celular programada. Desde
este punto de vista, la reduccién del contenido de H,O, en los frutos tratados
térmicamente indica un mejor estado de los mismos y correlaciona con el menor

deterioro general observado.
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Figura ll.18: Contenido de H,O, en frutos controles y tratados
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térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y
posterior transferencia a 20°C. El asterisco (*) indica que el valor es
estadisticamente diferente del control correspondiente a un nivel de

significancia de 0,05.
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3.3.5. Poder antioxidante

No se observaron diferencias en el poder antioxidante entre frutos controles y
tratados inmediatamente luego del tratamiento, pero luego de 1 d los frutos tratados
presentaron mayor poder antioxidante que los controles (Tabla 1l.1). Cuando los frutos
se almacenaron por 7 d a 0°C los tratados térmicamente mostraron un mayor poder
antioxidante que los controles, diferencia que se observé después de 1 d a 20°C.
Luego de 14 d no se detectaron diferencias significativas.

3.3.6. Acido ascdrbico

En general se observo una reduccion en el nivel de acido ascoérbico tanto en
los frutos controles como tratados durante el almacenamiento a 20°C, al igual que se
ha descrito en otros frutos y vegetales (Lee y Kader, 2000). Finalizado el
tratamiento los frutos tratados presentaron un mayor contenido de acido ascorbico que
los controles (Tabla 11l.1). Sin embargo, las diferencias desaparecieron después de la
incubacion a 20°C. Luego de 7 d a 0°C los frutos tratados aun presentaron mayor
contenido de acido ascorbico, y la diferencia también se observo luego de 1 d a 20°C.
Después de 14 d a 0°C el contenido de acido ascorbico fue similar en los frutos
controles y tratados y s6lo se hallaron pequefas diferencias después de 1 d a 20°C.

Tabla lll.1: Capacidad antioxidante y acido ascorbico en frutos controles (C) y tratados
térmicamente (T) durante el almacenamiento a 0°C y 20°C. El asterisco (*) indica que
el valor difiere significativamente del correspondiente control a un nivel de significancia
de 0,05.

0 dias a 0°C 7 dias a 0°C 14 dias a 0°C

Tiempo a 20°C
(d) 0 1 2 0 1 2 0 1 2

Antioxid. |C| 0,117 | 0,105 | 0,122 | 0,104 | 0,100 | 0,122 | 0,109 | 0,112 | 0,136
(ECso™)

T| 0,124 | 0,133*| 0,129 { 0,132* | 0,139*| 0,123 | 0,127 | 0,125 | 0,144

Ac. C| 1,170 1,045 | 1,110 | 1,056 | 1,123 | 0,974 | 1,083 | 0,771 | 0,888
Ascoérbico

(9 kg™

T|1,425*%| 1,007 | 1,090 | 1,287*|1,211*| 0,971 | 1,118 | 0,884* | 0,936
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3.3.7. Actividad superéxido dismutasa(SOD)

De acuerdo a Baker (1976), no se observan cambios importantes en la
actividad SOD durante la maduracion de dversos frutos. No obstante, en el caso de
frutilas se encontr6 un incremento en la actividad SOD durante el periodo de
almacenamiento a 20°C (Figura I11.19). En ausencia de almacenamiento refrigerado
los niveles de actividad SOD fueron similares en frutos controles y tratados. Luego de
7 d a 0°C los frutos tratados presentron una mayor actividad SOD y estas diferencias
también se observaron luego de 1y 2 d a 20°C. Luego de 14 da 0°Cy 2 d a 20°C los
frutos tratados también mostraron mayor actividad SOD que los controles. El posible
rol de SOD en la proteccion del dafio ocasionado por los radicales superoxido ha sido
descrita (Van Breusegem y col.,, 1999; Halliwell y Gutteridge, 1993). La sobre-
expresion de SOD ha provocado incrementos en la tolerancia al estrés (Van Camp y
col., 1996, 1994). El rol de esta enzima seria no solo el control de las ERO sino
también generar sefales apropiadas como las formas reducidas y oxidadas del
ascorbato y glutation (Mittler, 2002). Resulta de interés resaltar que las diferencias en
la actividad SOD entre frutos controles y tratados no se observo inmediatamente luego
del tratamiento térmico sino durante el almacenamiento.
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Figura Ill.19: Actividad SOD en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y 20°C.
El asterisco (*) indica que el valor difiere estadisticamente del control
correspondiente a un nivel de significancia de 0,05.
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Similares resultados fueron encontrados en bananas tratadas con acido
salicilico, ya que inmediatamente luego del tratamiento no se observaron importantes
modificaciones en la actividad SOD, pero luego de un periodo de almacenamiento de
5 d el tratamiento provoco una activacion de SOD (Kang y col., 2003).

Los mayores niveles de SOD presentes en los frutos sometidos al estrés
térmico podrian contribuir a impedir o reducir la acumulacion de radicales superéxido y

por lo tanto a disminuir el dafio.

3.3.8. Actividad ascorbato peroxidasa (APX)
Luego del tratamiento no se observaron diferencias en la actividad APX entre

frutos controles y tratados (Figura 111.20). No obstante, los frutos tratados presentaron
mayor actividad APX luego de 1 6 2 d a 20°C. Luego de 7 d a 0°C los frutos tratados
presentaron menor actividad APX que los controles, pero esta tendencia se revirtié
cuando los frutos se incubaron a 20°C por 1 d. Después de 14 d a 0°C los frutos
tratados presentaron mayor actividad APX que los controles, y esta tendencia se
mantuvo luego de 1 d a 20°C. Finalmente, cuando los frutos se almacenaron a 20°C
por 2 d la actividad APX descendié tanto en los frutos controles como tratados.
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Figura I11.20: Actividad APX en frutos controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) durante el almacenamiento a 0°C y 20°C.
El asterisco (*) indica que el valor es estadisticamente diferente del
control correspondiente a un nivel de sianificancia de 0.05.
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La senescencia provoca modificaciones importantes en el metabolismo
oxidativo que incluyen una elevada produccion de O, y H,O,. La acumulacion de
especies reactivas del oxigeno es parcialmente controlada por el ciclo del ascorbato-
glutation, donde la actividad APX juega un rol importante (Asada, 1994). Considerando
gue los tratamientos térmicos condujeron a una mayor actividad APX, ésto podria
tener influencia en la proteccion contra ERO. Trabajos previos han descrito la
induccion de APX en respuesta a los tratamientos de alta temperatura. Sato y col.,
(2001) demostraron que la actividad APX se incrementa en plantas de arroz sometidas
a condiciones de estrés por altas temperaturas, mientras que el gen apxl de
Arabidopsis inducido por estrés térmico y estrés oxidativo posee elementos de
respuesta a shock térmico en su promotor (Panchuk y col., 2002; Storozhenko y col.,
1998). Finalmente, durante los ultimos estadios del ataque de patdgenos ha sido
establecido que APX puede ser suprimida (Durner y Klessing, 1995) y esto podria

explicar la disminucién en APX hallada al final del periodo de almacenamiento.
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4. CONCLUSIONES

El control de enfermedades de postcosecha producido por los tratamientos
térmicos de alta temperatura estaria asociado con diferentes aspectos:

a. Efecto sobre la reducciéon del indculo:
-Los tratamientos aplicados no afectan la viabilidad de los conidios fungicos pero si la
de bacterias mesobfilas.

b. Efecto sobre lareduccién de la patogenicidad:
-Los tratamientos térmicos de alta temperatura seleccionados reducen la velocidad de

germinacion de Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea lo que podria retrasar la

iniciacion del proceso de patogénesis.

c. Efecto sobre la reduccidn de la susceptibilidad del fruto:

-Con relacion a los efectos indirectos que podrian reducir las infecciones fungicas, el
retraso en la degradacion de las paredes celulares (Capitulo Il) podria dificultar el
proceso de penetracién y colonizacion de los tejidos.

-El metabolismo oxidativo de los frutos es modificado por la aplicacién de tratamientos
térmicos. Los frutos tratados presentan un menor dafio (menor pérdida de electrolitos
y potasio, menor actividad respiratoria y menor incremento en la actividad POD) y
mantienen menores niveles de perdxido de hidrégeno que los controles. Estos frutos
mostraron un mayor nivel de activacion de mecanismos de proteccién enzimaticos y
no enzimaticos contra especies reactivas del oxigeno las cuales se incrementan
durante la senescencia y el ataque de patégenos. Los principales efectos no se
visualizan inmediatamente después del tratamiento sino durante el almacenamiento.
El menor dafio observado en el caso de los frutos tratados podria asociarse con una
mayor proteccion contra radicales libres generados durante la senescencia o ataque

de patégenos.

d. Efecto sobre el incremento de la resistencia del fruto:

-Con respecto a la sintesis de compuestos con propiedades antimicrobianas, los
tratamientos no incrementan el contenido de compuestos de naturaleza fendlica,
probablemente debido a que una enzima regulatoria del metabolismo fenil propanoide

como PAL se encuentra altamente inhibida por los mismos.
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-La actividad de enzimas vinculadas a procesos de defensa como POD también es
reducida por los tratamientos. En el caso de PPO, el incremento provocado por los
TAT podria estar relacionado con la reduccion hallada en el ataque de patdégenos en
frutillas. No obstante, resulta necesario realizar méas estudios para poder establecer si
existe una relacion causal entre incremento de PPO e incidencia de patdgenos.

-Resulta importante mencionar ademas que durante el tratamiento térmico se produce
un marcado incremento de los niveles de acido salicilico, cuya participacion en la

sefializacion de respuestas de defensa es aceptada.

Los resultados hallados sugieren que el efecto de los tratamientos térmicos
sobre la incidencia de enfermedades de postcosecha resultaria de la coexistencia de
diferentes mecanismos directos e indirectos conducentes a la reduccién del ataque de

patégenos.
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Capitulo IV

“Utilizacion de tratamientos
téermicos de alta temperatura en
combinacion con peliculas de
permeabilidad selectiva a los

gases”
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1. INTRODUCCION

La utilizacion de atmoésferas modificadas y controladas consiste en alterar y
mantener una composicion atmosférica diferente a la del aire durante el
almacenamiento de los productos (Kader, 1992). Las condiciones utilizadas varian
notablemente pero usualmente los cambios se realizan a nivel del CO, y O,,
manteniéndose concentraciones menores al 8% O, y superiores al 1% de CO,. No
obstante, existe una infinidad de condiciones que han sido exploradas como la
utilizacién de elevados niveles de oxigeno (>21%) (Kader y Ben Yehoshua, 2000),
utilizacion de CO (Wolfe, 1980) y 6xido nitroso (Gouble y col., 1995). La diferencia
entre atmdsferas controladas (AC) y modificadas (AM) subyace en que en las primeras
los frutos se almacenan en ambientes donde se regula exactamente la concentracion
de los gases, mientras que en el caso de las atmdésferas modificadas la utilizaciéon de
recubrimientos plasticos limita la libre difusibn de los gases, produciéndose un
enriquecimiento en los niveles de CO, y una disminucién en el contenido de O,. Esta
condicion se puede alcanzar mediante la inyeccion exdgena de gases (atmosfera
modificada activa) o como consecuencia de la actividad respiratoria de los productos
(atmosfera modificada pasiva). Cuando una cierta masa de producto se coloca en el
interior de una bolsa plastica, éste continia consumiendo el oxigeno y produciendo
CO.. A medida que el oxigeno disminuye y el contenido de CO, se incrementa, la tasa
respiratoria comienza a disminuir. Debido a que la concentracion de gases en el
interior de la bolsa difiere de la presente en el exterior de la misma, comienza también
a producirse un intercambio gaseoso que depende de la diferencia de concentracion
de gases en el interior y en el exterior, de la superficie expuesta y de la permeabilidad
de la pelicula. Luego de un periodo variable se llega a un estado de equilibrio
dinamico en el cual se logran atmésferas enriquecidas en CO, y reducidas en O,,
capaces de modificar profundamente la fisiologia de los productos (Kader, 1992). La
composicion de la atmoésfera depende de una serie de factores, que incluye el peso
del producto envasado, la temperatura, la tasa respiratoria del producto, cultivar y
estadio de madurez, y todos aquellos aspectos que puedan afectar el flujo de gases a
través de las bolsas como la permeabilidad de la pelicula seleccionada, la superficie y
el espesor de la pelicula (CSIRO, 2000). Resulta importante destacar que la utilizacion
de atmdsferas modificadas y controladas debe considerarse como un complemento al
manejo correcto de temperatura y humedad relativa para mantener la calidad de los
productos frutihorticolas durante la postcosecha (Ke y Saltveit, 1990).
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En ciertos casos como manzanas, peras, brécoli y frutillas la extension de la
vida postcosecha mediante el empleo de atmdsferas modificadas y controladas suele
ser importante, mientras que en otros productos como pimiento y lechuga los
beneficios suelen ser menos acusados (Tabla IV.1).

Tabla IV.1: Efecto de la utilizacion de atmdésferas modificadas y controladas sobre la

vida postcosecha de productos frutihorticolas. Fuente: CSIRO 2000.

Producto | Temperatura 0, (%) CO; (%) Vida en aire Vida en
(d) AC /AM (d)

Manzana 0-2 2-3 1-5 120 180
Palta 5-13 2-5 3-10 42 84
Banana 13-16 2-5 2-5 28 49
Brocoli 0-1 1-3 5-15 28 56
Lechuga 0-1 2-5 <1 21 25
Pera -1 2-3 0-1 90 180
Pimiento 7-12 2-5 2-5 21 25
Frutilla -0,5-0 5-10 15-20 10 15

1.1. Base bioldqica del efecto de las atmoOsferas modificadas vy controladas
La aplicacion de atmosferas modificadas y controladas produce una serie de

efectos que pueden ser beneficiosos desde el punto de vista del manejo postcosecha
ya que, en general, se observa reduccion en la velocidad de maduracion, disminucion
en el ataque de patégenos y menor incidencia de alteraciones fisiolégicas como el
pardeamiento e incidencia de dafio por frio (Kader, 1992). Muchos de los cambios en
la velocidad de maduracion ocasionados por la aplicacion de estas tecnologias
pueden comprenderse analizando los efectos de las atmdsferas ricas en CO, y pobres

en O, sobre el metabolismo respiratorio y la sintesis y accion del etileno.

1.1.1. Metabolismo respiratorio

La respiracion es un buen indicador de la tasa metabdlica de frutas y hortalizas
cosechadas. Por lo tanto, su control puede ser de gran importancia para extender la
vida postcosecha de los productos. Esto ocurre en el caso de las atmosferas
controladas y modificadas, ya que el enriguecimiento en CO; o la reduccién en los
niveles de oxigeno provoca en general una disminucion en la tasa respiratoria (Smock,
1979). Estos cambios en la tasa respiratoria son reversibles y, luego de la remocion
del CO; y el incremento de G, en la atmésfera de almacenamiento, los productos

recuperan su tasa respiratoria normal (Mencarelli, 1987).
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Considerando que el CO, es un producto de la respiracion, no resulta extrafio
gue la misma sea disminuida en la medida que se incrementa su concentracion en la
atmésfera de almacenamiento (Kader, 1986). Esto ha sido demostrado en diversos
productos (Kader, 1986; Li y Kader, 1989). La respuesta de las frutas y hortalizas a
altas concentraciones de CO, incluyen la induccion de la glicolisis y de vias
fermentativas, la acumulacién de succinato y/o alanina y disminuciones en el pH y en
los niveles de ATP (Ke y col., 1995). La accion primaria pareceria ubicarse en la
reaccion reversible catalizada por la succinato deshidrogenasa en el ciclo de Krebs
(SDH, EC 1.3.99.1) (Mathooko, 1996). No obstante, b respuesta de los frutos y
vegetales al CO, depende de la sensibilidad del producto, de la concentracion de
gases en la atmosfera, del estado fisiolégico del producto, de la temperatura y de la
duracion del periodo de exposicion (Kader, 1986). Las diferencias en la sensibilidad de
los diferentes productos puede asociarse con diferencias en los niveles de CO, en el
interior de los frutos provocadas por distintas tasas respiratorias, volimenes gaseosos
y anatomia, que determina diferente capacidad de difusion del gas asi como distinta
sensibilidad de enzimas especificas (Mathooko, 1996). Por otra parte, bajos niveles de
oxigeno también pueden reducir la tasa respiratoria de los productos. Este proceso se
observa por lo general cuando la concentraciéon de dicho gas es menor al 25%
dependiendo del producto analizado. La modificacion de los niveles de CO, y O,
resulta una estrategia de interés para el control de la actividad respiratoria y con ello
para extender la vida postcosecha. Sin embargo, si las concentraciones de CO, se
elevan demasiado o la de O, es extremadamente baja puede favorecerse el desarrollo
de procesos fermentativos en los frutos afectando notablemente su calidad. La
activacion del metabolismo fermentativo puede dar lugar a la acumulacion de
acetaldehido y etanol catalizadas por la accién de la piruvato decarboxilasa (PDC) y
alcohol deshidrogenasa (ADH) (Key col., 1994). Esto puede ocurrir cuando se utilizan
atmosferas de almacenamiento inadecuadas (Kader, 1992). Ke y col. (1993) sugirieron
gue la acumulacion de acetaldehido y etanol puede producirse no solo por la
activacion de ADH y PDC sino también por una disminucién del pH y un incremento en
la concentracion de substratos como piruvato, acetaldehido y NADH. Resulta de
interés destacar que la tolerancia a diferentes niveles de O, y CO, es muy
dependiente del tipo de producto que se considere. Mientras que peras y manzanas
raramente toleran concentraciones de O, menores al 3% y de CO, superiores al 3%,
las frutillas pueden almacenarse con niveles de 15% CO, y 10% O, sin problemas.
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1.1.2. Sintesis v accidn del etileno

Muchos de los efectos de las AM y AC sobre los frutos se encuentran
vinculados con modificaciones en la sintesis y accion del etileno. La capacidad de
este compuesto para inducir la maduracion y senescencia de frutas y hortalizas es
conocida (Kader, 1992). Por lo tanto, aquellos tratamientos o tecnologias que afecten
tanto la sintesis como su accién afectan al proceso de maduracion. Si bien ésto es
mucho mas marcado en el caso de los frutos climatéricos, la remocién del etileno de la
atmosfera de almacenamiento en frutos no climatéricos también tiene ciertos efectos
favorables, como retrasos moderados en la evolucion del color y ablandamiento y una
menor susceptibilidad a la incidencia de enfermedades de postcosecha. Atmosferas
con concentraciones elevadas de CO, reducen la actividad de la enzima ACC sintasa.
El oxigeno también juega un rol importante en la biosintesis de etileno ya que es un
co-substrato de ACC oxidasa (Mathooko, 1996) por lo que la actividad de esta enzima
es reducida en condiciones de baja concentracion de O, Por ultimo, no sélo la
sintesis sino también la accion del etileno es inhibida en condiciones de elevadas
concentraciones de CO..

1.2. Efectos beneficiosos de las atmésferas modificadas v controladas

a. Retardo en la degradacion de clorofilas y senescencia.

b. Reduccién en el desarrollo de color al afectar la sintesis de carotenoides y
antocianinas.

c. Retraso en el ablandamiento al afectar la actividad de enzimas asociadas a la

degradacion de pared celular.

d. Reduccion de la sintesis y accion del etileno en niveles de O, menores al 8% y/o

superiores al 1% de CO..

e. Reduccién de la incidencia de alteraciones fisiol6gicas como dafio por frio y

escaldadura superficial en manzana.

f. Disminucion de reacciones de pardeamiento enzimatico.
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g. Control de la deshidratacién de los productos.

h. Menor incidencia y severidad de enfermedades de postcosecha. Niveles cercanos
al 10% de CO, resultan necesarios para observar este tipo de efectos.

i. Bajas concentraciones de O, (< 1%) y/o elevadas de CO, (40-60%) pueden ser de

utilidad para el control de insectos.

j. Bajas concentraciones de O, o altas de CO, influencian las caracteristicas
organolépticas al reducir la pérdida de acidez y azlcares, y retrasar la transformacion
de almidén a azucares simples en algunos productos.

k. Mayor retencion de acido ascorbico y otras vitaminas, resultando en productos con

mejores caracteristicas desde el punto de vista nutricional.

1.3. Efectos neqativos de la utilizacion de atmésferas modificadas v controladas

a. La exposicion de los productos a concentraciones de CO,, O, y etileno inadecuadas
0 a niveles de humedad relativa (HR) fuera del rango 6ptimo, puede dar lugar al
deterioro de los mismos ya sea por favorecerse la maduracion, la incidencia de
enfermedades, la produccion de metabolitos de origen fermentativo o la aparicion de
desordenes fisiol6gicos como pardeamiento interno.

b. Se puede observar una maduracion irregular en frutos como banana, mango, peray
tomate si se expone los frutos a niveles menores de 2% de O, y/o superiores al 5% de

CO, por periodos prolongados.

c. Desarrollo de sabor y olor desagradable como consecuencia de la produccién
excesiva de acetaldehido y etanol.

1.4. Aplicacion comercial de atmoésferas modificadas v controladas

Se han realizado diversas mejoras en los ultimos afios en el almacenamiento
en AC a fin de mejorar la calidad de frutas y hortalizas y extender su vida postcosecha
(Kader, 2000). Algunos puntos importantes son la mejora y simplificacion de las

instalaciones y equipos necesarios y el desarrollo de métodos rapidos y sensibles para
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la medicion de gases en forma continua. A pesar de ésto, y de que los beneficios de la
utilizacion de atmosferas controladas suelen ser importantes en muchos productos, su
uso no se encuentra ampliamente difundido por diversas razones. En muchos casos,
las atmosferas necesarias para lograr un efecto favorable pueden dafar al producto
por lo que debe descartarse su uso. Por ejemplo, en el caso de flores el control del
atague de Botrytis cinerea (generalmente un factor limitante en la vida postcosecha)
no puede realizarse mediante AC ya que los niveles necesarios dafarian a los pétalos,
tallos y hojas. En otras situaciones existen alternativas mas economicas. Por ejemplo,
si bien es conocido que el CO, puede inhibir la sintesis y accion del etileno y por lo
tanto la utilizacion de AC podria resultar de utilidad en estos productos, otras
alternativas como la utilizacion de tiosulfato de plata o 1-MCP resultan mas
economicas y sencillas de utilizar a fin de minimizar los efectos negativos de esta
hormona sobre la senescencia (Reid y col., 2001). Acaso la mayor dificultad en la
amplia difusion de las AC es que resulta necesario realizar una inversion elevada en
instalaciones y equipamiento y contar con personal técnico capacitado en el uso de
estas tecnologias a nivel comercial. El uso de las AC es comun en el caso de
manzanas y peras, y en mucho menor grado en cebolla, kiwi, palta, caqui y nueces.
Los desarrollos tecnolégicos en el futuro probablemente permitan su aplicacion
durante el transporte y almacenamiento a un costo razonable con relacién a los
beneficios a obtener (Kader, 2000).

Las atmosferas modificadas resultan mucho menos costosas y su utilizacion es
comun en productos minimamente procesados, brocoli, banana, frutilla, cereza,
mango, melén, esparrago, nectarinas, duraznos peras y ciruelas (Beaudry, 1999). La
dificultad con el uso de las AM radica en el establecimiento de una atmosfera
adecuada en el interior de las bolsas, ya que se trata de un sistema dinamico no
controlado (Kader, 2000). En el caso de las atmésferas modificadas activas, la
inyeccion de mezclas gaseosas permite obtener la atmosfera deseada en un corto
periodo, pero esto requiere de equipos especiales para cumplir con este fin,
dificultando el proceso. En el caso de las atmosferas modificadas pasivas una de las
mayores desventajas estriba en su aplicacion en productos con baja tasa respiratoria,
debido a que el tiempo necesario para lograr la atmosfera deseada es demasiado

prolongado.
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1.5. Utilizacién de métodos fisicos combinados

En los dltimos afios ha comenzado a evaluarse con mayor frecuencia la
utilizacion de métodos combinados a fin de obtener efectos aditivos de las diferentes
tecnologias y poder asi extender la vida de los productos. Asi existen numerosos
trabajos que muestran las ventajas de la combinacion de atmosferas modificadas y
controladas con refrigeracion. En el caso particular de frutillas, se han informado
efectos beneficiosos de la utilizacion del CO, vy refrigeracion sobre la vida postcosecha
(Gil y col, 1997; Holcroft y Kader, 1999; El-Kazzaz y col.,, 1983). Asi, el
almacenamiento refrigerado de frutillas en combinacion con atmosferas con 15% CO,
permite reducir la incidencia de Botrytis cinerea y retrasar la maduracion de los frutos
(Agar y col., 1990). Con respecto a la combinacién de TAT con otros métodos, existen
trabajos que indican que su utilizacién en forma conjunta con la refrigeracion permite
reducir el deterioro, la incidencia de dteraciones fisiologicas y mantener la calidad
(ver. Capitulo I). La combinacién de tratamientos térmicos con atmosferas controladas
ha sido explorada principalmente con el objeto de controlar plagas cuarentenarias. No
obstante, algunos trabajos muestran que la vida postcosecha de ciertos frutos como el
caqui puede extenderse mediante la combinacion de tratamientos térmicos y
atmosferas controladas (Burmeister y col., 1997). En estos casos, la modificacion de la
atmoésfera se realiz6 mediante el uso de camaras capaces de permitir la inyeccion de
gases para lograr la concentracién adecuada, con la consecuente complicacion desde
el punto de vista practico.

Considerando que los tratamientos térmicos provocan un incremento muy
marcado en la actividad respiratoria de los frutos y que ésto genera una elevada
cantidad de CO,, el objetivo del presente capitulo fue analizar el efecto de la
combinacién de tratamientos térmicos de alta temperatura en presencia de peliculas
plasticas (a fin de generar una atmésfera modificada en un breve lapso) y refrigeracion
sobre la calidad y vida postcosecha de frutillas. Dado que la respuesta de los frutos al
CO, y tratamiento térmico podria ser influenciada por el estadio de madurez, se

analizaron frutos en dos estadios diferentes (75 y 100% rojo).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ensavyo con fruta 75% roja

Frutillas (Fragaria x ananassa Duch., cv. Selva) producidas en invernadero se
cosecharon con 75% de color superficial rojo. Durante la produccion se utilizaron
fungicidas sélo en los casos estrictamente necesarios y las aplicaciones se realizaron
respetando los tiempos de carencia de los productos. Diez frutos, aproximadamente
100 g, se colocaron en bandejas plasticas y se sellaron con PVC ( permeabilidad al
0, 11.232 cm® m™? 24 h*, permeabilidad al CO, 48.552 cm® m™ 24 h'' y permeabilidad
al vapor de HO 40 cm®*m™ 24 h") o PD-961EZ (Cryovac®, W. R. Grace & Co. Conn,
USA; permeabilidad al O, 7.000 cm® m™ 24 h*, permeabilidad al CO, 21.000 cm® m™
24 h™ permeabilidad al vapor de H,O 13,35-17,05 cm® m™ 24 h™') y se mantuvieron por
3 h en una estufa a 45°C. Luego del tratamiento las bandejas se colocaron a 0°C por
0, 7y 14 d y posteriormente se transfirieron a 20°C por 5 d. Los controles
correspondientes sin tratamiento térmico se colocaron en bandejas plasticas y se
sellaron con PVC o PD-961EZ, se almacenaron a 0°C y luego se transfirieron a 20°C.
Se tomaron tres muestras a diferentes tiempos de almacenamiento y luego se
utilizaron inmediatamente o se congelaron en N liquido y se almacenaron a —80°C

hasta la determinacién de antocianinas, azucares, fenoles, pH y acidez titulable.

2.2. Ensayo con fruta 100% roja

Se cosecharon frutos con 100% de color superficial rojo, se colocaron en
bandejas plasticas y se cubrieron con pelicula PY8 (1544 perforaciones de 1,7 mm de
diametro por m?, Cryovac®) o PD-961EZ vy se trataron por 3 h a 45°C en una estufa.
Luego del tratamiento, las bandejas se colocaron a 0°C por 0, 7 0 14 d y se
transfirieron a 20°C por 4 d. Los controles se cubrieron con pelicula PY8 (1544
perforaciones de 1,7 mm de diametro m?, Cryovac®) o PD-961EZ y se almacenaron
directamente a 0 y 20°C. Se tomaron muestras a diferentes tiempos de
almacenamiento y se analizaron inmediatamente o se congelaron en nitrégeno liquido
y mantuvieron a —80°C hasta su uso.
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2.3. Determinaciones analiticas

2.3.1. Mediciones de CO, v O,.
Muestras de la composicion gaseosa en el interior de las bandejas se

extrajeron con una jeringa de 1 ml y se midio el contenido de CO, y O,. El andlisis se
realizé utilizando un cromatografo gaseoso (Varian, CX 3400, CA, USA) equipado con
una columna Alltech CTR | y un detector de conductividad térmica. Las temperaturas
en el inyector, columna y detector fueron de 120, 30 y 120°C respectivamente. S
utilizd helio como gas portador y el flujo de la fase mévil fue de 20 ml min™. Una
solucion conteniendo 5% CO,, 5% O, y 90% N, se utiliz6 como estandar y diferentes
cantidades de esta solucién se inyectaron para realizar la calibracion. Las mediciones
se realizaron por triplicado y se calculé el porcentaje de CO, y O, en el interior de las

bandejas.

2.3.2. Atague de patégenos
La presencia de crecimiento fangico se evalud diariamente por 5 (75% R) 6 4

(100% R) d a 20°C luego de 0, 7 6 14 d de almacenamiento a 0°C. Se utilizaron treinta
frutos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento considerado.

2.3.3. Pérdida de peso
La fruta se peso al comienzo del experimento, luego del tratamiento térmico y

durante el almacenamiento. Se utilizaron treinta frutos para cada tratamiento y tiempo
de almacenamiento considerado. Los resultados se expresaron como porcentaje de
pérdida de peso relativa al valor inicial.

2.3.4. Color superficial

El color superficial se evalu6é con un colorimetro (Minolta, Modelo CR-300,
Tokio, Japon) midiendo el parametro L* y el angulo hue en 6 zonas de cada fruto.
Se analizaron treinta frutos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento
considerado.

2.3.5. Antocianinas

Frutos congelados se trituraron en un molinillo refrigerado (Tekmar, modelo A-
10, Alemania) y 0,25 g del polvo resultante se adicionaron a 10 ml de metanol
conteniendo 1% v/v HCI y se mantuvieron a 0°C por 10 min. Luego se centrifugd a
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9.000 x g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se utilizd para medir la absorbancia a

515 nm. El contenido de antocianinas se calculdé utilizando el coeficiente de
absortividad molar (e) 3,6 x 10° M* m™ (Woodward, 1972). El contenido de

antocianinas se expresé como micromoles de pelargonidin-3-glucosido por kg de fruto
fresco. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.3.6. Firmeza

La firmeza se midi6 utilizando un analizador de textura (TA.XT2, Stable Micro
Systems Texture Technologies, Scarsdale, NY) equipado con una sonda plana. Los
frutos se comprimieron 2 mm a una velocidad de 0,5 mm s™ y se registro la fuerza
maxima desarrollada durante el ensayo. Cada fruto se comprimié dos veces en lados
opuestos de la zona ecuatorial y se utilizaron 30 frutos para cada tratamiento y tiempo

de almacenamiento considerado.

2.3.7. pH vy acidez titulable
Frutos congelados se procesaron en un molinillo refrigerado y 10 g del polvo

resultante se suspendieron en 100 ml de agua. Se midi6 el pH del homogenato y la
acidez se determing titulando con NaOH 0,1 M hasta pH 8,1 (AOAC, 1980). La acidez
se expres6 como miliequivalentes de acido por kg de fruto fresco. Dos muestras
independientes se analizaron por cada condicion analizada y cada una se titulé6 por
duplicado.

2.3.8. Azucares

Aproximadamente 10 g de fruto congelado se procesaron en un molinillo
refrigerado y 1 g del polvo resultante se extrajo por 30 min con 10 ml de etanol a
25°C. La mezcla se centrifugd a 9.000 x g por 10 min y 3 ml del sobrenadante se
llevaron a 100 ml con agua. Los azucares totales se determinaron segin Southgate,
(1976). Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
gramos de glucosa por kg de fruto fresco.

2.3.9. Fenoles totales

Aproximadamente 1 g de fruto se proceso en 6 ml de etanol. La mezcla se
centrifugd a 9.000 x g por 10 min a 4°C. Tres mililitros del sobrenadante resultante se

llevaron a 100 ml con agua y estos extractos se utilizaron para la determinacién de
fenoles totales. Doscientos microlitros de extracto se adicionaron a 1,1 mly 200 ni de
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reactivo Folin-Ciocalteau 1 N. Luego de 3 min a 25°C, se agregaron 1,5 ml de solucién
saturada de Na,CO; y la mezcla de reaccion se incubé por 1 h a la misma
temperatura. Se midi6 la absorbancia a 760 nm y se calculo el contenido de fenoles
totales utilizando fenol como estandar. Las medidas se realizaron por triplicado y los
resultados se expresaron como mg de fenol por kg de fruto.

2.4. Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los datos se
analizaron por medio de un andlisis ANOVA siendo los factores el tiempo a 0°C,
tiempo a 20°C, la pelicula utilizada y el tratamiento. Los efectos principales y las
interacciones fueron analizadas y las medias fueron comparadas por un test LSD a un

nivel de significancia de 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Ensavyo con fruta 75% roja

3.1.1. Composicion de la atmésfera de almacenaje

Luego del tratamiento térmico, la concentracion de CO, en el interior de las
bandejas cubiertas con PVC o PD-961 se encontrd cerca del 5%, mientras que en las
bandejas controles el contenido de CO, fue de 0,03% (Figura IV.1). La acumulacion de
CO, en las bandejas tratadas fue consecuencia del incremento en la actividad
respiratoria de los frutos durante el tratamiento térmico, que cambié de niveles
iniciales de 45 ml kg™ h™* a 195 ml kg* h™ al final del tratamiento (ver capitulo I).
Después de 1 d a 20°C, la concentracion de CO, aumentd hasta 6,5% en las bandejas
tratadas y cubiertas con PD-961, siendo éste valor superior al hallado en las bandejas
controles. La concentracién de CO, se mantuvo elevada después de 2 d a 20°C a
pesar de que se observd una pequefia disminucion. Los controles acumularon CO, en
forma continua durante el almacenamiento a 20°C y luego alcanzaron similares

valores que los tratados.

10

0 dias a 0°C 7 dias a 0°C |14 dias a 0°C

84 LSD |

CO2 (%)
(6]

0 1 2 0 1 2 0 1
Tiempo a 20°C (d)
[-ecpyc @1 pyc —& c Ppo61 —&— T PDoG1]

Figura IV.1: CO, en bandejas controles y tratadas térmicamente
(45°C, 3 h) con pelicula PVC o PD-961 durante el almacenamiento a
0°C y posterior transferencia a 20°C. Se muestra la diferencia

minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Un patrén diferente se encontré cuando se utilizé PVC, cuya permeabilidad al
CO, es mayor. A pesar de gque inmediatamente luego del tratamiento térmico las
bandejas acumularon concentraciones de CO, similares que aquellas con PD-961, se
observé un descenso al cabo de 1 d a 20° hasta valores de 3,6%. Los controles con
PVC acumularon CO, durante el almacenamiento a 20°C alcanzando similares valores
gue los tratados térmicamente luego de 1 d a 20°C. Luego de 7 d de almacenamiento
refrigerado, la concentracion de CO, se encontrd cerca del 1% tanto en las bandejas
controles como tratadas cubiertas con pelicula PVC o PD-961. Durante la incubacién a
20°C el nivel de CO, continu6é incrementandose en los frutos controles y tratados
siendo mayor la diferencia en los frutos tratados con PD-961 luego de 2 d. Un
comportamiento diferente se observé luego de 14 d de almacenamiento refrigerado ya
que el contenido de CO, se mantuvo cercano al 1% en todas las bandejas. No
obstante, luego de 1 d a 20°C los frutos controles acumularon mayor cantidad de CO,
gue los tratados.

24 0dias a 0°C 7 dias a 0°C 14 dias a 0°C

22 LSD |

20 A

14 A

12 A

10
0 1 2 0 1 2 0 1
Tiempo a 20°C (d)

Figura IV.2: Concentracion de O, en bandejas controles y tratadas
térmicamente (45°C, 3 h) con pelicula PVC o PD-961 durante el
almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C. Se muestra
la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de
0,05.
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Esta tendencia se observo tanto en los frutos cubiertos con PVC como con PD-
961 aunque la diferencia fue mayor en el caso de la pelicula PD-961.

Considerando que los frutos controles sufrieron mayor dafio durante el
almacenamiento, la acumulacién final de CO, en los frutos controles podria ser
consecuencia del incremento en la actividad respiratoria de los frutos en respuesta al
dafio, asi como de la produccién de CO, proveniente del metabolismo fungico.

Los niveles de oxigeno descendieron durante el almacenamiento en la medida que

aumento el contenido de CO, (Figura IV.2)

3.1.2. Atague de patégenos
En ausencia de almacenamiento refrigerado los frutos controles cubiertos con

PVC comenzaron a mostrar sefiales del ataque de patdgenos luego de 2 d a 20°C,
mientras que los frutos controles con PD-961 lo hicieron 1 d después (Figura IV.3). Las
diferencias en el ataque de patdégenos entre las dos peliculas analizadas se
acentuaron durante el almacenamiento a 20°C y luego de 5 d el 67% de los frutos
controles cubiertos con PVC mostraron ataque de hongos y 27% en el caso de los
frutos cubiertos con PD-961. Los tratamientos térmicos de alta temperatura han sido
descritos como una estrategia para modificar la respuesta a otros tipos de estrés
durante el almacenamiento (Mc Donald y col., 1999). En el caso de las dos peliculas
analizadas los frutos tratados térmicamente presentaron menor ataque de hongos que
los correspondientes controles. Los resultados mas marcados se observaron en el
caso de los frutos tratados térmicamente y cubiertos con la pelicula PD-961. Luego de
5 d a 20°C, sb6lo 7% de los frutos tratados y cubiertos con PD-961 mostraron ataque.
Luego de 7 d a 0°C, no se observd ataque fungico en ninguno de los tratamientos
analizados. Cuando los frutos se transfirieron a 20°C el ataque de patdégenos se
incrementd rapidamente. Considerando el porcentaje de frutos atacados, las
tendencias fueron similares a las observadas en ausencia de almacenamiento
refrigerado. Luego de 5 d a 20°C, 90% de los frutos controles cubiertos con PVC y
45% de los controles con PD-961 mostraron ataque de patdgenos, mientras en el caso
de los frutos tratados estos valores ascendieron a 37 y 20% para PVC y PD-961
respectivamente. Nuevamente los mejores resultados se observaron cuando el
tratamiento térmico se realizé en presencia de la pelicula PD-961, que permitid una
mayor acumulacion de CO,. Luego de 14 d a 0°C no se observaron sintomas de
ataque fangico en ninguno de los tratamientos. No obstante, durante el

almacenamiento a 20°C el ataque de patdégenos se incrementé sustancialmente, no
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encontrandose diferencias entre los frutos controles y tratados cubiertos con PVC.

En el caso de los frutos cubiertos con PD-961, los frutos tratados térmicamente
presentaron menor ataque que los respectivos controles luego de 3 d, pero no se
encontraron diferencias posteriormente. La reduccion en el ataque de hongos descrita
anteriormente resulté de la combinacion del efecto de los tratamientos térmicos de alta
temperatura y del enriqguecimiento de la atmésfera en CO,. La reduccion en el ataque
de hongos como consecuencia de la aplicacién de tratamientos térmicos de alta
temperatura en frutillas fue descrita anteriormente (ver Capitulo I). La presencia de
altos niveles de CO, podria tener diversos efectos que contribuirian a disminuir ain
mas el ataque de patdégenos. Ha sido informado que el diéxido de carbono puede
retardar la germinacion de esporas fungicas (Agar y col., 1990). La exposicién a
niveles de CO, entre 5% y 20% posee efectos fungistaticos en patdégenos postcosecha
de frutillas (Couey y col., 1966; Woodward, 1972; El Kazzaz y col., 1983).
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Figura 1V.3: Atague de patdgenos en frutos (75%R) controles y
tratados térmicamente (45°C, 3 h) envasados con PVC o PD-961
durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.
Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.
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3.1.3. Pérdida de peso

Inmediatamente luego del tratamiento, los frutos tratados en presencia de PVC

mostraron una pérdida de peso de 2,9% mientras que los frutos tratados en presencia

de la pelicula PD-961 perdieron 2,3% respecto al peso inicial (Figura IV.4).

Cuando los frutos se transfirieron a 20°C, una mayor pérdida de peso se

observd especialmente en los frutos cubiertos con PVC. Luego de 2 d, los frutos

tratados con PVC perdieron 6,5% de su peso inicial mientras que un valor similar se

hall6 para los frutos controles. Menor pérdida de peso se observd en

los frutos

cubiertos con la pelicula PD-961: 4,6% y 3,5% para frutos tratados y controles

respectivamente. Similares tendencias se observaron después de 7 6 14 d de

almacenamiento refrigerado y posterior almacenamiento a 20°C por 2 d.
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Figura IV.4: Pérdida de peso en frutos (75%R) controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) envasados con PVC o PD-961 durante el
almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C. Se muestra

la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de

0,05.
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3.1.4. Color superficial y antocianinas

Inmediatamente luego del tratamiento no se encontraron diferencias en el hue
entre frutos controles y tratados térmicamente (Figura IV.5). Luego de 2 d a 20°C,
todos los frutos mostraron un incremento en el color rojo, verificado a través de la
disminucion del angulo hue. No obstante, los frutos tratados en presencia de las
peliculas PD-961 y PVC mostraron valores superiores de hue que los
correspondientes controles, confirmando que los tratamientos térmicos provocan un
retraso en la evolucion del color (ver Capitulo I). El nivel de retraso en el desarrollo de
color no fue similar para todos los frutos. Aquellos almacenados con la pelicula PD-
961 mantuvieron un nivel de hue mas elevado que aquellos en PVC. Luego de 7 d a
0°C los frutos tratados mostraron un retraso en el desarrollo de color respecto a los
frutos controles en ambas peliculas analizadas. El efecto del CO, y los tratamientos
térmicos de alta temperatura actuando separadamente en el desarrollo de color de
frutillas ha sido descrito (Civello y col., 1997; Holcroft y Kader, 1999). El efecto del CO,
en el desarrollo de color externo de frutillas es dependiente de la concentracion de gas

presente en la atmdsfera de almacenamiento.
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Figura IV.5: Color superficial (hue) en frutos (75%R) controles y
tratados térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PVC o
PD-961 durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a
20°C. e muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel
de significancia de 0,05.
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Li y Kader (1989) encontraron que pequeiios efectos se observan en niveles de
concentraciones de CO, moderadas mientras que niveles mas altos del gas retrasan
la evolucién del color. El efecto combinado de ambos factores (tratamiento térmico y
acumulacion de CO,) podria explicar el mayor retraso en el desarrollo del color
encontrado en el caso de los frutos tratados térmicamente en presencia de la pelicula
PD-961.

La aplicacion de tratamientos térmicos también afectd la luminosidad de los
frutos. Inmediatamente luego del tratamiento los frutos presentaron un menor L* que
los controles (Figura 1V.6).

Durante el almacenamiento tanto a 0°C como a 20°C, el valor de L* disminuy6
y todos los frutos se tornaron mas oscuros. Los frutos tratados térmicamente
mantuvieron niveles de luminosidad mayores que los controles en ambas peliculas
analizadas. Luego de 7 d a 0°C y 2 d a 20°C, la pérdida de luminosidad fue menos
evidente en los frutos tratados térmicamente. Resultados similares se observaron
luego de 14 da0°Cy 2da 20°C.
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Figura IV.6: Luminosidad (L*) en frutos (75%R) controles y tratados

térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PVC o PD-961

durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.
Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.
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En el caso de las antocianinas luego del tratamiento térmico no se observaron
diferencias entre los frutos tratados y controles. Durante el almacenamiento los frutos
tratados presentaron un menor nivel de antocianinas que los controles (Figura 1V.7).
Los niveles fueron ademas diferentes para las dos peliculas analizadas. Los frutos
tratados y empacados con PD-961 mostraron una menor acumulacion de antocianinas
que los empacados con PVC. Es conocido que fenilalanina amonio-liasa (PAL) es una
enzima regulatoria que participa en la sintesis de antocianinas (Jones, 1984). Given y
col. (1988a, b) demostraron que la acumulacién de antocianinas en frutillas requiere
una elevada actividad PAL. Holcroft y Kader (1999) hallaron que elevadas
concentraciones de CO, pueden reducir la sintesis de antocianinas. Por lo tanto, los
resultados obtenidos en este trabajo podrian explicarse a través del efecto inhibitorio
combinado de los tratamientos térmicos y acumulacion inicial de CO, sobre la sintesis

de antocianinas, probablemente a nivel de PAL.
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Figura IV.7: Antocianinas en frutos (75%R) controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PVC o PD-961
durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.

Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.
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3.1.5. Firmeza

Inmediatamente luego del tratamiento los frutos tratados presentaron mayor
firmeza que los controles independientemente de la pelicula analizada. Cuando los
frutos se transfirieron a 20°C la firmeza disminuyé mas rapidamente en los frutos
controles que en los tratados térmicamente para ambas peliculas analizadas (Figura
IV.8). Cuando los frutos se almacenaron a 0°C por 7 6 14 d y luego se transfirieron a
20°C, los frutos tratados se mantuvieron mas firmes que los respectivos controles.

Los resultados fueron mas evidentes en el caso de los frutos empacados con
PD-961, donde la firmeza cambié de niveles iniciales de 3,98 a 3,70 N en los futos
tratados y desde 3,75 hasta 2,81 N en los controles. Ha sido descrito que los
tratamientos térmicos retrasan algunos procesos metabdlicos asociados con la
maduraciéon (Lurie, 1998). La exposicion de los tejidos vegetales a condiciones de
estrés térmico ocasiona la desapariciéon de un grupo de mRNAs asociados con la
maduracion. Picton y Grierson (1988) demostraron que las altas temperaturas inhiben

la expresion de ciertos genes vinculados con el proceso de maduracion.
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Figura IV.8: Firmeza en frutos (75%R) controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PVC o PD-961
durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.

Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.
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La actividad de enzimas que participan en la degradacion de la pared celular se
incrementa durante la maduracion de frutillas (Abeles y Takeda, 1990; Barnes y
Patchett, 1976), y la aplicacion de tratamientos térmicos de alta temperatura reduce su
actividad y la degradacién de polimeros de b pared celular (ver Capitulo 1), lo que
podria determinar un menor ablandamiento. Por otra parte, también se observaron
diferencias en la velocidad de ablandamiento entre los frutos empacados con las
diferentes peliculas ensayadas, por lo que otros factores vinculados con su uso
parecerian contribuir al proceso. Holcroft y Kader (1999) describieron que el uso de
atmosferas ricas en CO, durante el almacenamiento permite retrasar el proceso de
ablandamiento. Otros autores hallaron que la firmeza no sélo es mantenida con el CO,
sino que también puede incrementarse (Harker y col., 2000). Los resultados
encontrados en este trabajo sugieren que la firmeza es retenida en frutos que fueron
tratados térmicamente en presencia de una pelicula con menor permeabilidad al CO,
como PD-961. Esta combinacién permitié adicionar el beneficio de la retencion de CO,

al efecto de los TAT en forma aislada en el retraso del ablandamiento (ver Capitulo ).

3.1.6. pH vy acidez titulable
El pH de los frutos no fue significativamente modificado en ninguna de las

condiciones analizadas (datos no mostrados). En el caso de la acidez titulable no se
encontraron diferencias entre los frutos controles y tratados inmediatamente luego del
tratamiento. No obstante, luego de 2 d de almacenamiento a 20°C los frutos controles
empacados con PVC mostraron mayores niveles de acidez que los correspondientes
frutos tratados (Figura 1V.9). Luego de 7 d de almacenamiento a 0°C no se encontrd
una modificacién significativa en la acidez respecto a los valores iniciales, pero cuando
los frutos se transfirieron a 20°C la acidez aumenté en los frutos controles.

Luego de 2 d a 20°C los frutos tratados en presencia de ambas peliculas
presentaron una menor acidez que los correspondientes controles. La misma
tendencia se observé también luego de 14 d a 0°C y posterior transferencia a 20°C.
Los frutos controles presentaron una tendencia a aumentar la acidez a 20°C en la
medida que el dafio de tejidos tuvo lugar.
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Figura IV.9: Acidez titulable en frutos (75%R) controles y tratados

térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PVC o PD-961

durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.

Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de
significancia de 0,05.
3.1.7. Azucares
Los azlcares totales mostraron una leve reduccion luego del tratamiento pero

las diferencias no fueron significativas respecto a los controles (Tabla 1V.2). Luego de
2 d a 20°C los frutos tratados en presencia de la pelicula PD-961, que inicialmente
acumularon mas CO, que los controles, mantuvieron mayores niveles de azlcares.
Luego de 7 y 14 d a 0°C y durante la incubacion a 20°C el contenido de azucares
totales continué disminuyendo y no se encontraron diferencias entre frutos controles y
tratados. Resultados diferentes fueron encontrados por Garcia y col. (1995a) quienes
describieron que los tratamientos térmicos con agua pueden mejorar el contenido de
sélidos solubles en frutillas.
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Tabla IV.2: Azlcares totales en frutos controles y tratados térmicamente (45°C, 3 h) y
envasados con PVC o PD-961, durante el almacenamiento a 0°C y posterior
transferencia a 20°C. C: control, T: tratado. Se muestra la diferencia minima
significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.

DIAS A 0°C
0 7 14
Dias a 20°C 0 2 0 2 0 2

Cevc 37,5 27,2 36,0 28,7 28,7 24,0

Azucares | Tevc 35,9 25,7 32,2 26,8 28,0 22,9
totales

(9 kg™

Cep-961 37,5 27,8 33,0 30,1 28,7 25,2

Tep-061 35,5 32,6 33,0 27,3 30,0 22,9

LSD =4,7

3.8. Fenoles totales

Luego del tratamiento ro se encontraron diferencias entre frutos controles y
tratados en el contenido de fenoles totales. Cuando los frutos empacados en PVC se
almacenaron por 7 6 14 d a 0°C y luego se transfirieron a 20°C por 2 d se observo un
incremento en el contenido de fenoles totales en los frutos controles. El incremento fue
mayor en el caso de los frutos empacados en PVC que fueron aquellos que sufrieron
mayor dafio. Los frutos tratados térmicamente mantuvieron menores niveles de
fenoles que los respectivos controles y el efecto fue mas marcado en el caso de los
frutos tratados en presencia de la pelicula PD-961, que presentaron menor ataque de
patdégenos. Gil y col. (1997) describieron que dos fenoles (acido elagico y campferol)
aumentan durante el almacenamiento refrigerado de frutillas, y hallaron que este
incremento era menor en el caso de atmdsferas enriquecidas en CO,. El incremento
en el contenido de fenoles totales en el caso de los frutos controles podria
relacionarse con el dafio y disrupcion de tejidos que tuvo lugar durante el
almacenamiento. La sintesis de compuestos de naturaleza fendlica en respuesta al
dafio ha sido descrita (Saltveit, 2000). La menor variacién en el contenido de fenoles
en los frutos tratados térmicamente y especialmente en aquellos tratados en presencia
de la pelicula PD-961 indicaria un menor dafio de los tejidos.
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Figura IV.9: Fenoles en frutos (75%R) controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PVC o PD-961
durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.

Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de
significancia de 0,05.

3.2. Ensayo con fruta 100% roja

En otro experimento se utilizaron frutos con mayor grado de madurez (100%
rojo) a fin de determinar la influencia de la madurez sobre los efectos de la aplicacion
de los tratamientos térmicos de alta temperatura. En este caso se utilizd una pelicula
perforada (PY8) y una no perforada (PD-961). El nivel de CO, en el interior de las
bandejas cubiertas con PD-961 fue similar al descrito en el caso del experimento con
frutos 75% rojos, mientras que la atmdésfera de almacenamiento correspondiente a los
frutos empacados con la pelicula no perforada PY8 no fue modificada.
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Figura IV.10: CO, en bandejas controles y tratadas térmicamente, con
pelicula PY8 o PD-961 durante el almacenamiento a 0°C y posterior

transferencia a 20°C. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a

un nivel de significancia de 0,05.
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Figura IV.11: Antocianinas en frutos controles y tratados, envasados con
pelicula PY8 o PD-961 durante el almacenamiento a 0°C y posterior
transferencia a 20°C. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a

un nivel de sianificancia de 0.05.
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Los resultados hallados en el caso de antocianinas se muestran en la Figura
IV.11. Inmediatamente luego del tratamiento térmico no se encontraron diferencias en
ninguna de las condiciones analizadas. Cuando los frutos se refrigeraron por 7 6 14 d
a 0°C y luego se transfirieron a 20°C por 2 d, los frutos tratados térmicamente
presentaron un menor contenido de antocianinas que los respectivos controles. En el
caso del ataque de patébgenos ambos grupos de frutos tratados térmicamente
mostraron menor porcentaje de frutos atacados que los controles durante el
almacenamiento a 20°C (Figura 1V.12). Nuevamente se visualiz6 el efecto beneficioso
de realizar los tratamientos en presencia de la pelicula PD-961, ya que luego de 2 d
los frutos empacados con PD-961 mostraron un 7,5% de frutos atacados mientras que
este valor ascendié a 20% en el caso de los frutos empacados con PY8. Luegode 7 d
de almacenamiento refrigerado y subsecuente almacenamiento a 20°C se observo la
misma tendencia; los frutos tratados térmicamente en presencia de PD-961 fueron los
gue presentaron menor porcentaje de frutos atacados. Luego de 14d a0°Cy 1d a
20°C se observaron resultados similares a los descritos, pero posteriormente no se

encontraron diferencias en el ataque de patdgenos entre tratamientos.
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Figura 1V.12: Ataque de patdgenos en frutos (100%R) controles y
tratados térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PY8 o
PD-961 durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a
20°C. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel
de significancia de 0,05.
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Cuando se analiz6é la firmeza también se observé que los frutos tatados
térmicamente presentaron nuevamente un retraso en el ablandamiento respecto a los
controles, siendo el efecto mas marcado en el caso de los frutos tratados en presencia
de la pelicula PD-961(Figura 1V.13). Considerando que los efectos beneficiosos de la
aplicacion de los tratamientos térmicos en presencia de peliculas de permeabilidad
selectiva también se observaron cuando los tratamientos se realizaron en frutos méas
maduros, podria ser posible el retraso de la cosecha de manera de poder obtener fruta

con mejor calidad desde el punto de vista organoléptico.
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Figura IV.13: Firmeza en frutos (100%R) controles y tratados
térmicamente (45°C, 3 h) y envasados con pelicula PY8 o PD-961
durante el almacenamiento a 0°C y posterior transferencia a 20°C.

Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.
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4. CONCLUSIONES

Los principales efectos benéficos de la aplicacion de tratamientos térmicos de
alta temperatura en frutillas son el retraso en el ablandamiento y evolucion del color
asi como el control de patégenos de postcosecha. Estos beneficios pueden
incrementarse realizando la aplicacion de los tratamientos en presencia de peliculas
de permeabilidad selectiva a los gases. Los efectos de este tratamiento combinado
también se observaron cuando fueron realizados en frutos mas maduros. Por lo tanto,
podria ser posible el retraso de la cosecha de manera de poder obtener fruta con
mejor calidad desde el punto de vista organoléptico. Los resultados hallados resultan
favorables y muestran como una innovacion tecnologica la posibilidad de considerar
este tipo de tratamiento como una estrategia para la modificacion de atmésferas en
forma rapida (debido a la elevada tasa respiratoria de los frutos durante el
tratamiento), sencilla (no resulta necesaria la utilizacion de equipos de inyeccion de

gases) y econdmica (el fruto como fuente de CO,).
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Capitulo V

“Extension de la aplicacion de
tratamientos térmicos de alta
temperatura a otros frutos”

blandos”
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1. INTRODUCCION

1.1. Clasificacion

Por mas de 2.000 afios las diferentes especies del género Rubus han sido
producidas con propdsitos medicinales, como cercos de proteccién y principalmente
para obtener fruta comestible (Paglietta, 1986). Las zarzamoras, frambuesas y sus
hibridos constituyen un grupo diverso perteneciente al género Rubus. Son miembros
de la familia Roséaceas, subfamilia Rosoideas. El género Rubus es uno de los mas
diversos dentro de las Angiospermas, consistiendo en doce subgéneros que incluyen
en algunos casos mas de cien especies. Su distribucion geografica se encuentra
desde el Artico hasta los tropicos en todos los continentes con excepcion de la

Antartida. Tres de los subgéneros poseen plantas con frutos comestibles:

1. Subgenero Eubatus: Zarzamoras.

2. Subgénero Idaeobatus: Frambuesas (200 especies).

3. Subgénero Cylactis: Frutos del Artico (R. arcticus y R. stellatus). Los cultivares

comerciales que existen son hibridos entre estas dos especies y se cultivan en

Finlandia y Suecia para la elaboracién de licores.

1.2. Origen e historia del cultivo

Las tres especies de mayor importancia comercial dentro de este género son:

a. Zarzamoras: Rubus ursinus Cham. (Figura V.1). Son nativas de Asia, Europa, y

América, y se han naturalizado en Australia. Han sido utilizadas en Europa por mas

de 2000 afios con fines de alimentacion, medicinales y ornamentales.

Figura V.1: Frutos de zarzamora

(Rubus ursinus).
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2. Frambuesa roja: R. idaeus L. (Figura V.2). Las subespecies europeas de este grupo

se designan como R. idaeus subsp. vulgatus Arrhen., mientras que las de
Norteamérica se conocen como R. idaeus subsp. strigosus Michx. Es indigena de Asia
menor y Norteameérica, el nombre especifico se debe al monte Ida en el Caucaso.
Existen informes de su domesticacion en el siglo IV. Los romanos probablemente
extendieron su cultivo en toda Europa, y los britanicos popularizaron su cultivo y
exportaron plantas a Nueva York en 1771.

Figura V.2: Frutos de
frambuesa (Rubus idaeus).

3. Frambuesa negra: R. occidentalis L. (Figura V.3). Esta es una especie indigena de

Norteamérica. La domesticacion parece haberse retrasado hasta el siglo XIX debido a
la popularidad de las frambuesas rojas y a la alta disponibilidad de frutos silvestres. En
1880 ya existian en Estados Unidos por lo menos 17 cultivares y un elevado nimero
de hectareas cultivadas con frambuesa negra. La distincibn entre zarzamoras y
frambuesas se asocia con caracteristicas de los frutos.

Figura V.3: Frutos de frambuesa
negra (Rubus occidentalis). 170



Todos los frutos del género Rubus son agregados, pero en el caso de las
frambuesas las drupeolas se separan del receptaculo mientras que en el caso de las
zarzamoras éstas permanecen unidas a este luego de la cosecha. Por otra parte, las

frambuesas presentan pelos mientras que las zarzamoras son glabras.

1.3. Produccién

Tabla V.1: Principales productores mundiales de frambuesa. Fuente: FAOSTAT 2004.

Pais Produccion (Tn)
Mundo 353.346
Rusia 95.000
Polonia 44.845

Estados Unidos 37.240
Alemania 32.000
Ucrania 18.652
Hungria 18.135
Canada 16.050
Gran Bretafia 9.000
Francia 7.200

1.4. Descripcion botanica del género Rubus

Planta: Las especies de Rubus son, desde postradas hasta erectas, arbustos que
producen renovales desde la raiz (Paglietta, 1986). Son perennes debido a cafas
bianuales que se superponen en edad. Las raices son perennes, dotadas de una
densa cabellera. Las caflas crecen vegetativamente por un afo, inician la
diferenciacion en verano, fructifican en el verano siguiente y mueren. La corteza de los
retofios en la mayoria de los casos se encuentra cubierta de espinas mas o menos
rigidas segun el cultivar. No obstante, pueden existir variedades de corteza inerme.
Las hojas poseen 35 foliolos (generalmente 5), siendo el del medio el mas largo. El
haz de las hojas es verde intenso, surcado por nervaduras que le dan un caracter

arrugado y el envés gris plateado. Poseen margenes aserrados o dentados.
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Flores: Pequefias (1-1,5 cm), blancas o rosadas, nacen en racimos (10-20 flores por
racimo para zarzamora, 10 para dewberry). En el dewberry y algunas zarzamoras las
inflorescencias son cimosas. La diferenciacion se produce a fines de verano en tipos
bianuales y a mediados de verano en tipo primocane. Las flores poseen 5 pétalos
poco vistosos y un grueso caliz de color verdoso (Paglietta, 1986). El gineceo posee
60-80 ovarios, cada uno de los cuales desarrolla en una drupa. Existen 60-90
estamenes. Las moras y frambuesas producen una gran cantidad de néctar y atraen

abejas.

Polinizacién: La mayor parte de los cultivares de moras y frambuesas no requieren
polinizadores. No obstante, los dewberries son autoestériles por lo que deben

colocarse polinizadores para mejorar la formacién de frutos.

Frutos: En todos los casos se trata de drupas agregadas. En zarzamoras, las semillas
son de mayor tamafio. La produccion comienza en el segundo afio y continda por 10
afos si se maneja correctamente. Los rendimientos, en condiciones de buen manejo,
se ubican en 5.000-10.000 kg ha™.

1.5. Generalidades de cultivo

1.5.1. Suelo

No toleran encharcamiento ni suelos pesados, pero tampoco requieren alta
fertilidad. Es ideal un suelo arenoso o limoso con pH 4,5 a 7,0. Las zarzamoras son
tolerantes a la sequia pero los rendimientos se incrementan bajo irrigacion. En cambio
las frambuesas no toleran la sequia y el exceso de calor. Las raices de frambueso no
requieren un suelo profundo ya que ocupan unos 25 cm. Es deseable un buen

contenido de materia organica en los suelos (Fisher, 2003).

1.5.2.Clima

Las frambuesas rojas y negras requieren veranos mas frescos que las
zarzamoras. En general poseen mayor requerimiento de horas de frio. La resistencia
al frio no es en general un problema, salvo en cultivares adaptados a zonas
templadas. Las heladas en general no son un problema debido a que la floracion es
tardia. Los requerimientos de horas de frio se ubican en 800-1.600 para frambuesas y
200-800 para zarzamoras.
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En cuanto a las precipitaciones, necesita 700-900 mm anuales. Dias
relativamente célidos durante el reposo invernal pueden despertar el crecimiento

vegetativo y necrosar las yemas que son muy sensibles en este estado (Fisher, 2003).

Cultivo de primocane: En los primocanes o plantas que fructifican en otofio, la fruta se

ubica en las zonas terminales de cafias de un afio. Esto permite a los productores
podar todas las cafias cada afio sin pérdida de rendimiento, reduciendo la incidencia
de insectos y enfermedades ysimplificando las labores culturales. Es necesario un
sistema de tutorado ya que las plantas con frutos tienden a volcarse. Las frambuesas
primocane maduran en forma despareja y por un periodo prolongado respecto a los
tipos bianuales. Es necesario cosechar cada 1 o 2 d ya que las altas temperaturas

estivales provocan una rapida maduracion de la fruta.

Poda: Consiste en aclareos, eliminaciéon de cafias muertas y corte del apice en verano.
Esto dltimo es para favorecer la ramificacion en primocanes Yy mantener la altura
adecuada para la cosecha (Fisher, 2003). La eliminacion de cafias muertas permite
reducir problemas sanitarios y facilita las labores culturales. Se dejan 1-5 cafias por
metro lineal de surco.

1.6. Rubus hibridos
Existen numerosos hibridos entre especies del género Rubus que se utilizan

para la produccion de fruta comestible. Dentro de ellos podemos mencionar:
Loganberry: Son similares de aspecto a las zarzamoras. De tamafio grande, fruta
parpura, bajo rendimiento y crecimiento vigoroso. Producidas por Judge J.H. Logan
en California en 1880.

Youngberry: Mas dulce que el loganberry pero sensible al frio.

Tayberry: Mas largos, 50% mas grandes, menos brilloso que el Loganberry.
Boysenberry: El boysenberry Rubus hybrid), es una planta decidua que crece en
forma més apropiada en climas templados. Al igual que frambuesas y zarzamoras, se

caracteriza por poseer un sistema radical perenne y cafias aéreas bianuales. Las

caflas generadas durante la primera estacion de crecimiento (primocanes) producen
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fruta en el verano siguiente. Generalmente las producciones aéreas poseen espinas,
aunque existen cultivares inermes. Los frutos consisten en hibridos entre zarzamoras
y frambuesas (Torre y Barrit, 1977). El horticultor Ralph Boysen las descubrid en
California en 1920. Consiste en un fruto agregado desarrollado a partir de una Unica
flor con numerosos ovarios, que producen una serie de drupeolas carnosas con

semillas duras en su interior.

Figura V.4: Frutos de boysenberry
(Rubus hybrid).

El receptaculo permanece unido a la fraccién comestible luego de la cosecha lo
gue marca una diferencia con frambuesas, donde el receptaculo permanece en la
cafa y da origen a un fruto hueco. Los boysenberries se asemejan a frambuesas de
gran tamafio, con un color rojo-purpura y sabor dulce pero algo &cido. Han sido
clasificados como frutos no-climatéricos (Lipe, 1978; Kader, 1992). No obstante, aun
existe debate acerca de esta clasificacion. Los frutos muestran una baja produccion de
etileno (menos que 1 ul GH, kg* h™), pero se observa un incremento durante la
maduracién (Walsh y col., 1983; Burdon y Sexton, 1993; Perkins-Veazie y col., 2000).

El proceso de maduracion involucra un programa de desarrollo complejo. En un
principio las drupeolas son verdes (10 d luego de la antesis), posteriormente
desarrollan color rojo (20-40 d luego de la antesis), y finalmente adquieren color
purpura (aproximadamente 45-50 d luego de la antesis, dependiendo del genotipo y
las condiciones ambientales). Modificaciones importantes en las caracteristicas
organolépticas y en la textura de los frutos también tienen lugar durante esta etapa.
Debido a que estos cambios influencian las propiedades de postcosecha (vida
postcosecha, aceptacion por los consumidores), su importancia desde el punto de

vista comercial es muy elevada.
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Existen numerosos estudios que analizan los cambios durante el desarrollo y
maduracion en frutillas (Abeles y Takeda, 1990; Given y col., 1988a,b; Barnes y
Patchett, 1976; Woodward, 1972; Cheng y Breen, 1991; Aharoni y col., 2002),
zarzamoras (Abeles y Takeda, 1989; Perkins Veazie y col., 2000; Plowman, 1991;
Walsh y col.,, 1983; Burdon y Sexton, 1993) y frambuesas (Perkins Veazie y
Nonnecke, 1992; Stewart y col., 2000; lannetta y col., 1999; Kumar y Ellis, 2001;
Plowman, 1991), pero la informacién es limitada en el caso de boysenberries (Given y
col., 1986; Monro y Lee, 1987). Los frutos maduros se dafian muy facilmente durante
la cosecha, transporte y operaciones comerciales (Joles y col.,1994) y su vida
postcosecha bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas (0°C, 95% HR)
es de solo 2-3 d (Thompson, 2000; Kader, 1992). Este corto periodo determina que la
comercializacion como producto fresco sea altamente dificultosa, y que gran parte de
la produccion se destine finalmente al procesado por lo que algunos dafios durante las
operaciones de cosecha y postcosecha no poseen graves consecuencias. Las pastas
obtenidas a partir de los frutos por lo comun se congelan y se comercializan para la
elaboracion de jugo, mermelada, puré, salsa y saborizante. No obstante, existe un
mercado estable y en franca expansion para los boysenberries frescos y el
aprovechamiento de este mercado dependera de la continuidad y calidad de los frutos
disponibles. La extension de la vida postcosecha de boysenberry ha sido un desafio
ya que un alto porcentaje de los frutos no logra llegar a los consumidores en
condiciones satisfactorias y deben ser descartados. El desarrollo de Botrytis cinerea
(moho gris) puede ocasionar significativas pérdidas (Salunkhe y Desai, 1984). Los
frutos deben almacenarse a temperaturas entre 0-1°C a fin de retrasar el crecimiento
fungico. Sin embargo, la perdida de integridad de tejidos (usualmente indicada por la
presencia de exudado), puede favorecer notablemente el ataque de Botrytis.

Con el objetivo de obtener mayor informacion basica acerca de la maduracion y
desarrollo de boysenberry, se midieron los cambios en el color, firmeza, tamafio,
composicion (azucares, antioxidantes, compuestos fendlicos, clorofila, antocianinas,
acidez y pH) y la actividad de diversas enzimas involucradas en la degradaciéon de
pared celular (endo-b-1,4-D-glucanasa, b-galactosidasa, poligalacturonasa y pectin
metilesterasa), y degradacion de clorofilas (clorofilasa, Mg-dequelatasa y clorofila
peroxidasa). Dado que es poco probable que una unica técnica (refrigeracion) pueda
controlar las pérdidas de postcosecha de boysenberry, se evalu6 el efecto de la
aplicacion de tratamientos térmicos de alta temperatura en combinacion con el
almacenamiento refrigerado sobre su calidad y vida postcosecha.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal
Se cosecharon muestras de frutos de la Facultad de Agronomia, Universidad

de Buenos Aires. Los floricanes (cafas fructiferas de 2 afios) se manejaron en trelises
para facilitar el manejo y cosecha. Los rebrotes tempranos se eliminaron pero cerca de
la cosecha se dejaron a fin de permitirles lograr un buen crecimiento antes del
invierno. Se utilizaron practicas culturales tradicionales, excepto que durante la

estacion de crecimiento no se utilizaron fungicidas.

2.2. Analisis de cambios durante el desarrollo y maduracion de boysenberries

Se cosecharon por la mafiana boysenberries en diferentes estadios de
desarrollo (verde, virado, rosado, rojo y puarpura). Los frutos se manipularon
cuidadosamente para evitar dafios, se colocaron en contenedores de poca
profundidad a fin de evitar el dafio por compresion y se transportaron inmediatamente
al laboratorio. Las determinaciones se realizaron en fresco, o los frutos se congelaron
en nitrégeno liquido y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

2.3. Utilizacién de tratamientos térmicos de alta temperatura en postcosecha de

boysenberries

2.3.1. Seleccion de tratamientos térmicos apropiados para boysenberry
A fin de seleccionar un tratamiento térmico de alta temperatura adecuado para

boysenberries, se cosecharon frutos en estadio de madurez comercial (color
superficial parpura), se colocaron en bandejas plasticas, se cubrieron con PVC (15 mm
de espesor) y se llevaron a estufa a 45°C por 1 6 3 h. Finalizado el tratamiento se
almacenaron a 20°C por 2 d. Los controles correspondientes sin tratamiento térmico
se colocaron directamente a 20°C. El efecto de los tratamientos se evalué observando
el desarrollo de heridas y la presencia de exudado.

2.3.2. Combinacidon de tratamientos térmicos v almacenamiento a 0 y 20°C

Frutos en estadio de madurez comercial se trataron térmicamente (45°C, 1h),
se almacenaron a 20°C por 1 d 6 a 0°C por 4 d y luego se transfirieron a 20°C.
Correspondientes controles sin tratamiento térmico se almacenaron directamente a 20
°C por 1 d o a0°C por 4 dy luego se transfirieron a 20°C. Las muestras se analizaron
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inmediatamente o se congelaron en nitrdgeno liquido y se almacenaron a -20°C hasta

Su uso.

2.4. Determinaciones analiticas

2.4.1. Peso de los frutos

Se pesaron los frutos en diferentes estadios de madurez (verde, virado, rosa,

rojo y purpura). Se utilizaron 60 frutos para cada estadio analizado.

2.4.2. Dano de los frutos

Treinta frutos se utilizaron para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento
analizado. Se evalu6 el nimero de drupeolas dafiadas por fruto yla presencia de
exudado.

2.4.3. Pérdida de antocianinas

Cinco frutos se incubaron en 25 ml de agua. Luego de 2 h de incubacion se
tomaron alicuotas de 3 ml, se adicionaron 2 ml de HCI 25% p/v y se midid la
absorbancia de la solucién a 525 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Los resultados se expresaron como DOs,s por gramo de fruto.

2.4.4. Firmeza

La firmeza se midi6 utilizando un equipo analizador de textura (TA.XT2, Stable
Micro Systems Texture Technologies, Scarsdale, NY) equipado con una sonda plana
de 2 mm. Cada fruto se comprimié 1 mm, en el caso de los diferentes estadios de
desarrollo, y 2 mm en la evaluacion de efecto de los tratamiento térmicos. La velocidad
de avance de la sonda fue de 0,5 mm s, y se registro la fuerza maxima desarrollada
durante el ensayo. Cada fruto se comprimié en 3 drupeolas diferentes y se utilizaron
20 frutos para cada estadio analizado.

2.4.5. Azucares totales v reductores

Frutos congelados se procesaron en un molinillo y 1 g del polvo resultante se
extrajo con 10 ml de etanol por 30 min a 25°C. La mezcla se centrifug6 a 2.300 x g por
10 min y diferentes alicuotas del sobrenadante obtenido se llevaron a 50 ml con agua.
El contenido de azucares reductores se determind por espectrofotometria a 520 nm
empleando una modificacion del método de Somogyi-Nelson (Southgate., 1976). En el
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caso de azUcares totales, la muestras fueron primero hidrolizadas con HCI 0,1 M por
10 min a 100°C y luego se procesaron como se describio anteriormente. Los
resultados se expresaron como g de glucosa por kg de fruto Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

2.4.6. pH vy acidez titulable

Frutos congelados se procesaron en un molinillo y 10 g del polvo obtenido se

resuspendieron en 100 ml de agua. El pH y acidez de la muestra se determinaron con
un pHmetro vy por titulacion con NaOH 0,1 M (AOAC, 1980). Los resultados se
expresaron como miliequivalentes de H' por kilogramo de fruto fresco (meq. kg™). Se
analizaron dos muestras independientes por condicion analizada y cada muestra se

titul6 por duplicado.

2.4.7. Fenoles totales

Frutos congelados se procesaron en un molinillo y 1 g del polvo
obtenido se extrajo con 6 ml de etanol. La mezcla se centrifugd a 9.000 x g por 10 min
a 4°C. Tres mililitros del sobrenadante resultante se llevaron a 100 ml con agua y
estos extractos se utilizaron para la determinacion de fenoles totales. Doscientos
microlitros de extracto se adicionaron a 1,11 mly 200 m de reactivo Folin-Ciocalteau 1
N. Luego de 3 min a 25°C, se agregaron, 1,5 ml de una solucion conteniendo NaOH
0,1 My Na,CO3; 2% y la mezcla de reaccion se incubo por 1 h a la misma temperatura.
Se midié la absorbancia a 760 nm y se calcul6 el contenido de fenoles totales
utiizando fenol como estandar. Las medidas se realizaron por triplicado y los

resultados se expresaron como g de fenol por kg de fruto.

2.4.8. Antioxidantes

La capacidad para neutralizar radicales libres de los frutos se realiz6 de
acuerdo al procedimiento descrito por Brand Williams y col. (1995). Muestras de 1 g de
fruto se procesaron en 6 ml de etanol y la mezcla se centrifugd a 9.000 x g por 10 min
a 4°C. Tres mililitros del sobrenadante resultante se llevaron a 100 ml con agua.
Alicuotas del extracto etandlico (5, 10, 20, 40, 80 y 120 uL) se adicionaron a tubos
conteniendo 3,9 ml de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 0,025 g I* en metanol
preparado diariamente. Se midi6 la absorbancia a 515 nm a diferentes tiempos con un
espectrofotémetro (Modelo DU650, Beckman Instruments Inc., Berkeley, CA, USA)

hasta que no se observaron variaciones en la absorbancia. Se grafico el porcentaje de
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DPPH remanente contra el volumen de extracto adicionado y se determiné la cantidad
de extracto necesaria para reducir la concentracion inicial de DPPH en un 50%,

cantidad que se defini6 como ECs,. Las determinaciones se realizaron por triplicado.
El poder antioxidante se expresé como ECsq™.

2.4.9. Color superficial

El color superficial se evalu6 con un colorimetro (Minolta, Modelo CR-300,
Tokio, Jap6n) midiendo el pardmetro L* y el &ngulo hue en seis zonas de cada fruto.
Se analizaron treinta frutos para condicion analizada.

2.4.10. Antocianinas

Frutos congelados se trituraron en un molinillo refrigerado (Tekmar, modelo A-
10, Alemania) y a 0,1 g del polvo resultante se adicionaron a 10 ml de metanol
conteniendo HCI 1% v/v y se mantuvieron a 4°C por 10 min. Luego se centrifugd a
9.000 x g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se utiliz6 para medir la absorbancia a
525 nm. El contenido de antocianinas se calculd utilizando el coeficiente de
absortividad molar e = 29.600 M' cm™. Los resultados se expresaron como g de

cianidin-glucosido por kg de fruto.

2.4.11. Extraccion vy dosaje de clorofila
Frutos congelados se trituraron en un molinillo y una porciébn de

aproximadamente 0,5 g se colocaron en 5 ml de acetona-H,O (80:20) a 0°C, se
agitaron y centrifugaron a 9.000 x g por 15 min a 4°C. El contenido de clorofila se
determin6 en el sobrenadante por el método de Lichtenthaler (1987). Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como mg

de clorofila por kg de fruto.

2.4.12. Extraccion de clorofilasa, Mg-deqguelatasa y clorofila peroxidasa

Frutos congelados se procesaron en un molinillo y aproximadamente 5 g se
colocaron en 15 ml del siguiente buffer de extraccion: Na,HPO,-NaH,PO, 0,1 M, Triton
X-100, 0,2%, polivinilpolipirrolidona (PVPP) 30 g I', PMSF 1mM, cisteina 5 mM, pH
6,0. La mezcla se agit6 por 1 h a 4°C, se centrifugdé a 9.000 x g por 20 min a 4°C, el
sobrenadante se separo, filtrd6 por vacio y utilizé para el andlisis de las actividades
enzimaticas. Se realizaron dos extractos por cada estadio analizado y las

determinaciones se realizaron por duplicado.
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2.4.13. Clorofilasa
Se utilizo la siguiente mezcla de reaccion: buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7

conteniendo Triton X-100 0,15%, Cls 10 uM, acetona 16% v/v y 2 ml de extracto
enzimatico en un volumen de 13 ml. La mezcla se incubé a 40°C y se tomaron
alicuotas cada 5 min hasta 20 min y se colocaron en 5 ml de hexano-acetona (7:3 v/v)
enfriada en agua-hielo. Los tubos se agitaron vigorosamente hasta la formacion de la
emulsion y se mantuvieron en la oscuridad a 4°C. Luego se centrifugaron a 6.000 x g
por 5 min a 4°C. La clorofila remanente (fase superior) y el clorofilido (fase inferior) se
midieron a 663 nm a fin se seguir la desaparicion de Cls y la aparicion de clorofilido.
Los resultados se expresaron como el cambio en la DO por gramo de fruto en una
hora, bajo las condiciones de ensayo.

2.4.14. Mg-dequelatasa

Se preparo6 la siguiente mezcla de reaccion: buffer Tris-tricina 50 mM pH 8,8,
50 m de clorofilina y 150 ni de extracto crudo en un volumen total de 500 m a fin de
lograr una DO (686 nm) inicial cercana a 0,2. La mezcla se incub6 a 37°C y la
reaccion se evalué siguiendo el incremento en absorbancia a 686 nm. Los resultados
se expresaron como el cambio en la DO por gramo de fruto en una hora, bajo las

condiciones de ensayo.

2.4.15. Clorofila peroxidasa
Se utilizé la siguiente mezcla de reaccion: buffer fosfato de sodio 0,02 M pH

5,0, Triton X-100 0,2% v/v, &cido pcumérico 5 mM H,O, 60 mM, 25 m extracto
enzimatico y 10 ni clorofila para lograr una absorbancia inicial cercana a 0,7. La
mezcla se incubd a 35°C y la reaccion se inicié adicionando H,O,. La decoloracion de
la clorofila se evalué midiendo el cambio en la absorbancia a 669 nm. Los resultados
se expresaron como el cambio en la DO por gramo de fruto en una hora, bajo las

condiciones de ensayo.

2.4.16. Endo-1.4-b-D-glucanasa

Frutos congelados se procesaron en un molinillo refrigerado y 5 g del polvo
obtenido se extrajeron con 15 ml de buffer (acido acético-acetato de sodio 50 mM, pH
6,0, PVPP 10 g I'"). La suspension obtenida se centrifugé a 10.000 x g por 30 min y el
sobrenadante se descart0. La operacion se repitié dos oportunidades. Luego el pellet
obtenido se resuspendi6 en 15 ml de buffer (acido acético-acetato de sodio 50 mM, pH

180



6,0, NaCl 1 M, PVPP 10 g I'') y se agit6 por 2 h a 4°C. El homogenato se centrifugd a
10.000 x g por 30 min y el sobrenadante se utiliz6 para ensayar la actividad
enzimatica. Todos los pasos durante la preparacion de los extractos se realizaron a
4°C. La actividad enzimatica se midié en una mezcla de reaccion conteniendo buffer
acido acético-acetato de sodio 50 mM pH 6,0, NaCl 1 M, carboxi-metil celulosa 0,5%
(p/v) y 1,5 ml de extracto enzimatico en un volumen total de 2 ml. La mezcla se incubé
a 37 °C, y se tomaron alicuotas luego de 0, 2, 5, 8 y 24 h y se congelaron en nitrdgeno
liquido hasta la determinacién de azucares. Los azlcares se midieron con &cido di-
nitrosalicilico (DNS) midiendo la absorbancia a 550 nm (Miller, 1959). Se prepararon
dos extractos para cada estadio de desarrollo analizado y cada extracto se midié por
duplicado. Los resultados se expresaron como el cambio en la densidad 6ptica en una

hora bajo las condiciones del ensayo, por gramo de fruto.

2.4.17. b-galactosidasa

Aproximadamente 5 g de fruto se procesaron en un Omnimixer con 15 ml de
buffer (4cido acético/acetato de sodio 50 mM pH 6,0, NaCl 1 M, PVPP 10 g I'). La
suspensién obtenida se agité por 2 h y luego se centrifugé a 10.000 x g por 10 min.
Todos los pasos durante la preparacion del extracto se realizaron a 0-4°C. El
sobrenadante obtenido se utilizé para la determinacion de la actividad
b-galactosidasa. Se prepararon dos extractos para cada estadio de desarrollo
analizado y cada extracto se midié por duplicado. La actividad se midié en una mezcla
conteniendo buffer acido acético/acetato de sodio 0,05 M pH 4,5 y pnitrofenil b-D-
galactopiranésido 3 mM. La mezcla de reaccién se incubé a 40°C y alicuotas de 150 m
se tomaron a diferentes tiempos y se mezclaron con 500 m de Na,CO; 0,4 M. Se midio
la absorbancia a 410 nm y los resultados se expresaron como la variacion en la

densidad Optica por hora bajo las condiciones de ensayo, por gramo de fruto.

2.4.18. Poligalacturonasa
Aproximadamente 5 g de fruto se procesaron en un Omnimixer con 15 ml de

buffer de extraccién (acido acético-acetato de sodio 50 mM pH 6,0, NaCl 1 M, PVPP
10 g ). La suspensién obtenida se agité por 2 h y luego se centrifugé a 10.000 x g
por 10 min. El sobrenadante obtenido se dializ6 por 12 h en buffer &cido
acetico/acetato de sodio pH 4,5. El extracto se utiliz6 para la determinacion de la
actividad PG. Todos los pasos durante la preparacion de los extractos se realizaron a

0-4°C. Se prepararon dos extractos para cada estadio de desarrollo analizado y cada
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extracto se midié por duplicado. La actividad se ensay6 en una mezcla de reaccion
conteniendo &cido acético/acetato de sodio 50 mM pH 6,0, acido poligalacturdnico
0,15% p/v y extracto enzimatico. La mezcla de reaccion se incubo a 40°C y alicuotas
de 300 m se tomaron a diferentes tiempos y se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido. El acido galacturdnico liberado se midié con 2-ciano acetamida de
acuerdo a Gross (1982). Los resultados se expresaron como el cambio en la densidad

oOptica en una hora bajo las condiciones de ensayo, por gramo de fruto.

2.4.19. Pectin metilesterasa

Aproximadamente 5 g de fruto se procesaron en un Omnimixer con 15 ml de
NaCl 1 M y PVPP 10 g I'). La suspensién obtenida se agité por 4 h y luego se
centrifugd a 10.000 x g por 30 min. El sobrenadante se ajusté a pH 7,5 con NaOH y se
utilizé para ensayar la actividad PME. Todos los pasos durante la preparacion de los
extractos se realizaron a 04°C. Se prepararon dos extractos para cada estadio de
desarrollo analizado y cada extracto se midié por duplicado. La actividad se ensayo
en una mezcla de reaccion conteniendo 600 n de pectina 0,5% p/v, 150 m de azul de
bromotimol 0,01% p/v en buffer fosfato 0,003 M pH 7,5, 100 m de agua pH 7,5y 100 m
de extracto enzimético. Se midi6 la reduccion de la densidad Optica a 620 nm a 37°C.
Los resultados se expresaron como el cambio en la densidad 6ptica en una hora bajo
las condiciones de ensayo, por gramo de fruto.

2.5. Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los datos se
analizaron por medio de un analisis ANOVA. Los efectos principales y las
interacciones se analizaron y las medias fueron comparadas mediante un test LSD a

un nivel de significancia de 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Cambios durante el desarrollo v maduracion de boysenberry

3.1.1. Peso de los frutos vy firmeza
El peso de los frutos se incrementdé desde 0,77 gramos en el estadio verde
hasta 5,20 g en el estadio parpura (Figura V.5). En los estadios virado, rosado y rojo

los frutos presentaron un peso promedio de 0,92; 2,00 y 3,10 g respectivamente.
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2_
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Verde Virado Rosa Rojo Pdrpura

Estadio de madurez

Fiqura V.5: Peso promedio de boysenberries en diferentes estadios
de desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a
un nivel de significancia de 0,05.

La firmeza fue de 10,87 N en los frutos verdes y disminuy6 en la medida que el
proceso de maduracion tuvo lugar (Figura V.6). Los frutos virados y rosados
presentaron valores de firmeza de 7,11 y 3,83. La reduccion relativa mas importante
se produjo entre los frutos rosados y rojos (600%). Luego el proceso de ablandamiento
continud hasta el estadio parpura, donde los frutos presentaron valores de firmeza de
0,29 N, determinando una alta susceptibilidad de los mismos al dafio fisico.
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Figura V.6: Firmeza de boysenberries en diferentes estadios de
desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un

nivel de significancia de 0,05.

3.1.2. Azucares, pH. acidez, antioxidantes y fenoles totales

El contenido de azucares totales mostré niveles muy bajos en los estadios
verde, virado y rosa (1,0; 1,0; y 2,6 g kg’ respectivamente) y se incrementd
marcadamente hacia el estadio rojo (Figura V.7). La acumulacion de azlcares
continué conforme progreso el proceso de maduracion, alcanzando un valor de 70,5 g
kg' de azlcares totales en el estadio purpura. Estos niveles de azlicares son
intermedios entre los descritos por Monro y Lee (1987) y Plowman (1991). No
obstante, los cambios en el contenido de azucares totales son diferentes de los
hallados por Monro y Lee (1987) quienes encontraron una reduccion en el contenido
de azucares en los Ultimos estadios de la maduraciéon de boysenberry. El incremento
encontrado en el presente trabajo en el contenido de azUcares hasta la finalizacién del
proceso de maduracion elimina la posibilidad de una cosecha temprana (aun en el
estadio rojo) como estrategia para la extension de la vida postcosecha de boysenberry
ya que las caracteristicas organolépticas se verian notablemente afectadas.

El incremento en el contenido de azucares se atribuydé no sélo a mayores
niveles de azucares reductores en los Ultimos estadios sino también a una

acumulacion en el contenido de azucares no-reductores (Figura V.7).
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Figural V.7: Azlucares boysenberries en diferentes estadios de
desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un
nivel de significancia de 0,05.
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Fiqura V.8: Acidez y pH en boysenberries en diferentes estadios de
desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un
nivel de significancia de 0,05.
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Los azucares no-reductores representaron un 35% de los azucares totales en
los frutos completamente maduros. Diferentes resultados fueron hallados por Plowman
(1991), quién encontré que la sacarosa solo representaba un 10% en boysenberries
maduros. Valores cercanos al 25-30% son mas comunes en frambuesas que en
zarzamoras (Plowman, 1991).

En el caso de la acidez, los menores niveles (186,4 meq. kg™) se encontraron
en los frutos verdes (Figura V.8). En los frutos virados y rosados la acidez se
incrementd a valores de 242,4 y 342,7 meq. kg'l, respectivamente. Finalmente, en el
estadio purpura la acidez disminuy6 a valores de 208,8 meq. kg™'. Los resultados
encontrados en frutos en estado de desarrollo intermedio son similares a los
encontrados por Monro y Lee (1987) y Plowman (1991). No obstante, en este estudio
se encontraron menores niveles de acidez en los frutos verdes y purpuras que los
hallados por Monro y Lee, (1987). El pH de los frutos alcanz6 los valores mas
elevados en los frutos verdes y purpuras (3,46 y 3,54) y menores niveles en los frutos
virados, rosados y rojos (Figura V.8).

El contenido de fenoles totales fue mas elevado en frutos verdes y virados
(3,57 y 3,40 mg ¢") (Tabla V.2). En los estadios rosado y rojo se encontré una
reduccion en el contenido de fenoles totales. La presencia de altos niveles de
compuestos fendlicos es comun en frutos jovenes (Hyodo, 1971) y la reduccion
durante el proceso de maduraciéon ha sido descrita en otros frutos blandos (Cheng y
Breen, 1991). En el estadio purpura el contenido de fenoles totales aumento, pero los
niveles encontrados fueron menores que en el caso de frutos verdes. Este incremento
podria estar asociado con el aumento de antocianinas que podria compensar la
disminucién de fenoles simples.

Tabla V.2: Fenoles totales y capacidad antioxidante en boysenberries durante el
desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) al 0,05.
ESTADIO DE DESARROLLO

Verde | Virado Rosa Rojo |Purpura| LSD

Fenoles totales

(g kg™ 3,57 3,4 2,54 2,49 3,01 0,28
Antioxidantes
EC50" (mg™) 580 561 343 398 409 58
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La capacidad antioxidante de los frutos present6 una tendencia similar a la
observada en los niveles de fenoles (Tabla V.2). Este resultado, junto con la baja
velocidad encontrada en las cinéticas entre el radical DPPH' y los extractos (datos no
mostrados), sugiere que los fenoles son uno de los antioxidantes presentes en
boysenberries (Brand Williams y col., 1995).

3.1.3. Color superficial, antocianinas, clorofilas v enzimas asociadas a su

deqgradacion
Durante el desarrollo de los frutos se observd una reduccion en su luminosidad

(L*) y en el angulo hue (Tabla V.3). Los niveles de antocianinas fueron muy bajos
durante los dos primeros estadios pero se incrementaron mas de 10 veces en los
frutos virados y rosas (Tabla V.4). Posteriormente las antocianinas continuaron
aumentando y se hallaron valores de 321,3 y 1462,1 mg de cianidin-glucésido en los
estadios rojo y purpura respectivamente. Estos valores son similares a los descritos en
frambuesas (Torre y Barrit, 1977).

Tabla V.3: Color superficial (°hue) y luminosidad (L*) en boysenberries durante el

desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) al 0,05.

ESTADIO DE DESARROLLO

Verde Virado Rosa Rojo Parpura LSD
Luminosidad
(L*) 52,85 50,21 41,70 29,78 20,12 2,41
Color
(°hue) 115,3 95,74 35,37 23,16 15,11 3,82

En el caso de la clorofila, se encontraron 112,7 mg kg™ en los frutos verdes
(Tabla V.4), siendo estos valores superiores a los medidos en otros frutos blandos
(Cheng y Breen., 1991). Luego el contenido de clorofila disminuy6 a 72 y 35 mg kg™
en los frutos virados y rosados respectivamente. La mayor tasa de degradacion de
clorofila se observo entre los estadios verde y rosado, encontrandose soélo trazas en
los frutos rojos y puarpuras. La relaciéon de clorofila a: clorofila b fue cercana a 1,5 en
los frutos verdes y virados, lo que coincide con lo descrito para frutillas verdes y
blancas (Costa y col., 2002).
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Tabla V.4: Antocianinas y clorofila en boysenberries durante el desarrollo. Se muestra

la diferencia minima significativa (LSD) al 0,05.

ESTADIO DE DESARROLLO
Verde Virado Rosa Rojo Parpura LSD
Antocianinas
(g kg™ 10,3 15,9 177,1 3213 1462,1 473
Clorofila total
(mg kg™ 112,7 72,8 35,4 13,6 13,6 10,1
Clorofilaa
(mg kg™ 67,2 43,5 27,6 10,7 7,5 6,6
Clorofilab
(mg kg™ 45,4 29,2 7,8 2,9 6,1 4,1

Cuando se analizaron las enzimas asociadas a la degradacion de clorofila, se
encontré que la actividad clorofilasa (Figura V.9) y MDS (Figura V.10) presentaron
mayor actividad en los frutos verdes y virados. Posteriormente, la actividad de ambas
enzimas disminuy6é pero se visualizé un aumento en los frutos puarpuras. Incrementos
en la actividad MDS han sido mencionados en los Ultimos estadios de desarrollo de
frutillas (Costa y col.,, 2002). A pesar de que este incremento fue menor en
boysenberry que el descrito para frutillas, el resultado es llamativo ya que el nivel de
clorofilas luego del estadio rosado es extremadamente bajo. Es conocido que las
actividades de clorofilasa y MDS aumentan en respuesta al etileno. Por otra parte, ha
sido descrito que la produccion de etileno, si bien es baja, aumenta en boysenberry en
los ultimos estadios, por lo que el aumento de actividad enzimatica hallado podria
estar asociado con respuestas a la mayor produccién de etileno de los frutos.
Asimismo, resulta interesante comprender aspectos vinculados a la regulacion de
estas enzimas en frutos no climatéricos en los primeros estadios de desarrollo.

En el caso de clorofila peroxidasa, los mayores niveles de actividad se
encontraron en frutos verdes. La actividad disminuyo en el estadio rosado y luego no
se observaron cambios (Figura V.11). Los resultados encontrados en el proceso de
degradacion de clorofila en boysenberries muestran un patrén similar al hallado en el

caso de frutillas (Civello y col., 1995; Costa y col., 2002; Martinez y col., 1996).
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Figura V.9: Actividad clorofilasa en boysenberries en diferentes

estadios de desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa

(LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Figura V.10: Actividad Mg-dequelatasa en boysenberries en

diferentes estadios de desarrollo.Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Figura V.11: Actividad clorofila peroxidasa en boysenberries en
diferentes estadios de desarrollo. Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.

3.1.4. Enzimas asociadas a la degradacion de pared celular

La participacion de enzimas de degradacion de paredes celulares y su
participacion en el proceso de ablandamiento ha sido estudiada en numerosos frutos
(Fisher y Bennett, 1991). No obstante, los cambios durante el proceso de maduracion
de boysenberries no han sido documentados (Stewart y col, 2000).

Los resultados encontrados muestran que la actividad EGasa (Figura V.12), b-
gal (Tabla V.6) y PG (Figura V.13) es baja en los estadios verde virado y rosado.
Entre los estadios rosado y rojo las actividades b-gal y PG se duplican, mientras que la
actividad EGasa aumenta cuatro veces. Finalmente, en el estadio purpura las
actividades PG, b-gal y EGasa aumentan un 25, 350 y 100% respectivamente. lanetta
y col. (1999) y Burdon y Sexton (1993) informaron un incremento en la actividad de
estas enzimas durante la maduracion de frambuesas. Aumentos en la actividad EGasa
han sido descritos también en el caso de otros berries como zarzamoras (Abeles y
Takeda, 1989) y frutillas (Abeles y Takeda,1990; Harpster y col., 1998).
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Figura V.12: Actividad endo b-1,4-endoglucanasa en boysenberries

en diferentes estadios de desarrollo. Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Figura V.13: Actividad poligalacturonasa en boysenberries en
diferentes estadios de desarrollo. Se muestra la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de 0,05.
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Tabla V.5: Actividad b-galactosidasa y pectin metilesterasa en boysenberries durante

el desarrollo. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) al 0,05.

ESTADIO DE DESARROLLO

Verde Virado Rosa Rojo Parpura LSD
b-gal
(DDO g™ h™) 0,218 0,229 0,209 0,422 1,400 0,081
PME
(DDO g™ h™) 0,739 0,891 1,384 1,308 1,032 0,174

Por dltimo, en el caso de PME se encontré un incremento desde el estadio
verde al rosado y luego un descenso hasta el final de la maduracion (Tabla V.5).

Diferentes resultados fueron descritos por lannetta y col. (1999), quienes encontraron

un incremento sostenido de PME a lo largo del proceso de maduracion.

3.2. Efecto de TAT sobre calidad v vida postcosecha de boysenberries

3.2.1. Seleccion de tratamientos
Luego de 2 d de incubacion a 20°C se encontraron 7,15 drupeolas dafiadas por

fruto en los controles (Figura V.14).
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Figura V.14: Efecto de diferentes tratamientos térmicos de alta

diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de
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A diferencia de lo observado en el caso de frutillas (Capitulo 1), no se
observaron diferencias significativas en el nimero de drupeolas dafiadas respecto a
los controles cuando se realizaron tratamientos térmicos a 45°C por 3 h. Las
diferencias podrian explicarse teniendo en cuenta que los boysenberries son frutos
aun mas delicados que frutillas, por lo que se dafiarian con este tipo de tratamiento.
Tratamientos a 42°C por 1 6 3 h tampoco lograron reducir el dafio de los frutos (datos
no mostrados), pero cuando se realizaron tratamientos a 45°C por 1 h, los frutos
mostraron un menor nimero de drupeolas dafiadas que los controles luego de 2 d a
20°C.

Cuando se analizo la firmeza se observo que el tratamiento térmico a 45°C por
1 h resulté la mejor condicion (Figura V.15), manteniendo niveles de firmeza mas
elevados que los controles luego de 2 d a 20°C. Por lo tanto, éste fue el tratamiento
utilizado para los experimentos donde se combinaron los tratamientos térmicos con

almacenamiento a 0°C y 20°C.
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Figura V.15: Efecto de diferentes tratamientos térmicos de alta
temperatura sobre la firmeza de boysenberries. Se muestra la
diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de
0,05.
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3.2.2. Combinacién de tratamientos térmicos de alta temperatura Vv

almacenamiento a0y 20°C

3.2.2.1. Dafio de los frutos
Luego de 1 d de almacenamiento 20°C, el numero de drupeolas dafiadas fue

menor en los frutos tratados que en los controles (Figura V.16). La misma tendencia
se observd luego de 4 d a 0°C y 1 d a 20°C, presentando los frutos controles 14,2
drupeolas dafiadas por fruto y 9,4 los frutos tratados. Considerando el numero de
frutos que presentaron al menos una drupeola dafiada, también se encontraron
menores valores en los frutos tratados térmicamente que en los controles. Luego de 1
d a 20°C, 60% de los controles mostraron al menos una drupeola dafiada, mientras

gue este valor fue de 35% para los frutos tratados térmicamente (datos no mostrados).

16

LSD

,4
i

=
N
1

=
o
1

N° de drupeolas dafiadas por frutc
[e¢]
1

0 l1da20°C 4d a 0° + 1d a 20°C

Tiempo de almacenamiento (d)

|0 control ® Tratado|

Figura V.16: Dafio en boysenberries controles y tratados
térmicamente (45°C, 1h) y almacenados a 0° y 20°C. Se muestra la
diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de
0,05.
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Por otra parte, la pérdida de antocianinas (un indicador del dafio de tejidos) se
increment6 durante el almacenamiento, siendo mayor en el caso de los frutos
controles (Figura V.17). Luego de 1 d a 20°C, los frutos tratados presentaron una
menor pérdida de antocianinas que los controles. La misma tendencia se observo
luego de 4 d a 0°C y 1 d a 20°C. Estos resultados indican que los tratamientos

térmicos permitieron reducir el dafio postcosecha de los frutos.
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Figura V.17: Pérdida de antocianinas en boysenberries controles y
tratados térmicamente (45°C, 1h) y almacenados a 0° y 20°C. Se
muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de
significancia de 0,05.

Con respecto a la tasa respiratoria, se observé un incremento durante el
almacenamiento (Figura V.18). Esto podria estar asociado con respuestas al dafio que
tuvieron lugar a medida que los frutos se deterioraron. Inmediatamente luego del
tratamiento, los frutos tratados presentaron una menor actividad respiratoria que los
controles. Cuando los frutos se almacenaron a 20°C por1d 6 4da0°Cy 1 d a 20°C,
los frutos tratados también mantuvieron una menor tasa respiratoria que los controles,
sugiriendo un menor deterioro y disrupcion de tejidos. Los resultados hallados son
coincidentes con los observados en el caso de frutillas (Capitulo 1lI). Existen
numerosos trabajos que documentan la reduccién del deterioro y ataque de patdgenos
por la aplicacion de tratamientos térmicos de postcosecha (Lurie, 1998).
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Este efecto pareceria estar mediado por diferentes procesos, incluyendo la
inactivacion de patégenos (Falik, 1995), la produccién de fitoalexinas (Ben Yehoshua y
col.,, 1992), la induccién de enzimas de defensa como peroxidasas (Lurie, 1997a),
quitinasas y glucanasas (Schirra y col., 2000) o el retraso de la degradacion de
paredes celulares (Paull y Chen, 2000).
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Figura V.18: Actividad respiratoria en boysenberries controles y
tratados térmicamente (45°C, 1h) y almacenados a 0° y 20°C.Se
muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.

3.2.2.2. Firmeza

Los valores de firmeza inmediatamente luego de la cosecha fueron de 0,56 N

(Figura V.18), observandose una disminucion durante el periodo de almacenamiento.
Luego de 1 d a 20°C, la firmeza disminuyé en los controles a 0,43 N mientras que no
se observaron cambios en los frutos tratados térmicamente. Cuando se realizo el
almacenamiento a 0°C por 4 d y 1 d a 20°C, nuevamente los frutos tratados se
mantuvieron mas firmes que los controles. Los resultados encontrados son
coincidentes con los mostrados en el Capitulo | en frutillas, donde se observo un
retraso en el proceso de ablandamiento debido a la aplicacion de un tratamiento
térmico. Al igual que en frutillas, es posible que el tratamiento haya afectado el
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desensamblaje de la pared celular del fruto. Sin embargo, es necesario realizar un
estudio analogo al realizado en frutilla para probar esta hipétesis. Considerando que la
elevada tasa de ablandamiento es uno de los principales factores que afecta la vida
postcosecha de boysenberries, resulta de interés el hecho de contar con tratamientos
de postcosecha que permitan retrasarlo.

3.2.2.3. Azucares, pH v acidez titulable

El contenido de azUcares disminuyd durante el almacenamiento y no se
encontraron diferencias entre frutos controles y tratados (Tabla V.6).
En el caso de la acidez se observé también una disminucién durante el periodo de
almacenamiento (Tabla V.6). Luego de 1 d a 20°C los frutos controles presentaron
menor acidez que los tratados térmicamente. No obstante, cuando los frutos se
almacenaron a 0°C por 4 d y 1 d a 20°C no se encontraron diferencias significativas.
Cuando se analizé el pH de los frutos, se observdé un incremento durante el
almacenamiento. Luego de 1 d a 20°C el pH de los controles fue superior al de los
tratados, pero las diferencias desaparecieron cuando los frutos se almacenaron a 0°C
y luego se transfirieron a 20°C (Tabla V.6).

0.7

LSD
0.6 A

0.5 7

Firmeza (N)
o
=~

o
w
1

0.2 1

0.1

0 ldaz20°C 4d a 0° + 1d a 20°C
Tiempo de almacenamiento (d)

(O control ® Tratado)

Figural V.18: Firmeza en boysenberries controles y tratados
térmicamente (45°C, 1h)y almacenados a 0°y 20°C. Se muestra la
diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de
0,05.
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3.2.4. Color superficial y antocianinas

Los frutos tratados no presentaron diferencias con los controles en la evolucion
del color superficial (datos no mostrados). En el caso del contenido de antocianinas se
observd un incremento del 20% en todos los tratamientos, no encontrandose

diferencias significativas (Tabla V.6).

Tabla V.6: Acidez titulable, pH, azucares y contenido de antocianinas en frutos
controles y tratados térmicamente (45°C, 1 h) durante d almacenamiento a 0°C y
posterior transferencia a 20°C. Se muestra la diferencia minima significativa (LSD) al
0,05.

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO
4da0°C
0 1daZ20°C + LSD
1da?20°C
Acidez Control 212,02 178,52 180,37 20
(meq. kg™) | Tratado 214,87 173,87
pH Control 3,33 3,52 3,65 0,08
Tratado 3,42 3,59
Azlcares Control 48,8 42,4 37,9 2,4
(g kg™ Tratado 45,8 40,1
Antocianinas | Control 3,13 3,81 3,26 0,27
(DOszs) Tratado 3,71 3,43

3.2.2.5. Antioxidantes
La capacidad antioxidante de los frutos disminuy6 durante el almacenamiento.

Este descenso fue mas marcado en el caso de los frutos sin tratamiento térmico, que
luego de 1 d a 20°C presentaron menor capacidad antioxidante que los frutos tratados
térmicamente. Después de 4 da 0°Cy 1 da20°C64da0°y 1da 20°C no se

observaron diferencias (Figura V.19).
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Figura V.19: Capacidad antioxidante en boysenberries controles y
tratados térmicamente (45°C, 1h) y almacenados a 0° y 20°C.Se
muestra la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de 0,05.

3.2.2.6. Pérdida de peso

Los tratamientos provocaron una pérdida de peso cercana al 1%. No obstante,

durante el almacenamiento b pérdida de peso fue mayor en los frutos controles y
luegode 1da20°C 64da0°ylda 20°C la pérdida de peso fue similar en los frutos

controles y tratados (datos no mostrados).
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4. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permitieron realizar una caracterizacion del
proceso de desarrollo y maduracion de boysenberries y realizaron un aporte al
conocimiento de la maduracion de este fruto poco estudiado. El ablandamiento de los
frutos tiene lugar en forma sostenida a lo largo del proceso de maduracion, lo que
correlaciona con marcados incrementos en la actividad de enzimas asociadas a la
degradacioén de pared celular como EGasa, PG y b-gal. En el caso de PME se observa
una mayor actividad en estadios intermedios de desarrollo. Por otra parte, se
determinaron los cambios en el contenido de antocianinas y se realizé una
caracterizacion del proceso de degradacién de clorofilas, pudiéndose determinar la
actividad de clorofila peroxidasa, Mg dequelatasa y clorofilasa, las cuales no se
encontraban trabajos previos en boysenberries, resultando los patrones obtenidos
similares a los descritos en otros frutos blandos como frutillas. Los resultados
encontrados en el aumento de peso de los frutos durante el desarrollo asi como en la
evolucion del contenido de azlcares, permiten concluir que la realizacion de una
cosecha anticipada en el caso de boysenberries (ain en el estado rojo) como
estrategia de extensién de su vida postcosecha no resulta conveniente, ya que
determinaria una reduccion de la cantidad (menor tamafio de frutos) y calidad (mayor
acidez y menor contenido de azUcares) de fruta comercializable. Por ultimo, se
selecciond un tratamiento térmico adecuado para boysenberries (45°C,1h) que redujo
el dafo de los frutos y el ablandamiento. Los tratamientos provocaron menores
cambios en el contenido de azlcares y acidez y mantuvieron un mayor poder
antioxidante que los controles. Los resultados sugieren que la combinacion de TAT y
almacenamiento refrigerado podria ser una alternativa no quimica para extender la

vida postcosecha de boysenberries.

200



Conclusiones finales

201



La realizacion del presente trabajo de tesis doctoral permitié seleccionar un
tratamiento térmico de alta temperatura (TAT) adecuado para frutillas (45°C, 3 h con
aire) y evaluar el efecto de dichos tratamientos sobre la calidad y vida postcosecha de
un fruto altamente perecedero como frutilla. Los tratamientos provocan un retraso en
la maduracion disminuyendo el ablandamento y reducen significativamente el ataque
de patégenos. Por otra parte, la realizacion de TAT en presencia de peliculas con
permeabilidad selectiva podria extender los efectos residuales de los tratamientos
debido a la retencion parcial del CO, producido por la actividad respiratoria de los
frutos en un corto periodo.

Se analiz6é ademas el efecto de los TAT sobre frutos no-climatéricos donde la
informacion existente no es abundante, analizdndose el proceso de ablandamiento y
ataque de patdgenos, principales problemas de postcosecha de frutillas. Los TAT
retrasan el ablandamiento en la zona interna y externa del receptaculo y provocan una
reduccion en la actividad endo-1,4-b-D-glucanasa y b-xilosidasa y disminuyendo la

degradacion de hemicelulosas. Las actividades de poligalacturonasa y b-galactosidasa

también son reducidas por los tratamientos, provocando un retraso en la solubilizacién
de pectinas. Por otra parte, PME es incrementada lo que podria generar un mayor
namero de sitios putativos para la formacion de puentes de calcio y contribuir a
retrasar el desensamblaje de los compuestos pécticos.

La reduccion en la incidencia de enfermedades en los frutos tratados
térmicamente resultaria de la coexistencia de efectos directos e indirectos. Los TAT
afectan directamente a los hongos al reducir la velocidad de germinacion de conidios
de Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea. Se observan ademas efectos indirectos
mediados por cambios en la fisiologia de los frutos como consecuencia de los
tratamientos: aumento en la actividad PPO, retraso en la degradacion de las paredes
celulares e incremento en la proteccion contra especies reactivas del oxigeno. Resulta
ademas de interés mencionar que durante el TAT se produce un marcado incremento
en los niveles de acido salicilico cuya participacion en la sefializacién de respuestas
de defensa en plantas es aceptada. Finalmente se evaluo el efecto de la aplicacion de
TAT en boysenberries, frutos ain mas perecederos que la frutilla, observandose que
la combinacion de TAT (45°C, 1h) y almacenamiento refrigerado podria ser también de
utilidad. Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral muestran que la
combinacién de los tratamientos térmicos de alta temperatura con refrigeracion podria
ser una estrategia no quimica beneficiosa para mantener la calidad y extender la vida

postcosecha de las frutillas y los boysenberries.

202



Resulta de interés desde el punto de vista tecnoldgico procurar avanzar con
trabajos a escala comercial para poder lograr su transferencia. Por dltimo, aun
persisten interrogantes respecto a algunas respuestas de los frutos ante condiciones
de estrés moderadas y resultan necesarios mas trabajos a fin de evaluar la posibilidad
de la utilizacion de los tratamientos térmicos de alta temperatura como una estrategia
de aclimataciébn a situaciones de estrés mas severas, comunes durante el
almacenamiento postcosecha de productos frutihorticolas.
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