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1.Resumen




En este trabajo se evalué el efecto de la fertilizaciéon con calcio, aplicado en
precosecha, sobre la calidad, la vida poscosecha y el metabolismo de la pared celular
de arandano azul (Vaccinium corymbosum). Los frutos utilizados fueron de las
variedades O’Neal y Bluecrop, producidos en una unidad de produccién de 5 has,
ubicada en la localidad de San Pedro, Provincia de Bs. As. Las plantas se fertilizaron
finalizada la cosecha con 600 kg ha™ de CaSO, aplicado sobre el lomo. Se dejaron
lomos sin fertilizar de cada variedad manejados del mismo modo que fueron utilizados
como control. Los frutos se cosecharon en la temporada siguiente y se llevaron al
laboratorio donde se colocaron en bandejas plasticas que se almacenaron a 2°C por 23
dias. Durante el almacenamiento se analiz6 la pérdida de peso, la luminosidad, el color
superficial, la firmeza, el ataque de patégenos, el contenido de antocianinas, la acidez,
el pH y el contenido de azucares totales. Los frutos fertilizados con calcio para ambas
variedades mostraron menor ablandamiento y una reduccion en la pérdida de peso
durante el almacenamiento refrigerado, respecto a los controles. Los tratamientos con
calcio no ocasionaron modificaciones significativas en el color superficial y antocianinas.
La acidez, el pH y el contenido de azucares no fueron afectados por los tratamientos. A
fin de comprender la influencia del calcio sobre el ablandamiento, se extrajeron las
paredes celulares de los frutos y se analizaron los cambios en la solubilizacién de
pectinas y hemicelulosas. Los frutos tratados con calcio en ambas variedades mostraron
en general un menor contenido de pectinas labilmente unidas a la pared y una mayor
proporcion de pectinas fuertemente unidas en comparaciéon a los controles. Por el
contrario, en las hemicelulosas no se encontraron modificaciones como consecuencia
de los tratamientos con calcio. Los resultados sugieren que la fertilizacion calcica en
arandano cv. O’'Neal y Bluecrop resulta de utilidad permitiendo reducir el ablandamiento,

la pérdida de peso y la degradacion de componentes de naturaleza péctica.

Palabras clave: ablandamiento, pectina, hemicelulosa, calidad, “berries”



Abstract

In this work we evaluated the effect of calcium fertilization on blueberry
(Vaccinium corymbosum) quality, postharvest life and cell wall metabolism. Blueberry
plants cv. O’ Neal and Bluecrop, grown in an orchard in San Pedro, Bs As were fertilized
with 600 kg de CaSO, ha™. Corresponding plants without calcium application were used
as controls. The following season fruit were harvested, taken to the laboratory, put in
polyethylene terepthalate (PET) trays and stored at 2°C for 23 d. During storage we
analyzed fruit weight loss, lightness, color, anthocyanin content, acidity, pH, sugars,
firmness, color and decay. Calcium-treated fruit for both varieties showed reduced
softening and weight loss during low temperature storage as compared to control fruit.
The treatments did not cause negative modifications in color or anthocyanin content.
Fruit pH, acidity or sugars were not affected either. In order to understand the influence
of calcium on softening, fruit cell walls were isolated and changes in pectin and
hemicellulose solubilization were evaluated. Calcium-treated fruit for both varieties
showed reduced content of loosely bound pectins and a higher proportion of tightly
bound polyuronides than control fruit. In contrast, no differences in hemicelluloses were
observed as a consequence of calcium applications. Results suggest that calcium
fertilization in O’Neal and Bluecrop blueberries might be useful to reduce softening,

weight loss and the degradation of pectic polysaccharides.

Key words: softening, pectin, hemicellulose, quality, “berries”



2. Introducciodn




2.1. Ubicacidon sistematicay generalidades del cultivo de arandano

Los arandanos azules, son frutos provenientes de arbustos perennes de hojas
caducas, nativos de hemisferio Norte (Kron et al., 2002). Pertenecen a la familia de las
Ericaceas, al igual que los rododendros y las azaleas (Godoy, 2002). Sé6lo un pequeio
grupo de especies del género Vaccinium, en el que se encuentra el arandano, tienen
importancia comercial. La mayor extension cubierta por este frutal corresponde al
arandano bajo (Vaccinium angustifolium), que crece en forma silvestre en regiones frias
de América del Norte (Godoy, 2002). Las especies de mayor importancia desde el punto
de vista comercial son: Vaccinium corymbosum, (arandano alto o ‘highbush’) que
representa mas del 80% del total (Fabian et al., 2001), siguiéndole Vaccinium ashei
(ardndano ojo de conejo “rabbiteye”) con un 14% del volumen total. El arandano alto
“highbush” produce frutos con mejor calidad organoléptica, tamafio y sabor, debido a
que fue sometido a un largo proceso de mejoramiento genético (Godoy, 2002).
Desarrolla bien en regiones frias, con inviernos largos. De todos modos existen 2 tipos
de arandano alto: El Norte y El Sur. Dentro del primero se encuentran variedades
comerciales como Earliblue, Blueray, Jersey, Brigitta y Bluecrop entre otras. Tienen altas
exigencias en horas de frio para florecer y fructificar (800-1.200). Bluecrop es la
variedad mas plantada en el mundo. Tiende a la sobre produccién y permite obtener
frutos firmes, de tamano medio con cicatriz pequefia, de buen sabor y que se adaptan a
la cosecha mecanica. Las variedades de arandano alto del Sur poseen un requerimiento
de horas de frio inferior a 600 h. En general tanto la calidad obtenida como la produccién
son inferiores que con el arandano alto del Norte. Algunas variedades son Sharpblue,
Cooper, Georgiagem, Cape Fear y O'Neal (Godoy, 2002). Esta ultima es comun en la
zona norte de la provincia de Buenos Aires y Entre Rios, llegando a un 40% de la
superficie implantada (Pescie y Lépez, 2007). O’Neal posee buena calidad de fruta
(buen tamafno de excelente firmeza, cicatriz pequefa, sabor dulce y aromatico). La

floracién es temprana pero extendida.

Tabla 1: Nombre vulgar y cientifico de diferentes especies del género Vaccinium.

Nombre cientifico Nombre comun Distribucién
Vaccinium corymbosum Arandano alto (‘highbush’) Cultivado
Vaccinium ashei Arandano ojo de conejo (‘rabbit eye’) Cultivado
Vaccinium angustifolium Arbusto bajo o lowbush Silvestre
Vaccinium ovatum Arandano siempre verde (‘evergreen Silvestre
huckleberry’)
Vaccinium myrtillus Mirtillo Silvestre
Vaccinium membranaceum Arandano azul montano (‘mountain Silvestre
blueberry*)
Vaccinium macrocarpon Arandano rojo (‘cranberry‘) Silvestre y
cultivado
Vaccinium vitis-idaea Arandano europeo (‘lingonberry‘) Silvestre




El arandano ‘ojo de conejo’ (‘rabbiteye’ blueberry) es considerada una especie
de menor importancia econémica pero mas rustica (Godoy, 2002). Una vez implantado,
se adapta perfectamente a diversos climas y soporta muy bien el frio llegando a resistir
temperaturas de —20 a —30°C cuando la madera esta lignificada.

La propagacién de plantas de ardandano puede realizarse por semillas, por
hijuelos, mediante el enraizamiento de estacas o por micro-propagacién. La propagacion
de semillas se realiza con fines de investigacion y/o en el desarrollo de nuevas
variedades. La propagacion por estacas (aparentemente sencilla) posee algunas
desventajas: baja eficiencia en el enraizamiento y propagacion de enfermedades
indeseables para el cultivo. Por ultimo, la micro-propagacion tiene la ventaja de permitir
obtener material libre de enfermedades, siendo su desventaja el alto costo. A pesar de
esto, los productores se vuelcan a comenzar sus producciones con plantas obtenidas
por micro-propagacion debido a su mayor vigor inicial, menor muerte de plantas en

estados tempranos y por tratarse de plantas libres de enfermedades.

Implantacion
La edad de la planta mas indicada para realizar la implantacion en el campo es

de 2 afos. Si bien las plantas de 1 ano pueden poseer menor precio, presentan una
tasa mayor de mortandad luego del transplante. La implantacién debe realizarse cuando
las plantas se encuentran en receso (otofo-invierno). En nuestro pais se ha plantado
exitosamente en primavera, manteniendo refrigerado el material a implantar con raiz
desnuda. El cultivo se realiza en camellones cubiertos con plastico, separados entre si a
3 metros de distancia y con una separacion entre plantas que puede variar entre 1y 1,5
m (lo que representa una densidad de entre 2.000 a 3.300 plantas por hectérea).
Requiere suelos acidos, bien drenados y que no se aneguen por periodos prolongados.
La preparaciéon del suelo debe ser éptima, ya que errores en el momento de
implantacién resultarian en problemas para todo el periodo productivo. Se pueden
utilizar sustratos (turba, corteza de pino, perlita, etc.) mezclados con los suelos en los
hoyos de plantacién, lo que ayuda a reducir el pH del suelo y a proveer una estructura
apropiada. El sistema radicular del arandano es muy delicado y superficial. El riego por
goteo permite mejorar la eficiencia del uso del agua, realizar la aplicacién de fertilizantes
inorganicos y regular en forma mas controlada el pH del suelo de acuerdo a los
requerimientos de la planta (pH acidos entre 4,5 y 5,5). El pH se regula con acidos como
el ortofosférico, nitrico, sulfurico o clorhidrico. Este ultimo no se recomienda debido a su
aporte de cloruro que puede ser nocivo para las plantas. (Vidal, 2003).

Otra cuestion a tener en cuenta es que el viento es una limitante de este cultivo,

principalmente en los primeros afios, ya que puede llegar a desplazar las plantas poco



enraizadas danandolas y favoreciendo su deshidratacién, por lo que se recomienda el
uso de cortinas forestales para resguardar al cultivo. En algunas regiones, es importante
contar con las precauciones necesarias para evitar 0 minimizar los dafos por granizo
que puede llegar a destruir todo el cultivo o bien danarlo gravemente. Para esto, se
utilizan mallas plasticas que se colocan sobre los cultivos. Si bien esto determina un alto
costo, es altamente necesario a menos que se cuente con un seguro contra granizo. En

producciones con un buen manejo las plantas llegan a tener una vida de hasta 30 afos.

Mantencién y labores posteriores

El manejo de la planta es relativamente sencillo ya que requiere solamente de la
realizacién de podas de formacién y la eliminacién de ramas improductivas, permitiendo
siempre la entrada de luz y manteniendo el centro de la planta bien abierto. También se
puede hacer un raleo de flores para aumentar el tamafo de los frutos y su
homogeneidad.

El manejo de malezas se realiza mediante la utilizacion de herbicidas post-
emergentes sistémicos y de contacto. Debido a que estos herbicidas afectan al cultivo,
se han utilizado protecciones para que el producto no entre en contacto con la planta.

Generalmente, el arandano no es demasiado exigente en fertilidad. Debido al
comportamiento especial de este frutal desde el punto de vista nutricional, muchas
practicas que son comunes para los otros “berries”, no son apropiadas para arandanos
(Vidal, 2003).

Tabla 2: Comparacion de niveles foliares criticos y extraccion de nutrientes por tonelada

de produccién para arandano alto “highbush”, frambuesa y frutilla (Vidal, 2003).

e

Nutriente Nivel foliar critico (%) Extraccién (kg t™)
Arandano Frambuesa  Frutilla Arandano  Frambuesa Frutilla
Nitrégeno 1,80 2,75 2,80 4.7 16,9 2,5
Fosforo 0,12 0,30 0,25 0,5 1,6 0,5
Potasio 0,35 1,50 1,50 4,0 8,0 3,8
Calcio 0,40 0,60 0,70 1,4 5,7 1,1
Magnesio 0,12 0,40 0,25 0,8 2,3 0,5

Se observa, que los requerimientos de estas tres especies difieren considerablemente.
Por ejemplo, comparando arandanos con frambuesa, para un similar nivel de
produccion, las necesidades para el primero son considerablemente menores y

corresponden entre un tercio a la mitad de lo requerido por frambuesa (Tabla 2). En



frutilla la situacion es diferente, puesto que esta especie presenta niveles de produccién
considerablemente mas altos y rendimientos normales del orden de 25-30 toneladas por
hectarea. Los requerimientos del arandano, como los de otras especies, difieren de

acuerdo al estado fenoldgico en que se encuentra la planta (Vidal, 2003).

Enfermedades

Como en todos los cultivos, la aparicion de enfermedades depende de 3
factores, la presencia del patdgeno, que las condiciones ambientales sean favorables
para que se desarrolle y que la planta sea susceptible. En cultivos de arandano, bajo
condiciones ambientales secas durante la floracion y fructificacion, es comun la
aparicion de frutos momificados por accién de Monilia vaccinii-corymbosi. En zonas con
clima humedo, puede aparecer el tizén de la flor ocasionado por Botrytis cinerea y el
cancer bacteriano causado por Pseudomonas syringae. Otras enfermedades incluyen la
pudricion de las raices causada por Phytophtora cinnamomi y Armillaria mellea, el
cancro del brote o cana causado por Botryosphaeria corticis, el tizon del brote o cafia
causada por Botryosphaeria dothidea. Todas estas afectan principalmente a ramas
jévenes vy tallos que son los que van a producir la fruta al afio siguiente. Algunas causan
debilitamiento, otras la muerte, pero en ambos casos producen una disminucién tanto

del rendimiento como de la calidad de la fruta.

2.2. Aspectos generales de composicion, fisiologia y tecnologia

poscosecha de arandano

Los arandanos son similares a las bayas pero a diferencia de estas derivan del
gineceo infero. Los frutos son esféricos, de color azul intenso y pueden variar de 1 a 2
cm de diametro. El botén en el extremo distal de los mismos corresponde a la zona de
insercion del caliz. Los frutos se desarrollan durante 2-3 meses luego de la floracion
dependiendo del cultivar, condiciones climaticas y vigor de las plantas (Godoy, 2002). El
pequeino tamano es uno de los factores que limita la comercializacion de diversos frutos.
El mismo es afectado entre otros por las practicas culturales y por la disponibilidad de
agua durante el desarrollo. Los frutos viran primero del verde al rosado y finalmente al
azul cuando se encuentran maduros. La superficie se encuentra recubierta de cera, la
que posee influencia sobre la vida util del producto ya que contribuye a disminuir el
ataque de patdgenos y previene la deshidratacion (Fabian et al., 2001). La coloracion
superficial azul es el indice de madurez mas utilizado para determinar el momento de
cosecha (Mitcham et al., 2006). El tamano de los frutos se incrementa aun luego de que

la fruta llega al color azul principalmente por la absorcion de agua y expansion celular,



por lo que el adelantamiento de la cosecha se traduce en una reduccidon en el
rendimiento (Vicente et al., 2007b). Los azucares contindan su acumulaciéon hasta
etapas bien tardias del desarrollo, por lo que la cosecha anticipada también resulta en
frutos con menor calidad desde el punto de vista organoléptico.

La pulpa de los frutos presenta en estados tempranos clorofila. El 3-caroteno, es
el principal carotenoide encontrado en arandano. El color de los frutos maduros esta
asociado con la acumulacion de antocianinas. Estas son flavonoides encuentran
ampliamente distribuidas en el reino vegetal (Dugo et al., 2001). Son solubles en agua
(Hardenburg et al., 1986) y se encuentran raramente en su forma libre como
antocianidinas y mas comunmente formando glicésidos con azucares. La acumulacion
de estos pigmentos, ademas, depende del estado de maduracién, del cultivar
considerado y de otros factores de cultivo como la posicion en la planta y el sombreado
(Vicente y Sozzi, 2008). Mas alla de su rol en la determinacion del color, las
antocianinas poseen importancia desde el punto de vista nutricional ya que son
antioxidantes naturales (Satué-Gracia et al., 1997; Wang et al., 1996). Ha sido descrito
que la baja ingesta de frutas y hortalizas duplica el riesgo de diversos tipos de cancer y
también incrementa la incidencia de enfermedades cardiovasculares y cataratas entre
otras, comparado con la alta ingesta (Ames et al., 1993).

El arandano se ubica dentro de los frutos con mayor poder antioxidante (Wu et
al., 2004). Varios trabajos han sugerido que el consumo de “berries”, podria tener
efectos beneficiosos en la prevencion de ciertas enfermedades crénicas y degenerativas
asociadas con el dano oxidativo (Heinonen et al., 1998; Meydani, 2001; Cozzi et al.,
1997). Ademas de las antocianinas, los frutos blandos son ricos en acidos fenodlicos que
también poseen capacidad antirradical (Zadernowski et al., 2005). El acido ascorbico es
otro antioxidante de importancia en frutos. Este componente es esencial para primates y
otras especies (Agius et al., 2005). A pesar de que el arandano no se encuentra dentro
de los frutos con mayor contenido de vitamina C, sus niveles son relativamente altos
(Tabla 3).



Tabla 3: Composicién de frutos de arandano. (USDA National Nutrient Database for
Standard Reference, 2009).

Componente Unidades Contenido cada 100 g
Agua g 84,21
Energia kcal 57
Proteina g 0,74
Lipidos g 0,33
Cenizas g 0,24
Carbohidratos g 14,49
Fibra g 2,4
Azlcares totales g 9,96
Sacarosa g 0,11
Glucosa g 4,88
Fructosa g 4,97
Almidén g 0,03
Calcio mg 6
Hierro mg 0,28
Magnesio mg 6
Fésforo mg 12
Potasio mg 77
Vitamina C mg 9,7
Tiamina mg 0,037
Riboflavina mg 0,041
Niacina mg 0,418
Acido pantoténico mg 0,124
Vitamina B-6 mg 0,052
Folato ug 6
Vitamina E mg 0,57
Vitamina K ug 19,3
B-caroteno ug 32
Luteina + zeaxantina ug 80

Solidos solubles (SS) y acidez

Los azucares simples (SS) son los principales componentes de los sélidos
solubles (Kader, 2002). Los azucares mas abundantes que se encuentran en arandano
son la glucosa y la fructosa (Tabla 3). Se ha sugerido un nivel de 10% de SS para
cosechar los frutos (Kader, 2002). El protocolo de calidad para arandano fresco estipula
un contenido minimo de 7 grados brix (SAGPYA, 2007b), que es un valor
extremadamente bajo. La acidez es otro factor de importancia afectando la aceptacion
por parte de los consumidores. Los principales acidos presentes en arandano son el
quinico y el citrico y su contenido normalmente disminuye durante la maduracion (Ayaz
et al., 2001).
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Aspectos fisioléqgicos

Los arandanos poseen una tasa respiratoria muy elevada (Tabla 4). A fin de
reducir la actividad metabdlica resulta fundamental el enfriamiento rapido luego de la

cosecha (Vicente y Sozzi 2008).

Tabla 4: Actividad respiratoria de frutos de arandano (Mitcham et al., 2006).

Temperatura mL CO,kg'h”
°C Arandano azul Arandano rojo
0 3 2
10 9 4
20 34 9

Los arandanos azules a pesar de tener una baja produccion de etileno (< 0.1 uL
C,Hs kg™ h™" a 20°C) son frutos climatéricos (Lipe, 1978; Ismail y Kender, 1969, Ban et
al., 2007). La remocién de esta hormona de los sitios de almacenamiento permite

reducir la incidencia de enfermedades de poscosecha (Mitcham et al., 2006).

Cosechay manejo poscosecha

Para efectuar la cosecha se requiere una mano de obra considerable y en un
periodo relativamente corto, lo que habra de tenerse en cuenta antes de iniciar cualquier
emprendimiento. La misma puede hacerse manualmente a granel para una seleccion
posterior antes del embalado, o directamente en los envases definitivos de exportacion.
Existe la posibilidad de incorporar cosechadoras mecanicas como en Estados Unidos,
no obstante este método de cosecha es en general mas apropiado en fruta que se
destina a la industria. La fruta madura presenta cera (pruina) que no debe ser removida
ya que son las que otorgan proteccién durante el almacenamiento poscosecha, lo que
implica cierto cuidado en la recoleccion.

Antes, durante y luego del envasado, el procedimiento fundamental de la
poscosecha es la inmediata refrigeracion para preservar la calidad de la fruta hasta su
consumo (Kader, 2002; Mitchell, 1992). Los retrasos en el enfriamiento en “berries”
resultan en mayor ablandamiento, deshidratacion y pérdida de azucares, acidos y
vitamina C (Nunes et al., 1995; Jackson et al., 1999). Con buen manejo de la cadena de
frio, los arandanos pueden alcanzar una vida media de entre 14-21 dias. La vida
poscosecha mas prolongada se obtiene almacenando la fruta a 0°C. Para minimizar la
pérdida de agua, la humedad relativa se debe mantener a 90-95% en el
almacenamiento y en el entorno de la fruta, siempre bajo temperaturas O6ptimas
(Mitcham et al., 2006). Los “berries” son en general muy tolerantes a las altas

concentraciones de CO, (Watkins et al., 1999) y el arandano no es la excepcioén. Las
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atmosferas modificadas y controladas pueden suplementar los beneficios de la
refrigeracion y reducir las pérdidas cuali- y cuantitativas en poscosecha. Los principales
beneficios de la utilizacién de atmésferas enriquecidas en didxido de carbono incluyen la
reduccion en la incidencia de enfermedades, menor ablandamiento y retraso en la
maduracion. Kim et al., (1995) encontraron que las condiciones Optimas de
almacenamiento en atmésferas modificadas para arandano fueron 17-18% CO, y 9%
O,.

2.3. Produccién nacional y mundial

La produccion mundial de arandano es de 280 mil toneladas habiéndose
incrementado en un 100% en la ultima década (Tabla 5). El volumen total de produccion
proviene, un 30% como consecuencia del cultivo de arandanos y en un 70% a partir de
poblaciones silvestres. De acuerdo a las estadisticas de la FAO, el mayor productor
mundial de esta fruta es Estados Unidos con 70% del total. Canada también se
constituye como un importante productor de arandano con un 20% del total. Asimismo
estos dos paises son los principales consumidores del producto. A fin de satisfacer la
demanda en aumento, la superficie de cultivo en los Estados Unidos se incrementd en
mas de un 60% en los ultimos 15 afios (Demchak et al., 2005). La produccién en este
pais se ha mas que duplicado desde finales de 1970. Un marcado incremento en la
producciéon ha ocurrido en Michigan, donde se localiza mas del 40% del area de
produccién, y en el sudeste de Estados Unidos (Demchak et al., 2005). Los frutos se
destinan a industria en un 60%, para la produccién de dulces, yogurt, jugo natural,
pasteles, helados y al mercado de fruta fresca en un 40%.

Debido a la facil adaptabilidad del cultivo de arandano y a sus buenas
posibilidades comerciales, este ha comenzado a difundirse en diversos sitios dentro de
los hemisferios norte y sur. El periodo de produccién en el Hemisferio Norte abarca los
meses de mayo a septiembre, mientras que en el hemisferio sur se extiende en los
meses de noviembre a mayo. En Argentina, comenz6 a tomar interés a partir de la
década del 90 (Fabian et al., 2001).
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Tabla 5: Evolucién de la produccion mundial en los principales paises productores de

arandanos (miles de toneladas) en los ultimos 10 anos (FAOSTAT, 2009).

Canada 35 64 59 68 65 79 82 69 82 77
EEUU 69 110 134 121 115 122 125 136 162 165
Mundo 141 214 240 243 228 254 249 240 283 279

La produccién tomé mucho mas dinamismo luego de 1994 cuando Estados
Unidos habilité el ingreso del producto argentino (SAGPYA, 2007a). A pesar de esto, fue
creciendo levemente hasta el afio 2001, cuando exportar arandanos se hizo un negocio
muy rentable por el contexto econémico y es ahi en donde se observé un crecimiento
exponencial en la cantidad de fruta cosechada (Figura 1). La produccién se incremento
rapidamente llegando a 6.000 toneladas para el afio 2006. La region del NEA se estima
que concentra el 40% de la produccion nacional, de los cuales un 85% corresponde al
Departamento de Concordia. También existen establecimientos productivos en Buenos
Aires, Tucuman, Salta, Santa Fe, Corrientes, Cérdoba, San Luis, Mendoza y la
patagonia argentina, que concentra su oferta a comienzos de la contra estacién con
precios ventajosos (Fabian et al., 2001).

El 90% de la fruta producida en la Argentina es exportada ya que no hay habitos
de consumo y por otra parte los precios de venta deberian ser sustancialmente menores
qgue los que se obtienen mediante la exportacidn. El ingreso de las divisas sigue la curva
de volumen de exportaciones (Figura 2). Desde el afo 1994 hasta el afo 2000 el
aumento de las divisas fue pequefio con un valor total para este ultimo afo de 3
millones de ddlares. Posteriormente y al incrementarse los volumenes de exportacion,
también lo hizo la entrada de divisas. En el mismo periodo, el volumen de divisas superd
en el aino 2006 los 40 millones de ddlares (Figura 2).

La Argentina para poder ingresar al mercado de Estados Unidos debe cumplir
ciertas normas de exigencia en cuanto a calidad y sanidad (tratamientos cuarentenarios
para mosca de los frutos), lo que hace que esta fase final de la produccion de
arandanos sea tan importante como el proceso realizado hasta la obtencion del fruto
(SAGPYA, 2007a).
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Figura 1: Evolucion de la produccion de ardandano en Argentina (SAGPYA, 2007c,
2008).
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Figura 2: Evolucion del valor de las exportaciones de arandano en Argentina (SAGPYA,
2007c, 2008).
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La fruta destinada a Estados Unidos se fumiga con bromuro de metilo a 21°C, la
duracion de los tratamientos es de 3,5 horas y la concentracion requerida de 32 g m™.
Posteriormente se realiza la evacuacion de la camara de tratamiento y se refrigera la
fruta a 0,5-1°C. También se encuentra aprobada la conservacién a 1,67°C por 17 d,
como tratamiento alternativo al bromurado, para el control de mosca de los frutos,
tratamiento que podria ser de interés en el caso de envios maritimos. En la exportacién
aérea se adicionan geles refrigerantes, manta térmica y se cierran los “pallets”
(Anderson et al., 2006). Luego la fruta se carga en camiones con destino al Aeropuerto
de Ezeiza desde donde se la envia al pais comprador. Debido a la contra estacion que
tiene esta produccién, Argentina encuentra un mercado amplio para colocar su
produccién y a un muy buen precio. Los principales destinos de exportacién incluyen a
Estados Unidos (69%) y Reino Unido (18%) (Figura 3).

Estados Unidos (68%)

Otros (3%)
Canada (1%)

Paises bajos (7%)

Reino Unido (20%b)
Japon (1%)

Figura 3: Distribucion de las exportaciones de arandano de la Argentina (SAGPYA,
2008).

La fruta de menor tamano se utiliza para la industria, principalmente en la
produccién de jaleas y dulces. Nuestros competidores mas directos, debido a que sus
producciones son colocadas en el mismo destino (Estados Unidos), son Chile y Nueva

Zelanda con una produccion superior a la nuestra. A diferencia de Australia y Zimbabwe
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cuya produccion total tiene como destino la Union Europea. En la fruta destinada a
Europa se evita el bromurado y se enfria directamente (Anderson et al., 2006).

Las dos formas de comercializacidon existente son: a consignacion, es decir,
vender al precio que rige en el momento, o por encargo, fijando el precio previamente.
En el proceso de comercializacion y logistica de la fruta, el transporte es un punto
fundamental. La Figura 4 muestra como han descendido los precios en los ultimos afios
y con ellos, probablemente, el margen de ganancia de los sistemas productivos.

Los principales problemas desde el punto de vista del manejo poscosecha de
arandano y otros ‘berries’ son el ablandamiento excesivo, la deshidratacién y la
incidencia de enfermedades ocasionadas principalmente por Botrytis sp y Rhizopus
(Salunkhe y Desai, 1984; Mitcham et al., 2006). Debido al rapido aumento de la
exportacion de fruto fresco, surgieron dificultades como la falta de espacio en las
bodegas aéreas. La exportacion de la fruta en forma aérea por otra parte resulta en un
elevado costo. En ese contexto es que resultaria de interés evaluar la posibilidad de

realizar envios por flete maritimo.
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Figura 4: Evolucién de los precios medios de exportacion de arandano en Argentina
(SAGPyA, 2007c, 2008).
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Si bien esto podria resultar de interés por la reduccion de costos y como fuente
alternativa de flujo del producto, existe una marcada diferencia en el tiempo de arribo de
los frutos a destino. Mientras que los envios aéreos requieren de un periodo de 2 0 4
dias, el transporte maritimo podria requerir 15-20 dias. En ese contexto, resulta crucial
evaluar diferentes métodos disponibles para mantener la calidad y extender la vida util
de la fruta. Es aqui donde se unen e interrelacionan los conocimientos del Ingeniero
Agrénomo con especialistas de otras areas para poder dilucidar los mecanismos
fisioldgicos y bioquimicos del deterioro de frutos y disefar estrategias para prolongar la
duracién. Algunas alternativas que deben proponerse para los envios maritimos
incluyen, la incorporacién de camaras de frio en los campos productores (de modo
individual o asociativo, dependiendo de la viabilidad econdmica resultante en cada
caso), empresas comercializadoras con camaras de frio, equipos de transporte con
adecuados sistemas de refrigeracion, asi como el incremento de la cantidad de
contenedores de atmédsfera controlada. Todo esto hace a la mejora del comportamiento
poscosecha de la fruta. También requeriria un mayor ajuste en el manejo del cultivo ya
que aspectos de manejo como la poda, conduccion, riego y fertilizacion pueden tener

importantes efectos sobre el comportamiento de los frutos luego de la cosecha.

2.4. Efecto de la fertilizacién calcica sobre el suelo vy calidad de frutos

El calcio es un nutriente esencial que juega un rol muy importante en el
crecimiento de las plantas. La aplicacién de calcio en forma de enmienda contribuye a
mejorar la estructura, la conductividad hidraulica y la permeabilidad (Wilson et al., 2004).
Fettolini (1998) y Durand (1999) hallaron que el agregado de yeso en suelos “barreros”
de Entre Rios logré disminuir el pH y el sodio intercambiable, mientras que la estabilidad
estructural mostré una recuperacion. Este elemento es ademas esencial para los
microorganismos que transforman los residuos de cultivos en materia organica,
liberando nutrientes y mejorando la estructura y las propiedades hidraulicas del suelo.
Mas alla de su influencia sobre toda la planta y sobre el suelo el calcio aparece como un
nutriente de gran importancia en las producciones fruticolas ya que puede afectar
marcadamente la calidad de los productos. El ablandamiento controlado es un cambio
deseado en frutos desde el punto de vista del consumidor. No obstante, la excesiva
pérdida de firmeza es un problema importante en la tecnologia de poscosecha ya que
reduce significativamente la capacidad de almacenamiento, la aceptabilidad por parte de
los consumidores e incrementa la susceptibilidad al ataque de patégenos (Cantu et al.,
2007; Somerville et al., 2004; Cantu et al., 2008). La firmeza de los tejidos es afectada
por diferentes factores. Por ejemplo puede modificarse debido a cambios en la presion

de turgencia de las células (Shackel et al., 1991; Salentijn et al., 2003). El dafio en
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membranas, la deshidratacion y la elongacion celular también se encuentran
involucrados en modificaciones texturales en ciertos frutos (Sexton et al., 1997; Waldron
et al.,, 2003). El almacenamiento a temperaturas cercanas a 0°C con una humedad
relativa de 90-95% es recomendable para reducir los cambios texturales ocasionados
por la deshidratacion. Otros factores importantes que contribuyen a la pérdida de
firmeza durante el almacenamiento poscosecha de frutos incluyen a los cambios en la
estructura y composicién de la pared celular (Brummell y Harpster, 2001; Vicente et al.,
2007c). Las paredes celulares son estructuras compuestas de polisacaridos, proteinas,
compuestos fendlicos e iones como el calcio, que participa formando puentes entre
pectinas (Carpita y Gibeaut, 1993; Brett y Waldron, 1996; Carpita y McCann, 2000). En
ciertos casos las aplicaciones de calcio han sido efectivas para reducir el ablandamiento
y el ataque de patégenos en frutas y hortalizas (Poovaiah, 1986). En frutilla, por
ejemplo, aplicaciones foliares de CaCl, permitieron retrasar la maduracion y el desarrollo
de hongos (Chéour et al., 1990, 1991; Wojcik y Lewandowski, 2003). Estos tratamientos
retrasaron la degradacion de la pared celular y consecuentemente la colonizacién por
microorganismos patdgenos. Lara et al. (2004) también hallaron que frutos infiltrados
con soluciones de calcio mantuvieron mayores niveles de pectinas unidas idbnicamente
que pueden contribuir a mantener de la integridad de las paredes celulares. La
inmersion en soluciones de CaCl, 1% fue efectiva para controlar enfermedades vy
mantener la firmeza en frambuesa (Montealegre y Valdés, 1993) y arandano (Hanson et
al., 1993). No obstante, otros trabajos no han encontrado efectos beneficiosos como
consecuencia de tratamientos con CaCl, (Erincik et al., 1998). La eficiencia de este tipo
de tratamientos depende principalmente de la tasa de absorcién del calcio por los tejidos
(Swietlik y Faust, 1984) por lo que la baja movilidad y una reducida traslocacién de este
elemento podrian explicar estas inconsistencias. Otros factores que podrian explicar las
divergencias entre los trabajos realizados incluirian: 1) la aplicacién del nutriente en
condiciones en las que no existieran deficiencias o bien 2) la incapacidad de las
pectinas para unir al calcio por encontrarse con alto grado de esterificacién. En funcion
de esto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la fertilizacion calcica
sobre la calidad, comportamiento poscosecha y degradacién de pared celular de frutos

de 2 variedades comerciales de arandano.
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Objetivos:

1- Evaluar el efecto de la fertilizacion célcica sobre la calidad y

ablandamiento poscosecha de dos variedades de arandano.

2- Evaluar el efecto de la fertilizacion calcica sobre el

metabolismo de pared celular de arandano.

Hipotesis de trabajo:

La fertilizacion calcica en precosecha permite reducir el
ablandamiento y la degradacion de pared celular de arandano

sin afectar negativamente otros aspectos de calidad.

20



4. Materiales y métodos
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4.1. Material vegetal v tratamientos

Se realizaron tratamientos de fertilizacién con calcio (600 kg ha” de CaSO,
aplicado al voleo sobre el lomo) en plantas de ardndano en una unidad de produccion
de 5 has, ubicada en la localidad de San Pedro, Pcia. de Bs. As. Los tratamientos se
realizaron en 2 variedades (O’Neal y Bluecrop) luego de la cosecha. En la temporada
siguiente se cosecharon los frutos en estado de madurez comercial (100% de color
superficial azul). Correspondientes controles sin tratamientos se cosecharon en el
mismo estado de madurez y se trasladaron al laboratorio. Los frutos control y tratados
con calcio se colocaron en envases plasticos y se almacenaron a 2°C durante 23 dias.
Se prepararon 10 bandejas por tratamiento y variedad, conteniendo 50 frutos cada una.
Se realizaron 2 cosechas independientes para cada variedad analizada. Luego del
almacenamiento, las muestras se utilizaron para realizar las determinaciones de calidad

o bien se congelaron en N; liquido y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Tabla 6: Contenido de calcio en lomos con y sin fertilizacion calcica.

Calcio (meg. 100 g™)

O’ Neal Control 6,1
Calcio 22,0

Bluecrop  Control 8,2
Calcio 15,2

4.2. Efecto de la fertilizacion calcica vy refrigeracion sobre la calidad de

arandano

4.2.1. Pérdida de peso

Los frutos se pesaron al comienzo del experimento y durante el almacenamiento

a 2°C (7, 14 y 21 d). Los resultados se expresaron como porcentaje de pérdida de peso.
Se analizaron 8 bandejas conteniendo 50 frutos cada una para cada variedad,

tratamiento, cosecha y tiempo de almacenamiento considerado.

4.2.2. Color superficial y antocianinas

El color superficial se determind con un colorimetro (Minolta, Modelo CR-300).
Se obtuvieron los valores L* a* y b*. Se realizaron 30 determinaciones para cada
variedad, cosecha, tratamiento y tiempo de almacenamiento. Para la determinacion de
antocianinas los frutos (0,05 g) se procesaron con 20 mL de metanol-HCI (1% v/v).
Luego la suspensién obtenida se centrifugé a 15.000 x g por 10 min a 4°C, y se midio la

absorbancia del sobrenadante a 515 nm. Se realizaron 2 moliendas para cada variedad,
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cosecha, tratamiento y tiempo de almacenamiento y se realizaron 2 extracciones
independientes para cada molienda. Los resultados se expresaron como gramos de

cianidin-glucésido por kilogramo de fruto, utilizando &= 29.000 M cm™

4.2.3. Firmeza

Se utilizé un equipo Texture Analyzer equipado con una sonda plana de 2 mm de
diametro. Los frutos se deformaron mediante un ensayo de penetracién de 6 mm a una
velocidad de 1 mm s™' y se registré la fuerza maxima durante el ensayo. Se realizaron
100 determinaciones para cada variedad, cosecha, tratamiento y tiempo de

almacenamiento analizado. Los resultados se expresaron en Newtons (N).

4.2.4. Acidez v pH

La acidez se determind procesando 8 gramos de fruto y colocandolos en 1

Erlenmeyer. Luego se adicionaron 100 mL de agua se determiné el pH inicial y se tituld
con NaOH 0,04 N hasta pH 8,2 (AOAC, 1980). Los resultados se expresaron como
porcentaje de acido citrico. Se realizaron dos moliendas para cada variedad, cosecha,
tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado. Asimismo las titulaciones se

realizaron por duplicado.

4.2.5. AzlUcares

El tejido congelado se procesd en un molinillo. A 0,8 gramos de este tejido se le
agregaron 5 mL de etanol y se centrifugd a 9.000 x g por 10 minutos a 4°C. Se obtuvo el
sobrenadante y se llevé a 100 mL con agua. Se realizaron 2 moliendas para cada
variedad, cosecha, tratamiento y tiempo de almacenamiento con 2 extracciones
independientes para cada molienda. La determinacion de azucares totales se realiz6 por
el método de la antrona. Se tomaron alicuotas de 150 microlitros de muestra y se
adicionaron 350 microlitros de agua. Luego se agregé 1 mL de antrona (2 g de antrona
por litro de H,SO4 98% m/m) en hielo y se llevé a ebullicion por 10 min. Los tubos se
enfriaron en una mezcla de agua-hielo, se agitaron y se leyo la absorbancia a 620 nm.
Se realizé una curva de calibracion utilizando glucosa como patron. Los resultados se

expresaron en gramos por kilogramo de fruto fresco.

4.2.6. Atague de patégenos

Se determin6é la incidencia de frutos atacados durante el periodo de

almacenamiento. Los resultados se expresaron como porcentaje de frutos atacados.
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4.2.7. Actividad respiratoria

La produccion de diéxido de carbono se determiné con un sensor de CO,. Los
frutos (100 g) se colocaron en un recipiente hermético y se midié la producciéon de
dioxido de carbono en funcion del tiempo. Se evitd una acumulacién de diéxido de
carbono superior al 1% ya que inhibiria la respiracion. Se realizaron 3 determinaciones
para cada variedad, cosecha, tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los resultados
se expresaron como mililitros de CO, producidos por kilogramo de fruto fresco en una

hora.

4.3. Efecto de la fertilizacion calcica y del almacenamiento refrigerado

sobre el metabolismo de pared celular de arandano

4.3.1. Aislamiento de polisacaridos de pared celular

Los polisacaridos de pared celular se obtuvieron como residuo insoluble en
alcohol (RIA) de acuerdo a d’Amour et al., (1993), con modificaciones menores.
Aproximadamente 30 g de tejido congelado se homogeneizaron con 4 volumenes de
etanol y se mantuvieron en ebullicion por 30 min para lograr la extraccién de azucares
simples y otros componentes polares y para inactivar enzimas que pudieran degradar la
pared celular (Figura 5). La suspension se filtré a través de filtros de fibra de vidrio. El
residuo obtenido se lavd dos veces con etanol (para remover restos de azucares y
pigmentos), dos veces con metanol:cloroformo 1:1 (para lograr la remocion de
membranas y otros componentes menos polares) y 2 veces con acetona (para
deshidratar las paredes). Luego el residuo (RIA) se llevo a estufa a 37°C por 2 dias y se
peso. Se realizaron 2 obtenciones de RIA independientes para cada tratamiento, tiempo

de almacenamiento y variedad analizada.
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Figura 5: Esquema del proceso de obtencién de paredes celulares (RIA) vegetales.

4.3.2. Extraccion y cuantificacion de pectinas

Los poliuronidos se aislaron de acuerdo a Vicente et al., (2007a), con
modificaciones menores. El procedimiento utilizado se observa en la Figura 6. Alicuotas
de 100 mg de RIA se suspendieron en 15 mL de agua y se agité durante 8 h a 20°C. La
suspension se filtr6. Finalmente el residuo obtenido se resuspendid en 15 mL de

Na,CO; 0,05 M y se extrajo luego de 8 h. La suspensién se centrifugé a 15.000 x g por
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20 min y 4°C, el sobrenadante se denominé fraccién soluble en Na,COj;. La
concentracién de acidos urénicos y azucares neutros, se determinaron por el método del
m-hidroxidifenilo (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973) o por el método descrito por
d’Amour et al., (1993) respectivamente, utilizando acido galacturénico y glucosa como
estandares. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados se

expresaron en miligramos de acido galacturénico por gramo de fruto.

Residuo insoluble en alcohol
(RIA)

-

Sobrenadante

Extraccion con agua - Pectinas
(labilmente unidas)

Residuo

-

Sobrenadante

Pectinas

Extraccion con Na,COs (fuertemente unidas)

!

Residuo

-

Sobrenadante

Hemicelulosa
Extraccién con KOH 24% ‘

Figura 6: Esquema del proceso de fraccionamiento de paredes celulares (RIA)

vegetales.

4.3.3. Extraccion y cuantificacion de hemicelulosa

El residuo proveniente de la extraccién de pectinas se agité por 8 h con 15 mL
de KOH 24% m/v a 20°C. La suspension se centrifugé a 10.000 x g por 20 min a 4°C, el
sobrenadante se denominé fraccion soluble en KOH 24% (FSK24%). La cuantificacion
de hemicelulosas se realiz6 por el método descrito por d’Amour et al., (1993) utilizando
glucosa como estandar. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los

resultados se expresaron como miligramos de glucosa por gramo de fruto.

4.4. Anélisis 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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5. Resultados y discusion
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5.1. Firmeza

La firmeza es un atributo de calidad importante en arandano. El ablandamiento
excesivo es una de las causas mas importantes del deterioro poscosecha, disminuyendo
la calidad y la posibilidad de venta para consumo en fresco (Brummell y Hapster, 2001).
El ablandamiento de los frutos esta, al menos en parte, asociado con la degradacién de
los polimeros que forman la pared celular (celulosa, hemicelulosa y pectinas), (Vicente
et al., 2007c¢). Las pectinas son particularmente abundantes en las paredes celulares de
frutos (Carpita y McCann, 2000). Las mismas se encuentran asociadas por medio de
puentes de calcio y se considera que esta organizacion supra-molecular es uno de los
contribuyentes a la rigidez de las paredes. En ese sentido, se consider6 que la
fertilizacion calcica podria permitir reducir el ablandamiento poscosecha de arandano.
La Figura 7 muestra la firmeza de frutos de arandano control y fertilizados con calcio a
la cosecha y luego del almacenamiento refrigerado por 23 dias a 2°C en las variedades

O’ Neal y Bluecrop.

O'Neal

Bluecrop B Control
3 ] Calcio
*

Firmeza (N)

0 23

Tiempo a 2°C (d)
Fiqura 7: Efecto de la fertilizacion calcica sobre la firmeza en frutos de arandano cv. O’
Neal y Bluecrop almacenados por 0 y 23 dias a 2°C. El asterisco muestra diferencias de

los controles (P< 0,05).
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En la variedad O’Neal, ya al momento de la cosecha los frutos provenientes de
plantas sometidas al tratamiento de fertilizacion calcica presentaron una firmeza superior
que los controles (Figura 7). Estas diferencias se acentuaron durante el
almacenamiento refrigerado, ya que los frutos controles mostraron una velocidad de
ablandamiento 100% superior a la de los frutos tratados con calcio. Finalizado el
almacenamiento, los frutos tratados presentaron una firmeza 23% superior que los
controles. En la variedad Bluecrop los valores iniciales de firmeza fueron superiores a
los de O’Neal. De todos modos, no es posible concluir que esto se deba a una diferencia
varietal, ya que los valores de concentracién de pigmentos en fruto sugieren que el
estado de maduracién de cosecha para esta variedad fue algo menor (Tablas 7 y 8).
Con relacion a los tratamientos con calcio, no se observaron diferencias en firmeza al
momento de la cosecha. De todos modos, la tasa de ablandamiento poscosecha a 2°C
fue marcadamente superior en los frutos controles (0,05 N por dia) respecto a los
tratados con calcio (0,027 N por dia). Existen trabajos previos que muestran que la
fertilizacion calcica permite en ciertos casos reducir el ablandamiento poscosecha vy
alteraciones fisioldgicas asociadas con la deficiencia de este nutriente (Raese et al.,
1999; Saure, 2005). La inmersion de los frutos en soluciones de CaCl, 1% (m/v), fue
efectiva para controlar enfermedades y mantener la firmeza en frambuesa (Montealegre
y Valdés, 1993) y arandano (Hanson et al., 1993). Lara et al., (2004), también hicieron
aplicaciones calcicas en frutillas y observaron que el efecto de los tratamientos fue
positivo sobre la firmeza, la integridad de la pared celular y la vida poscosecha de los
frutos. De todos modos, en la literatura, varios trabajos han descrito situaciones en las
que las aplicaciones de calcio no fueron efectivas (Peryea y Neilsen, 2006; Erincik et al.,
1998). Lanauskas et al., (2006) tampoco encontraron efectos positivos en la firmeza,
pérdida de peso y resistencia al ataque de patdégenos de frutillas por aplicacion de
nitrato de calcio. Las bases de estas divergencias podrian asociarse con diferentes
factores. Asi, si bien en nuestro estudio el nivel de calcio en el suelo era moderado, y la
fertilizacién permiti6 aumentarlo significativamente (Tabla 6), la falta de deficiencias en
otras situaciones podria redundar en una ausencia de respuesta. Resulta
importante mencionar que se ha observado en algunos casos la aparicion de sintomas
de deficiencia aun en suelos bien provistos de calcio. Esto podria explicarse debido a
problemas en la traslocacidon del elemento que es poco mavil (Saure, 2005). Debido
a que el calcio se moviliza principalmente por xilema, la transpiracién juega un rol
primario (Saure, 2005). Por tal motivo, en general los frutos son peores destinos que las
hojas. En este escenario, independientemente de los tratamientos de aplicaciones de
calcio en suelo que se realicen, el problema se debe mas a aspectos vinculados con la

traslocacion eficiente y por lo tanto resulta probable que no existan las respuestas
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esperadas. En muchos casos, las aplicaciones foliares tampoco logran los efectos
deseados sobre la firmeza de los frutos. Un motivo de esta falta de efecto podria ser
la poca absorcion del calcio por érganos no diseflados para tal fin, a diferencia de
las raices. La absorcion de calcio por algunos frutos asperjados fue menor a 1
microgramo por cm? (Saure, 2005). En términos generales, la presencia de barreras
impermeables como la cuticula, ceras, sin dudas redundaran en una menor capacidad
de ingreso. Por otra parte, la capacidad de movimiento desde la epidermis hacia otras
zonas del fruto deberia ocurrir por zona apoplastica lo que resulta poco probable sobre
todo en caso de existencia de sitios de union disponibles para el catién. Schlegel y
Schonherr (2002) describieron que la absorcion no depende sélo de la permeabilidad de
la cuticula sino también de la cantidad de solucién que permanece en contacto con los
frutos y de su concentracion. Por otra parte, el momento de aplicacion parece ser
crucial. Como todas las plantas, el arandano tiene diferentes estados fenologicos que
se repiten afo tras afio, cada uno de ellos se caracteriza por un acontecimiento en
particular visible generalmente, como pueden ser la brotacion, floracion, elongacién, etc.
Ademas de los sucesos visibles, los estados fenolégicos pueden asociarse con
diferencias en la absorcion de nutrientes. Dentro del proceso de desarrollo de los frutos
existen divergencias sobre los cambios en la tasa de absorcion de calcio (Saure, 2005).
De todos modos, en caso de procurarse la realizacién de fertilizacion célcica sobre
la parte aérea de las plantas durante la fructificacion, esta deberia iniciarse a partir
de estados tempranos. Con relacion al niumero de aplicaciones en general, se
observa que los trabajos que muestran efectos positivos realizan multiples
aplicaciones. En durazno, por ejemplo, las aplicaciones foliares de calcio permitieron
reducir la incidencia de podredumbre morena (Elmer et al., 2007), en este caso se
realizaron 6 aplicaciones en forma semanal y durante todo el desarrollo del fruto. En el
caso de la aplicacién del calcio en el suelo en nuestro estudio se observé que la
aplicacion luego de la cosecha permiti6 mejorar la firmeza en la temporada siguiente.
Otro factor que podria influir en el efecto de las aplicaciones calcicas sobre el
ablandamiento de frutos es el grado de esterificacién de las pectinas de la pared
celular. Las pectinas constituyen un grupo heterogéneo de compuestos caracterizados
por ser ricos en acido galacturénico (Carpita y McCann, 2000). El polimero mas
abundante es el homogalacturonano, formado por cadenas de acido galacturdnico
asociado por enlaces a-1,4 con un grado variable de polimerizaciéon (Brummell y
Harpster, 2001). Los grupos carboxilo de los residuos de acido galacturénico pueden
encontrarse esterificados en diferente grado. Cuando las pectinas son depositadas
durante los estados tempranos de desarrollo de frutos, estas se encuentran altamente

esterificadas (Willats et al., 2001). En la medida que los frutos avanzan en su desarrollo
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su grado de esterificacion disminuye. Son precisamente estos grupos carboxilos libres
los que permiten la unién del calcio que asocia las cadenas de pectinas, formando una
estructura llamada ‘caja de huevos’ y que podria aportar rigidez a la pared (Sams, 1999,
Willats et al., 2001). Mas alld de los cambios normalmente observados durante la
maduracion de frutos, resulta posible esperar diferencias en el grado de esterificacion en
distintas variedades, los que podrian contribuir también a explicar las divergencias
observadas en la literatura. Por ultimo, en arandano, si bien el pH al que se ajusta el
suelo (el cultivo de arandano se maneja a un pH acido) pareceria ser favorable para
reducir la inmovilizacion del calcio, por precipitacion en forma de fosfato, también resulta
probable que la fertilizacion asociada a elevada concentracion de amonio tenga un
efecto de competencia con la absorcion de calcio. La nutricibn con amonio en forma
desbalanceada redujo el contenido de calcio en frutos, aun ante condiciones de alta
disponibilidad de calcio (Lewis et al., 1977; Marti y Mills, 1991). En tomate también se ha
encontrado que la nutricion con NH," deprime el nivel de calcio presente en el xilema
(Kirkby, 1979). Esto podria contribuir también a que aun en suelos provistos en calcio y
en condiciones en las que la inmovilizacion es menos probable por el pH, las plantas
todavia respondan a aplicaciones exdgenas de fertilizantes de naturaleza calcica. De
todos modos, estos aspectos requeririan la realizacion de mas estudios para
comprender en mayor detalle el fenémeno. Independientemente de este analisis sobre
la potencial influencia de los factores mencionados en las respuestas a la fertilizacion
calcica, los resultados del presente trabajo mostraron que la aplicacion de calcio resultd

de utilidad para retrasar en forma significativa el ablandamiento poscosecha.

5.2. Pérdida de peso

La pérdida de peso se debe por un lado, a la actividad respiratoria de los frutos
con la consecuente reduccion en los niveles de azucares y/o acidos organicos, o bien a
un proceso fisico de evaporacion del agua como consecuencia de la diferencia de
presién de vapor entre los frutos y la presion de vapor de saturacion a la temperatura de
almacenamiento. La Figura 8 muestra el efecto de la aplicacion de calcio en precosecha
sobre la pérdida de peso de arandanos de las variedades O’Neal (panel superior) y

Bluecrop (panel inferior) durante el almacenamiento a 2°C.
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Figura 8: Efecto de la fertilizacion calcica sobre la pérdida de peso en frutos de
arandano cv. O’ Neal y Bluecrop almacenados por 7, 14, y 21 dias a 2°C. El asterisco

muestra diferencias de los controles (P< 0,05).

Los frutos tratados con calcio presentaron para ambas variedades una menor
pérdida de peso que los controles. Este efecto podria estar asociado con diferentes
factores. Los resultados hallados en firmeza (Figura 7) sugieren que la pared celular
podria presentar una mayor integridad en los frutos tratados con calcio. El calcio
aumenta la estabilidad de la pared celular, uniéndose a las pectinas desesterificadas y
formando puentes de calcio. Si bien la pared celular es permeable al agua, esta
aumenta la resistencia al flujo de agua hacia el exterior, dandole una mayor rigidez a los
tejidos pudiendo asi reducir el dafno fisico de los frutos. Por otra parte, existen trabajos
que indican que el calcio juega un rol importante en la estabilizacién de las membranas
celulares (Marschner, 1995; Rengel, 1992). Debido a que el calcio puede ser
desplazado de sus sitios de uniéon en la membrana por otros cationes, la funcién de la
misma puede ser seriamente afectada en condiciones de baja disponibilidad del
elemento. El incremento en la concentracion externa de calcio evita este
desplazamiento (Lynch et al., 1987; Lynch y Lauchli, 1988). La suplementaciéon con

sulfato de calcio en tomate mejoré marcadamente el crecimiento en condiciones de
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estrés salino y evitd el incremento en la pérdida de electrolitos sugiriendo una mayor
integridad de membranas (Tuna et al., 2007).

En el presente trabajo, independientemente del efecto beneficioso que se
observé en los frutos tratados con calcio, la pérdida de peso fue alta observandose en
todos los casos sintomas de deshidratacion. Por este motivo, y considerando la
posibilidad de exportacion maritima que se mencion6é al comienzo, resulta necesario
optimizar las condiciones de manejo para reducir estas pérdidas y con ellas el deterioro
de los frutos. La pérdida de peso poscosecha puede atribuirse al consumo de reservas
por respiracién o bien a un proceso fisico de pérdida de agua. Considerando que la tasa
respiratoria media de arandano obtenida para las variedades estudiadas es de 60 mL
kg’ h™ a20°C (Tablas 7y 8) y asumiendo un Qq, (relacion entre la actividad respiratoria
a una temperatura dada/la tasa respiratoria a una temperatura de 10°C menor) de 3,
podriamos estimar que la tasa de producciéon de CO, de los frutos en las condiciones de
almacenamiento deberia ser cercana a 7 mL kg'1 h™'. Por lo tanto, en 23 dias de
almacenamiento podria estimarse una pérdida de peso por respiracion como CO, de
0,7%. Esto sugiere que en las condiciones en las que se almacenaron los frutos la
disminucion de peso se deberia principalmente a la pérdida de agua. Los aspectos a

considerar a fin de reducir este problema incluirian:

1. Rapida refrigeracidon luego de la cosecha: Este proceso constituye un modo

importante de reducir la pérdida de peso, ya que por un lado reduce la respiracién de los
frutos y por ofra parte la presion de vapor de saturacion del aire disminuye
exponencialmente con la temperatura. La temperatura éptima de almacenamiento de
arandano deberia ser de 0°C y con una humedad de 90-95% (Mitcham et al., 2006).

2. Utilizar_camaras con baja fluctuacidon térmica: Las diferencias de temperatura

durante el almacenamiento incrementan la pérdida de peso de los frutos por lo
mencionado anteriormente. El control de temperatura de las camaras resulta un aspecto

importante y la variacion no deberia ser superior a 1°C.

3. Ajustar la logistica de distribuciéon para evitar cortes en la cadena de frio: En un

contexto de exportacion por via maritima, el ajuste de la logistica es crucial. Evitar
tiempos de espera innecesarios y fluctuaciones térmicas permitira mantener la calidad

de la fruta por mas tiempo.
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4. Utilizar equipos de refrigeracién con evaporadores con mayor superficie: En

camaras con evaporadores de pequefa superficie la diferencia de temperatura entre
éste y la camara debe ser elevada para permitir satisfacer los requerimientos de
enfriamiento. Al entrar en contacto el aire de la camara con la superficie del evaporador
a menor temperatura se produce condensacion de agua. Este proceso finalmente

contribuye a reducir la humedad en el interior de la camara.

5. Utilizar envases con menores perforaciones u otras barreras gque reduzcan la

permeabilidad del vapor de agua: Las bandejas comunmente utilizadas para la

comercializacion de arandano poseen perforaciones. La reduccion del area perforada
para frutos a ser enviados en forma maritima podria reducir la pérdida de peso durante
el almacenamiento al incrementar la resistencia al flujo del vapor de agua. Otra
alternativa constituye la utilizacion de peliculas plasticas (polietileno, PVC entre otras)

que cumplirian la misma funcion.

6. Evitar el dafio mecanico de los frutos y almacenar frutos del mayor tamafo

posible: El daino mecanico disminuye la resistencia al flujo de vapor de agua desde los
frutos al eliminar o reducir la accién de barreras naturales que constituyen resistencias a
este proceso como la cuticula, ceras, etc. Por otra parte, la seleccién de frutos con
mayor tamafio (mayor relacion superficie volumen) permite reducir la pérdida de peso
durante el almacenamiento poscosecha. Asi frutos con mayor tamafio serian menos

susceptibles a la deshidratacion.

5.3. Color superficial, acidez, pH, azUcares, actividad respiratoria y ataque

de patégenos

Si bien los tratamientos con calcio retrasaron el ablandamiento y la pérdida de
peso, resultd de interés determinar que no se hubieran provocado modificaciones
desfavorables en otros parametros de la maduraciéon. La acidez y el contenido de
azucares son muy importantes a la hora de determinar la aceptabilidad del consumo ya
que son responsables directos del sabor. En el presente trabajo no se hallaron
diferencias entre los frutos controles y tratados con calcio en los niveles de azucares y
acidez ni al momento de cosecha ni durante el almacenamiento. El ataque de patdgenos
tampoco fue influenciado por la fertilizacion calcica (Tablas 7 y 8). Esto difiere con
algunos trabajos previos en otras especies en las que los tratamientos con calcio

resultaron de utilidad para reducir la incidencia de enfermedades (Elad y Kirshner,
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1992). El color superficial azulado de arandano esta dado por las antocianinas. Los
resultados con relacion al color superficial y antocianinas mostraron un incremento
durante el almacenamiento, pero no se encontraron diferencias entre frutos controles y
tratados con calcio (Tablas 7 y 8). Lo que se observo, es que en la variedad Bluecrop
los valores iniciales de antocianinas a la cosecha fueron inferiores que en O’Neal. Esto
sugiere que los frutos de la variedad Bluecrop se encontraban en un menor estado de
madurez, lo que podria contribuir a explicar los mayores niveles de firmeza observados
a la cosecha (Figura 7). Si bien, una mayor firmeza obtenida mediante el adelanto en la
cosecha seria muy util a la hora de intentar llegar con un mejor producto a los mercados
distantes, resulta importante evitar que las cosechas tempranas se traduzcan en una

menor calidad organoléptica de los frutos.

Tabla 7: Efecto de la fertilizacién calcica sobre la luminosidad (L*), color superficial (a*,
b*), acidez, pH, azucares, ataque de patdgenos, contenido de antocianinas y actividad
respiratoria en frutos de arandano cv. O’ Neal almacenados por 0 y 23 dias a 2°C.

Tiempo a 2°C (d)
0

23
Control Calcio Control Calcio
Luminosidad (L*) 32,04 30,15 28,31 28,67
Color superficial (a*) 1,64 1,19 0,69 0,95
Color superficial (b*) -1,86 -3,07 -0,97 -1,79
Acidez (%) 0,49 0,41 0,26 0,23
pH 3,75 3,92 4,41 4,40
Azlcares (g kg™) 113 112 135 135
Frutos atacados (%2 0 0 14,5 13,6
Antocianinas (g kg'? 2,07 1,83 3,1 2,87
Respirac. (mL kg™ h™) 56 59 68 62

En general se considera que la concentracion de azucares en arandanos
aumenta hasta el final de la maduracion, con lo que cosechas anticipadas, redundarian
en una menor acumulacién de estos compuestos (Mitcham et al., 2006). De todos
modos, en el presente trabajo se observd una concentracion de azucares similares en
Bluecrop y O’Neal aun cuando la primera se cosechdé con menores niveles de
antocianinas. En la acidez si se hallaron diferencias entre variedades. Asi Bluecrop, que
fue cosechada con madurez algo menor, presenté una acidez cercana a 0,8% mientras
que O’Neal mostré valores menores, de alrededor de 0,4 %.

Si bien no esta claro si estos valores de acidez hallados en arandano podrian
afectar la aceptabilidad de los consumidores, trabajos realizados en otros ‘berries’ como
frutilla, sugieren que la cosecha no debe realizarse con niveles de acidez superiores a
0,7%. Por lo tanto, aunque deberia ser necesario realizar paneles de analisis sensorial,

los resultados sugieren que la cosecha anticipada no seria una practica recomendable a
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pesar de permitir una mayor firmeza ya que podria tener efectos indeseados sobre el
sabor de los frutos. Este efecto en las variedades ensayadas no implicaria una menor

acumulacion de azucares sino una mayor acidez de los frutos.

Tabla 8: Efecto de la fertilizacion calcica sobre la luminosidad (L*), color superficial (a*,
b*), acidez, pH, azucares, ataque de patégenos, contenido de antocianinas y actividad
respiratoria en frutos de arandano cv. Bluecrop almacenados por 0 y 23 dias a 2°C.

Tiempo a 2°C (d

0 23

Control Calcio Control Calcio

Luminosidad (L*) 37,00 37,92 33,99 33,19
Color superficial (a*) 1,66 2,07 0,19 0,30
Color superficial (b*) -3,71 -3,86 -3,44 -2,93
Acidez (%) 0,83 0,81 0,71 0,72

pH 3,31 3,34 3,55 3,56
Azlcares (g kg™) 111 117 114 109
Frutos atacados (%2 0 0 13,9 13,1
Antocianinas (g kg'% 1,13 1,37 3,08 3,19
Respirac. (mL kg™ h™) 58,0 54,5 67,2 63,6

5.4. Pectinas

A fin de intentar avanzar en la comprension del efecto de los tratamientos con
calcio sobre el ablandamiento, se extrajeron las paredes celulares de los frutos al
momento de la cosecha y finalizado el periodo de almacenamiento y luego se
determinaron los cambios en la degradacion de pectinas. Las paredes celulares de los
frutos control y tratados con calcio para ambas variedades fueron extraidas con 2
solventes diferentes, en forma sucesiva, de manera de obtener una fraccién que se
denomind pectinas labilmente unidas y una segunda fraccion denominada pectinas

fuertemente asociadas a la pared.

5.4.1. Pectinas labilmente unidas

Estas pectinas se definieron como aquellas capaces de ser extraidas de la pared
celular con agua. En la Figura 9 se observa que en la variedad O’Neal los niveles de
acidos uronicos, que reflejan a las pectinas labilmente unidas, fueron mayores en el
control que en el tratamiento con calcio. Las pectinas son polimeros de acido
galacturonico. Los 2 componentes mas abundantes son el homogalacturonano (HGA) y
ramnogalacturonano | (RG 1) (Williats et al., 2001). En la medida que los procesos de
maduracion y ablandamiento ocurren, resulta esperable encontrar un aumento en las
fracciones labilmente unidas y una reduccion en los poliuronidos fuertemente asociados

(Vicente et al., 2007a). Esto se produce por hidrélisis de las pectinas, que se hacen
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solubles en agua o0 en agentes quelantes si es que permanecen unidos a la pared por
uniones idnicas a otras moléculas de pectina. En los azucares neutros, se observo una
mayor solubilizacién en los frutos controles tanto a la cosecha como luego del periodo
de almacenamiento refrigerado. En la variedad Bluecrop si bien no se hallaron
diferencias significativas en los valores de acidos urénicos en ninguno de los dias
analizados, los frutos tratados con calcio también presentaron menor solubilizacion de
azucares neutros (Figura 10). Los resultados sugieren que el tratamiento con calcio
redujo la solubilizacién de pectinas ricas en arabinosa, lo cual sugiere que éste es el
principal azucar neutro presente en estas fracciones de arandano (Vicente et al.,
2007b). La depolimerizacién 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 pequena y limitar el acceso de las enzimas

hidroliticas a sus sustratos (Baron-Epel et al., 1988).
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Figura 9: Efecto de la fertilizacion calcica sobre el contenido de azucares neutros (A) y
pectinas (B) labilmente unidas en arandanos cv. O’ Neal almacenados por 0 y 23 dias a

2°C. El asterisco muestra diferencias de los controles (P< 0,05).
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Figura 10: Efecto de la fertilizacion calcica sobre el contenido de azucares neutros (A) y
pectinas (B) labilmente unidas en arandanos cv. Bluecrop almacenados por 0 y 23 dias

a 2°C. El asterisco muestra diferencias de los controles (P< 0,05).

5.4.2. Pectinas fuertemente unidas

Cuando se analizaron las pectinas fuertemente asociadas a la pared celular
(extraibles con NayCOs;), los frutos tratados mostraron una tendencia a presentar
mayores niveles que los frutos control. Esto se observo en el contenido de azucares
neutros para O’Neal y en los acidos uronicos para Bluecrop (Figuras 11 y 12). Por lo
tanto, los resultados encontrados sugieren que el tratamiento con calcio permitid
retrasar el proceso de solubilizacion de pectinas que ocurre cominmente durante el
ablandamiento de frutos. La formacion de puentes de calcio podria aportar mayor rigidez
a la pared (Jarvis, 1984). Esto ademas podria limitar el movimiento de proteinas en el

apoplasto (Carpita y Gibeaut, 1993).

38



24 4

al
11

(mg/g RIA)
=
(e}

(o]
1

Azlcares neutros

EE Control

36 1 Calcio

24 -

Acidos urénicos
(mg/g RIA)

12 ~

Tiempo a 2°C (d)
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pectinas (B) fuertemente unidas en arandanos cv. O’Neal almacenados por 0y 23 d a
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21
HE Control
g [ Calcio
q:i) <_( 14 T
cx
$32
=
\g ~ 7 T
N
<

Acidos urénicos
(mg/g RIA)

A
B
*
45 -
30 1
15 A
0
0 23

Tiempo a 2°C (d)
Figura 12: Efecto de la fertilizacion calcica sobre el contenido de azucares neutros (A) y
pectinas (B) fuertemente unidas arandanos cv. Bluecrop almacenados por 0 y 23 d a

2°C. El asterisco muestra diferencias de los controles (P< 0,05).
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5.5. Hemicelulosa

La hemicelulosa constituye un grupo de glucanos que pueden unirse mediante
puentes de hidrogeno a la celulosa formando una matriz celulosa-hemicelulosas, la cual
se une a las pectinas mediante enlaces covalentes (Thompson y Fry, 2000). El
xiloglucano es el polimero de entrecruzamiento mas abundante en dicotiledoneas y
parte de las monocotiledoneas. Otros polisacaridos no celulésicos presentes en
menores cantidades incluyen a los gluco-mananos, mananos y galacto-gluco-mananos.
La extraccion de las hemicelulosas se realiza con NaOH ya que provoca la ruptura de
puentes de hidrogeno con la celulosa y solubiliza los glicanos de entrecruzamiento
(Brummell y Harpster, 2001). En nuestro estudio no se observaron diferencias en el
contenido de hemicelulosas entre frutos control y tratados (Figura 13). Los resultados
sugieren que durante la poscosecha los tratamientos con calcio provocaron cambios en
la pared celular que se confinaron principalmente a nivel de las pectinas cuya

solubilizacién fue significativamente retrasada.
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Figura 13: Efecto de la fertilizacion célcica sobre el contenido de hemicelulosa en frutos
de arandano de las variedades O’Neal (A) y Bluecrop (B) almacenados por 0 y 23 dias a
2°C. El asterisco muestra diferencias de los respectivos controles a un nivel de

significancia de P< 0,05.
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6. Conclusiones
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1. Los tratamientos de fertilizacion con calcio permitieron retrasar el
ablandamiento y reducir la pérdida de peso durante el almacenamiento

poscosecha de arandanos cv. O’'Neal y Bluecrop.

2. Los tratamientos con calcio no provocaron modificaciones
significativas en el color superficial, antocianinas, susceptibilidad a

patégenos, acidez, pHy contenido de azucares.

3. La fertilizacion calcica permitio reducir la degradacion de la pared
celular de arandano en las dos variedades estudiadas en el presente

trabajo.

4, Los principales cambios se observaron en los compuestos de
naturaleza péctica que muestran una menor solubilizacién durante el

almacenamiento poscosecha como consecuencia de la fertilizacion calcica.
5. A fin de considerar envios maritimos se deben optimizar las

condiciones de manejo poscosecha para reducir aun mas la

deshidratacion.
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