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Resumen

Los germinados de cruciferas tienen efectos muy beneficiosos frente a diversas
enfermedades debido a su alto contenido en compuestos bioactivos. En este trabajo se
germinaron semillas de col roja durante 3 dias a 20°C en oscuridad, seguidos de 6 dias
a 20°C bajo un fotoperiodo de luz/oscuridad (16/8 h) con diversas luces LED del
espectro visible (azul + rojo -B+R- y azul + rojo + rojo lejano -B+R+FR-) o con luz
fluorescente convencional (FL). Como control (CTRL), se germinaron y mantuvieron
los 9 dias en oscuridad a 20°C. Se evalué la longitud del hipocétilo, el peso, la
capacidad antioxidante total (CAT), los polifenoles totales y la vitamina C. La longitud
del hipocétilo se inhibié tras la iluminacion, mostrando los germinados CTRL un
incremento del 76% respecto a la luz FL. La CAT de los germinados bajo luz FL y
luces LED B+R+FR y B+R se incrementé un 66, 118 y 141% en comparacion a la del
CTRL. Los fotoperiodos de FL y luces LED (B+R y B+R+FR) incrementaron el
contenido de vitamina C respecto al CTRL un 18, 31 y 36% respectivamente. El
contenido de polifenoles totales bajo fotoperiodos de luces FL, B+R y B+R+FR
aumento un 24, 33 y 36% respecto al CTRL. Como conclusion, se ha observado que
la germinacion bajo fotoperiodos con luces LED del espectro visible indujo una mayor
acumulacion de compuestos bioactivos en relacion con la oscuridad, e incluso mejor
que la iluminacion convencional. Permiten un mejor manejo y control del espectro de
radiacion, con una mayor vida ttil, alta intensidad luminica con reducido tamaiio y
menor consumo energético.

Palabras clave: Brassica oleracea var. capitata, compuestos fitoquimicos, germinados de
semillas, antioxidantes.

INTRODUCCION

La col lombarda pertenece a la familia Brassicaceae y destaca por su alto contenido
en compuestos bioactivos tienen efectos contra diversas enfermedades (Moreno et al.,



2006). Estos efectos beneficiosos son atribuidos principalmente a los glucosinolatos y
concretamente a aquellos compuestos obtenidos a partir de su hidrdlisis como son los
isotiocianatos (Okarter y Liu, 2010) y también a los compuestos fenolicos debido a su
proteccion contra el estrés oxidativo de las células. En los primeros estadios de desarrollo
de la col, conocido como germinados, se encuentra una mayor cantidad de estos
compuestos. La luz (intensidad y fotoperiodo) es uno de los factores mas importantes para
el crecimiento y desarrollo de las plantas (Artés-Hernandez et al., 2022). En comparacién
a los sistemas de iluminacion convencionales, las luces LED (Light Emitting Diode)
ofrecen una serie de ventajas como son el manejo y control sobre el espectro de radiacion,
produccion de alta intensidad luminica con bajos niveles de energia calorifica, mayor vida
util y un reducido tamafio que les permite una facilidad de manejo (Artés-Hernandez et al.,
2022). Ademas, la calidad de la luz puede tener efectos significativos en la sintesis de
metabolitos secundarios (Ahn et al., 2015). Por tanto, el objetivo de este trabajo fue la
germinacion de semillas de col lombarda bajo dos tratamientos de luz LED combinando
azul, rojo y rojo lejano y convencional con fluorescente, asi como un control en oscuridad.
Se evalu¢ el efecto de dichos tratamientos sobre los principales aspectos morfologicos y
compuestos bioactivos de los germinados.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de col lombarda se germinaron en bandejas bajo un fotoperiodo de
luz/oscuridad de 16/8 h a 20/25°C y se regaron diariamente durante 9 dias, permaneciendo
los 3 primeros dias en oscuridad. Las lamparas LED (Flytech s.r.l., Belluno, Italia) estaban
compuestas por diodos rojos -R- (669 nm), azules -B- (465 nm) y rojo lejano -FR- (734
nm). Los tratamientos de luz LED fueron combinacion de rojo y azul con una relaciéon R:B
de 3 (B+R) y lamisma combinacion rojo y azul pero con una adicion del 15% de rojo lejano
(B+R+FR). El tratamiento convencional fue aplicado con luces fluorescentes (FL) y en
todos los tratamientos de iluminacion se aplicO una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD) de 148+6 mmol m™ s™!. Los germinados crecidos en oscuridad fueron
el control. Longitud media del hipocétilo de los germinados de col se midié utilizando el
software ImageJ (Wayne Rasband, Maryland, USA) y se expresaron en cm. Para el analisis
de la capacidad antioxidante total (por el método FRAP) y compuestos fendlicos totales se
utiliz6 germinados liofilizados y fueron analizados por espectrofotometria (Castillejo et al.,
2021). El contenido de vitamina C se calculdo como la suma de acido ascorbico y acido
dehidroascorbico de acuerdo con el método desarrollado por Zapata y Dufour (1992).

El disefio estadistico del experimento fue unifactorial (tratamiento luminico)
sometiéndose a un analisis de varianza (ANOVA) usando el Statgraphics Plus software (vs.
5.1, Statpoint Technologies Inc, Warrenton, USA). La significacion estadistica se evalud a
nivel P < 0,05 y se uso test de rango multiple de Tukey para comparar medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla 1 se observa que los germinados de col de 9 dias en oscuridad mostraron
una mayor longitud del hipocotilo con respecto a los crecidos bajo diferentes
combinaciones de luces. Esta inhibicion del crecimiento tras la aplicacion de la luz se debe
a la etiolacion de estos al recibir el estimulo luminico. De esta manera, también se observa
que el peso medio de un germinado de 9 dias fue mayor en aquellos germinados en
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oscuridad. Sin embargo, en la Figura 1 se observa como los germinados de col crecidos
bajo los tratamientos FL, B+R y B+R+FR tuvieron un 24, 33 y 36%, respectivamente mas
de compuestos fenolicos comparado con el control en oscuridad. La capacidad antioxidante
total también fue mayor en los germinados bajo B+R y B+R+FR, mostrando un incremento
de 45 y 31%, respectivamente con respecto a los germinados FL. Del mismo modo, el
contenido en vitamina C se vio estimulado, observandose un incremento de 18, 31 y 36%
tras la aplicacion de los estreses luminicos FL, B+R, B+R+FR, respectivamente. El
incremento de compuestos fendlicos se debe al mecanismo de defensa que desencadena la
planta tras recibir dichos estreses luminicos y los compuestos antioxidantes ralentizan las
reacciones de oxidacion en las células (Martinez-Zamora et al., 2021).

CONCLUSIONES

Los germinados de col lombarda crecidos en oscuridad mostraron una mayor
longitud y mayor peso. Sin embargo, el crecimiento bajo diferentes fotoperiodos de luz del
espectro visible permitié incrementar su contenido en compuestos bioactivos. En
conclusion, germinar bajo una iluminacion con luces LED del espectro visible es una buena
alternativa para potenciar la sintesis de los principales compuestos bioactivos.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Longitud media del hipocoétilo (cm) de germinados de col lombarda cosechados
a los 9 dias de germinacion.

Long. Hipocétilo (cm) 1,96+0,414 0,48+0,158  0,42+0,06®  0,43+0,08"
Peso por germinado (mg) 53,142,44 23,742,8¢  29.8+2.6B¢  32,642,3"

Diferentes letras mayusculas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre los
tratamientos luminicos.

Figura 1. Contenido de fenoles totales (izquierda) y capacidad antioxidante (derecha) de
germinados de col lombarda cosechados a los 9 dias de germinacion. Diferentes letras
mayusculas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos luminicos.
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Figura 2. Contenido de vitamina C (mg kg™!') de germinados de col lombarda cosechados
a los 9 dias de germinacion. Diferentes letras maytsculas denotan diferencias
significativas (p<0,05) entre los tratamientos luminicos.
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Resumen

La manzana es una fruta de gran interés agricola y econémico en Europa
siendo ademas muy apreciada por su valor nutricional y su asociacion con beneficios
para la salud. La mayor cantidad de manzana que se consume en Espaiia corresponde
a variedades comerciales e importadas perdiéndose algunos genotipos autoctonos bien
adaptados a nuestro clima y geografia. El objetivo de este trabajo es comparar la
actividad antioxidante, antiglicante y la cantidad de polifenoles totales de pulpa de
diferentes variedades autéctonas procedentes de Aragon frente a otras
comerciales.Los frutos estudiados corresponden a 3 variedades comerciales (Pinova,
Royal Galay Verde Doncella) y 5 variedades locales procedentes de zonas de montana.
La extraccion de compuestos bioactivos se realizo empleando metanol. Para un primer
cribado de polifenoles totales se emple6 el método Folin; la actividad antioxidante se
determin6 mediante el ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) y las
propiedades antiglicantes mediante la inhibicion de la formacion de productos finales
de glicacion avanzada (AGESs) con albumina sérica bovina. Los resultados muestran
que las variedades comerciales son muy similares en cuanto actividades antioxidante
y antiglicante, y cantidad de polifenoles. Con respecto a las variedades locales, la
mayor parte de las muestras mostraron mejor actividad antioxidante y antiglicante
que las comerciales, destacando MA 299 por su alto contenido en polifenoles y mayor
actividad antioxidante y antiglicante. Por tanto, se concluye que las variedades
autoctonas presentan en general interesantes perfiles de actividad antioxidante y
antiglicante asi como de contenido en polifenoles totales revelandose como una fuente
nutricional de compuestos bioactivos para la salud que merece la pena ser explorada.

Palabras clave: antioxidante; antiglicante; polifenoles; compuestos bioactivos; alimentos
funcionales

INTRODUCCION

El consumo de frutas en general y manzanas en particular, ha sufrido recientemente
una importante regresion a pesar de ser un alimento con grandes beneficios para la salud.
Son una gran fuente de fibra, vitaminas, minerales y otros componentes fitoquimicos.
Ademas, algunos estudios sugieren que su consumo produce una disminucion en el riesgo
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de padecer algunos tipos cancer, enfermedades cardiovasculares y diabetes, lo que podria
estar relacionado con la presencia de polifenoles y otros fitoquimicos que se encuentran de
forma natural presentes en la fruta. Los polifenoles presentan propiedades antioxidantes y
antiglicantes evitando el estrés oxidativo y el envejecimiento celular asociado a muchas
patologias. En el caso de la manzana, Malus domestica Borkh (Rosaceae), existe una gran
cantidad de variedades comerciales con diferencias fenotipicas que afectan a diferentes
parametros organolépticos; sin embargo, la diversidad genética dentro de variedades
comerciales es pobre, lo que genera que sus cultivos no se adapten completamente a climas
templados. Las tendencias de consumo actuales estan ligadas a la fruta importada,
provocando la pérdida progresiva de variedades locales en detrimento de las comerciales.

Este trabajo presenta como principal objetivo comparar las capacidades
antioxidantes, antiglicantes y la cantidad de polifenoles de variedades comerciales de
manzana frente a variedades locales de Aragéon para dar un valor anadido a genotipos de
proximidad.

MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, se realizaron liofilizaciones y extracciones del material vegetal
(pulpa de manzana) empleando como disolvente de extraccion metanol mediante la
aplicacion de ultrasonidos durante 20 minutos. Para la obtencion de la cantidad de
polifenoles totales de las muestras se empled el método Folin-Ciocalteu. Se realizé una
mezcla de cada uno de los extractos con reactivo folin-ciocalteu, carbonato de sodio y agua.
Tras 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente se mide la absorbancia a 760 nm.
Los resultados estan expresados en mg/L en equivalentes de 4cido galico interpolando los
resultados de la absorbancia con una recta patron. Se empled la neutralizacion de los
radicales de 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) como un método antioxidante a 515nm
tras 30 minutos de incubacion en oscuridad en placas de 96 pocillos (Lopez et al., 2007).
La determinacion de la actividad antiglicante fue testada mediante la inhibicion de los
productos finales de glicacion avanzada (AGEs) por el método de albtimina sérica bovina
(BSA). Fue medida en placas de 96 pocillos de fondo negro segin el método de Spinola et
al. (2017) mediante fluorescencia. Como sustancia de referencia se utilizoé quercetina.

Los resultados han sido presentados como valores medios y de error estandar de la
media (SEM) de al menos tres experimentos independientes. Para el andlisis se uso
GraphPad Prism v.7.0. Los valores de IC50 fueron obtenidos por regresion no lineal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con respecto al contenido de polifenoles destacan las similitudes entre si obtenidas
para las variedades comerciales de Pinova, Royal Gala y Verde Doncella. Por encima de
estos valores se encuentran las variedades MA299, MA190 Y MA117 (Tabla 1). Tanto en
el método DPPH como en la formacion de AGEs se observa una mayor capacidad
antioxidante de los extractos de variedades autdctonas frente a variedades comerciales
(Figura 1). Se destaca el papel de MA299 y MA117 convirtiéndose en variedades de interés
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para proseguir el estudio en cuanto a efectos bioactivos y propiedades beneficiosas para la
salud.

CONCLUSIONES

Los perfiles de actividad antioxidante, antiglicante y contenido en polifenoles de las
variedades autoctonas son, en la mayoria de los casos, de mayor interés que los mostrados
por las variedades comerciales.
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Tabla 1. Tabla 1. Polifenoles totales medidos por el método Folin y datos de IC50 (en
ug/mL) de actividad antioxidante (método DPPH) y actividad antiglicante (método BSA)

Actividad antioxidante | Actividad antiglicante
Muestra Mg polifenoles/g extracto (ICso medida por (ICso medida por
método DPPH) método BSA)
V.Doncella 9,5 578,0 1143,5
Pinova 10,7 605,8 1379.,6
Royal Gala SIN DATOS 580,7 1186,5
MA 116 6,0 1101,7 SIN EFECTO
MA 117 21,4 43,4 215,1
MA 141 15,8 1414 420,0
MA 145 9,0 218,8 316,7
MA 146 12,2 184,9 443,1
MA 190 29,9 414,0 1087,6
MA 299 36,7 23,5 2453
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Figura 1. Actividad antioxidante (izquierda) y antiglicante (derecha) de extractos obtenidos

Concentracién extracto de manzana (ug/ml)

de pulpa de variedades comerciales y autdoctonas de manzanas.
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Resumen

A lo largo de muchas décadas, la agricultura desarrollada en zonas
montaiiosas desempeiid0 un importante papel social y econémico, produciendo
diversos recursos que abastecian una alta densidad de poblacion y generaron una
amplia diversidad de material vegetal de calidad entre los que se encuentra una gran
diversidad de genotipos de manzano. Sin embargo, la gran mayoria no han sido
explorados y podrian ser la base de obtencion de productos alimentarios de calidad y
valor diferencial con interés tanto para consumidores como para la industria.

Con el objetivo de conocer el potencial de estas variedades locales, se han
analizado 21 accesiones de manzana de los Pirineos y 7 variedades comerciales, en
términos de diversidad genética, contenido fendlico, azucares, acidez total y perfil
sensorial.

Las relaciones genéticas analizadas mostraron una gran variabilidad dando
lugar a 5 subgrupos cada uno vinculado con una muestra de referencia diferente. El
analisis de los caracteres relacionados con la calidad del fruto mostré un rango muy
amplio de variabilidad para la harinosidad, acidez, amargor y astringencia, el
contenido de azicares y el contenido fendlico, observandose una mayor variabilidad
entre las accesiones locales que entre las de referencia. Algunos de los caracteres
analizados mostraron diferencias significativas al comparar distintos subgrupos
genéticos. El conocimiento de las caracteristicas organolépticas y nutracéuticas de
estas variedades permitira su utilizacion como parentales en los programas actuales
de mejora y a su vez promover el valor intrinseco de los productos locales de calidad.

Palabras clave: germoplasma local, fenoles totales, azicares, perfil sensorial, calidad de
fruto.

INTRODUCCION

La diversidad genética de los cultivares de manzana representa un recurso natural
unico e invaluable (Vardenzande et al., 2017). El uso masivo de unos pocos cultivares
comerciales ha reducido dréasticamente la diversidad genética de las variedades locales de
manzana, y se han perdido muchas variedades tradicionales interesantes y bien adaptadas
con muchos atributos deseables. En las zonas montafiosas de Aragdn, la seleccion efectuada
por agricultores en sus huertos familiares, ha dado lugar a una gran diversidad de material
vegetal frutal de calidad que constituye un interesante patrimonio genético. La variabilidad
genética contenida en este germoplasma, sugiere que pueden existir diferencias interesantes
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en la composicion fisica y quimica y las propiedades nutricionales de la fruta, lo que podria
incrementar el valor de estas accesiones locales.

La composicion quimica de las manzanas es muy compleja. Entre los constituyentes
mas importantes se encuentran los compuestos fendlicos, azucares y los acidos organicos
(Lanzerstofer et al., 2014). La concentracion de compuestos fendlicos esta estrechamente
asociada con las propiedades nutricionales y sensoriales de los frutos, y junto con azlicares
y acidos orgénicos, contribuyen de manera importante al sabor de la fruta y también a su
estabilidad, color, nutricion, aceptabilidad y cualidades de conservacion.

Los principales objetivos de este trabajo fueron caracterizar selecciones locales de
manzana recuperadas en zonas montafiosas mediante el estudio de su diversidad genética,
y el analisis del contenido en compuestos fendlicos, azicares, acidos organicos, solidos
solubles totales, asi como el estudio de los atributos sensoriales, con el fin de poner en valor
este material local Uinico, especialmente en lo que se refiere a su composicion quimica.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 21 accesiones de manzana locales (Malus domestica Borkh) y 7
variedades comerciales. Estas accesiones pertenecen a la coleccion de germoplasma del
CITA y fueron recuperadas en localidades pirenaicas de Aragon sobre arboles viejos y
huertos familiares abandonados. Estos arboles se propagaron vegetativamente y se
establecieron en colecciones ubicadas en Bescos de la Garcipollera (Huesca, Aragon) a una
altitud de 900 m. Los frutos de manzana se recolectaron entre agosto y octubre en el periodo
de maduracion de cada cultivar. Se seleccionaron quince frutos de cada accesion para su
analisis.

La caracterizacion genética se llevo a cabo mediante analisis de microsatélites segiin
el procedimiento de extraccion de ADN, PCR e identificacion varietal descrito por Pina et
al. (2014). Se usaron 13 marcadores SSR (excepto para las muestras MA 379 y MA 381
que se utilizaron 8 de los marcadores). Las relaciones genéticas se han estudiado utilizando

un dendrograma construido en el software R (R Core Team, 2017) siguiendo el método
UPGMA.

El contenido en fenoles totales se realizd6 mediante el método Folin — Ciocalteu.
Para ello, se mezclaron 2 g de piel o 5 g de pulpa con 10 mL de una mezcla de metanol y
agua (80:20 v/v) y NaF 2mM. Se triturd en ultraturrax, se centrifugd a 9500 rpm durante
10 minutos en refrigeracion y se filtré. El precipitado se volvid extraer y los extractos se
enrasaron a 25 mL. A 0.5 mL de ese extracto se le anadieron 0.5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteau. Tras 5 minutos, Se afiadieron 0.5 mL de solucion Na;COs al 7.5 % (p/v) y 7
mL de agua, y tras reposar 1h se centrifugd. La absorbancia se determind a 760 nm en un
espectrofotometro. La curva patron se prepard con acido gélico en agua. El contenido de
fenoles se expreso en mg de galico por 100 gramos de piel o pulpa.

El contenido de solidos solubles (SSC) se determino a partir del zumo de la muestras
de al menos 10 frutos, utilizando un refractometro (Pocket Refractometer Pal-1) y
expresado en °Brix. El contenido de acido y el pH se determinaron a 20 °C, utilizando un
pHmetro calibrado con tampones pH 4 y pH 7 medidos con un modelo 760 Basic Titrino.
25 mL del zumo filtrado se llevé al valorimetro (760-Sample Change). El contenido de
azlcares (sacarosa, glucosa, fructosa y sorbitol) se determiné mediante cromatografia
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liquida de alta resolucion (HPLC — ICP). Se diluy6 1 mL del zumo con agua Milli-Q a 25
ml., se flitraron a través de un filtro activado con difluoruro de polivinilideno y metanol
con un filtro de 0,45 um. Luego, 20 ul de la muestra tratada se inyect6 en el HPLC. La
separacion se realizo con una columna de 10 um, a 90 °C, utilizando como fase movil una
solucion de 50 mg/L Na2Ca EDTA a un flujo de 0,44 mL/min.

El analisis sensorial de cada accesion, tras un periodo de conservacion de 11
semanas a 0.5°C, lo llevo a cabo un panelista del panel entrenado de catadores de manzana
del CITA. Las muestras se mantuvieron durante un dia a 20°C previamente al analisis
sensorial y cada muestra se codific6 mediante un nimero aleatorio de 3 digitos. El analisis
sensorial se compuso de 12 caracteres relacionados con el aspecto del fruto (forma; color
de fondo; patron, tono, intensidad y cantidad de chapa; tamafio de las lenticelas; color,
cantidad, zona y textura de russet; color de la pulpa), y 13 caracteres relacionados con el
flavor y la textura del fruto (grasosidad, grosor, dureza y sabor de la piel, firmeza,
jugosidad, crocanticidad, harinosidad, astringencia, dulzor, acidez, amargor y aroma). Los
caracteres cualitativos se fenotiparon mediante el uso de escalas categoricas, mientras que
los caracteres cuantitativos se fenotiparon mediante una escala numérica del 1 al 9.

RESULTADOS Y DISCUSION

El agrupamiento UPGMA revel6 una division en 5 subgrupos (Fig.1). En los que
podemos ver la separacion de las distintas variedades comerciales usadas de referencia. Los
grupos mas numerosos agrupan las variedades de referencia ‘Golden Supreme’, ‘Reineta’
y ‘Granny Smith’, las mas antiguas y con origenes diferentes. Sin embargo, tienen menos
numero de accesiones los grupos que se asocian a ‘Gala’ y a ‘Pinova’ siendo variedades de
mas reciente introduccion. Solo dos muestras, la ‘MA 379 y ‘MA 381’ resultaron ser
genéticamente idénticas, identificando las demas como genotipos unicos.

El anélisis sensorial de las variedades y accesiones analizadas mostrd una gran
variabilidad en todos los atributos evaluados, especialmente en las accesiones, permitiendo
agrupar las muestras en dos grandes grupos definidos por la intensidad del atributo
‘harinosidad’ (Fig. 2). Todas las variedades comerciales, excepto ‘Reineta’, mostraron baja
harinosidad. Se obtuvieron diferencias significativas para algunos atributos sensoriales
segun los 5 subgrupos genéticos observados. Asi, el subgrupo 3 mostr6é una acidez mayor
que los subgrupos 4 y 5, asi como una mayor cantidad de russet que los grupos 2 y 4. El
subgrupo genético 4 mostrd6 el mayor contenido de glucosa y fructosa, siendo
significativamente mayor a los contenidos del subgrupo 3.

El contenido de azucares mostro valores con amplios rangos de variabilidad, como
en el caso de la glucosa o la fructosa, donde los valores variaron desde las 7,91 = 1,90 a
los 44,15 + 1,77 g/K muestra fresca (Fig. 3) para la glucosa, y entre 42,91 + 0,59 y 101,60
+ 0,50 g/K para la fructosa. Las variedades comerciales mostraron mas rango de
variabilidad respecto a las comerciales en los contenidos de sacarosa, glucosa y fructosa.
En cuanto al analisis de caracteres fisico-quimicos (Fig. 4) la mayor variabilidad se observo
en el contenido de acidez, dando valores mas elevados en las variedades locales, y en el
indice SSC/TA, con valores muy diferentes respecto a las variedades comerciales.

Los valores de fenoles totales en piel oscilaron entre 169,8+33,6 y 963,3+15,6 mg
de acido galico por 100g de peso seco en las variedades ‘MA 225 y ‘MA 379,
respectivamente (Fig. 5), mientras que los valores de fenoles totales en pulpa oscilaron
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entre 45,1+4,6 y 665,1+43,5 mg 4cido galico por 100g de peso seco en las variedades ‘Gala
Must’ y ‘MA 117°, respectivamente. En general, el contenido en fenoles totales en la piel
fue mas elevado que en la pulpa para cada una de las variedades, aunque en las variedades
comerciales ‘Fuji’, ‘Gala’ y ‘Gala Must’ esta diferencia fue especialmente notable debido
al reducido contenido en fenoles de la pulpa. El subgrupo genético 4 mostré un contenido
de fenoles totales en piel mayor significativamente que el resto de subgrupos, y una
cantidad superior de fenoles en pulpa que el grupo 1.

CONCLUSIONES

La gran variabilidad observada en los caracteres relacionados con la calidad
organoléptica y nutracettica del fruto, el contenido en azicares y acidez y la composicion
fenolica entre las accesiones recuperadas en localidades pirenaicas de Aragon, demuestran
su valor como fuente de variabilidad e introduccion de nuevos caracteres en los programas
de mejora actuales. Los subgrupos genéticos identificados muestran diferencias
significativas en cuanto a la calidad de fruto y su contenido en azicares y compuestos
fenolicos, lo que demuestra la gran importancia del perfil genético en estos atributos.
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FIGURAS

Figura 1. Dendrograma UPGMA que representa las relaciones genéticas entre las
accesiones de manzanas locales tinicas prospectadas en zonas montafiosas de Aragon y los
cultivares de referencia.
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Figura 2. Variedades de referencia y accesiones de manzanas locales tunicas prospectadas
en zonas montafiosas de Aragon agrupadas segun sus perfiles sensoriales.

Figura 3. Contenido de aztcares sacarosa, glucosa, fructosa y sorbitol, expresados en g/kg
de muestra en 7 variedades de referencia y 21 accesiones de manzanas locales Unicas
prospectadas en zonas montafiosas de Aragon.
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Figura 4. Contenido en acidez (TA, g ac. malico/l), sdlidos solubles totales (SSC, ° Brix) e
indice de madurez (SSC/TA) en 7 variedades de referencia y 21 accesiones de manzanas
locales tnicas prospectadas en zonas montaiosas de Aragon.

Figura 5. Contenido en fenoles (mg de acido galico por 100g de peso seco) en piel y en
pulpa en 7 variedades de referencia y 21 accesiones de manzanas locales Unicas
prospectadas en zonas montafiosas de Aragon.
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Resumen

La manzana (Malus domestica) es la fruta mas cultivada en Europa. Su
consumo puede causar reacciones alérgicas en individuos susceptibles, siendo las mas
severas las inducidas por la proteina Mal d 3, presente principalmente en la piel. El
objetivo de este trabajo ha sido desarrollar un test ELISA sandwich para la
determinacion de Mal d 3. El test desarrollado se ha aplicado para determinar la
concentracion de dicha proteina en la piel de cuatro variedades de manzana (‘Granny
Smith’, ‘Golden Delicious’, ‘Opal’ y ‘Rockit’) recolectadas en diferentes grados de
madurez y conservadas durante 3 y 5 meses en atmosfera controlada (AC). Para ello,
la Mal d 3 se purifico mediante técnicas cromatograficas y de ultrafiltracion y se
inoculd en conejos para obtener antisueros. Los anticuerpos especificos se aislaron
por inmunoafinidad, utilizando Mal d 3 insolubilizada en una matriz cromatografica,
y se conjugaron con fosfatasa alcalina. En todas las muestras, se determiné también
el contenido en sélidos solubles y la acidez titulable de la pulpa, indicativos del grado
de madurez, asi como el contenido en proteina y perfil proteico de la piel. El test
ELISA desarrollado tiene un limite de deteccion de 0,9 ng/ml y un rango lineal entre
1,2 y 50 ng/ml. La concentracion de Mal d 3 de la piel de las manzanas recogidas en
el grado de madurez definido como el 6ptimo varié entre 4,4 ng/g (‘Rockit’) y 13,0
pg/g (‘Granny Smith’). Las manzanas recolectadas una semana antes o después del
momento optimo de recoleccion y las conservadas en AC mostraron concentraciones
con tendencias diferentes segun la variedad, observandose a los cinco meses una
disminucion de Mal d 3 en la variedad ‘Granny Smith’ y un aumento en las variedades
‘Golden Delicious’ y ‘Opal’. Por otra parte, se ha determinado la correlacion entre
todos los parametros estudiados.

Palabras clave: ELISA, Mal d 3, alérgenos, frutas, rosaceas.

INTRODUCCION

Las frutas son parte integral de una dieta equilibrada por sus efectos beneficios para
la salud humana, sin embargo, también son uno de los principales alimentos que causan
alergias, siendo en nuestro pais. la causa mas frecuente (44,7 % del total de alergias
alimentarias) y las frutas roséceas, entre ellas la manzana, las principales implicadas (59,4%
de las inducidas por frutas) (SEAIC, 2015). La proteina Mal d 3, perteneciente a la familia
LTP (Lipid Transfer Proteins) es la mas alergénica de la manzana e induce con frecuencia
reacciones sistémicas graves y choque anafilactico. El contenido de proteinas alergénicas
presentes en la fruta depende de la variedad, asi como de factores agrondmicos, madurez
de la fruta y condiciones de almacenamiento postcosecha (Hassan y Venkatesh, 2015).
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El objetivo principal de este estudio ha sido desarrollar una técnica ELISA para
determinar la concentracion de Mal d 3 y aplicar esta técnica para determinar su
concentracion en diferentes variedades de manzana, recolectadas en diferentes grados de
madurez y conservadas varios meses en atmosfera controlada.

MATERIALES Y METODOS

Las manzanas de las variedades ‘Golden Delicious’, ‘Granny Smith’, ‘Rockit’ y
‘Opal’ se recolectaron de cinco arboles seleccionados al azar en una finca situada en La
Almunia de Donia Godina (Zaragoza). De cada arbol se recogieron 10-15 manzanas de
diferentes zonas, las cuales se separaron en 3 lotes de 15 manzanas cada uno. Las manzanas
se recogieron en el grado Optimo de madurez comercial, asi como una semana antes y una
semana después del mismo. Ademas, las muestras recolectadas en el 6ptimo de madurez se
almacenaron en ULO (Ultra Low Oxygen,) y a 0-1 °C durante cinco meses. Todos los
analisis se realizaron por triplicado para cada lote de manzanas.

Las proteinas de la piel de las manzanas se extrajeron en una relacion 2:1 (p/v) con
tampon fosfato sodico pH 5,6 con EDTA 2mM, DIECA 10 mM y PVP al 2 %. La
purificacion de la proteina Mal d 3 se llevo a cabo a partir de los extractos obtenidos
mediante cromatografia de intercambio cationico en gel SP-Sepharose y filtracion en gel
Sephadex G-50 (Tobajas et al., 2020). La pureza se determin6 por SDS-electroforesis en
condiciones reductoras.

La proteina Mal d 3 purificada se inoculd en conejos para obtener antisueros. Los
anticuerpos especificos se purificaron mediante inmunoadsorcion, utilizando Mal d 3
insolubilizada en una matriz cromatografica. La conjugacion de los anticuerpos especificos
con la enzima fosfatasa alcalina se realiz6 utilizando un kit comercial (Abcam, Cambridge,
Reino Unido).

La técnica ELISA sandwich se ha desarrollado utilizando los anticuerpos anti-Mal
d 3 sin conjugar como reactivo de captura y con los conjugados como reactivo de deteccion.
Para ello, los pocillos de las placas se tapizaron con anticuerpos purificados anti-Mal d 3
(10 pg/ml) y después se bloquearon con ovoalbiimina al 3 % (p/v). Tras el lavado, los
pocillos se incubaron con 100 ml/pocillo de los estandares de Mal d 3 o las muestras durante
30 min. Tras realizar otro lavado, los pocillos se incubaron con anticuerpos anti-Mal d 3
marcados con fosfatasa alcalina. Finalmente, los pocillos se lavaron y se incubaron con un
sustrato comercial de la fosfatasa alcalina y tras 30 minutos a temperatura ambiente, la
reaccion se detuvo afiadiendo NaOH 2N. La absorbancia de los pocillos se midi6 a 405 nm.

El andlisis del contenido en sélidos solubles totales (SST) se realizd6 en un
refractometro digital y la determinacidon de la acidez titulable se llevé a cabo mediante
valoracion con NaOH 0,1 N utilizando un titulador automatico. La concentracion de
proteina de los extractos se cuantifico mediante la técnica colorimétrica de Bradford,
utilizando albiimina sérica bovina como patron. El perfil proteico se determind mediante
SDS-electroforesis en condiciones reductoras y la tincién de los mismos se realizé con Azul
de Coomasie y con plata. La concentracion de Mal d 3 se determind mediante la técnica
ELISA sandwich desarrollada.

El andlisis estadistico de los resultados se realizo con el programa GraphPad Prism
8, aplicando un analisis de varianza (ANOVA) con una prueba post hoc de Tukey (P <
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0,05). La relacion entre los pardmetros se determind mediante la correlacién de Pearson
con el programa Excel 2016.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo de la técnica ELISA para determinar Mal d 3. La curva de
calibracion obtenida en la técnica de ELISA sandwich para la determinacion de Mal d 3 en
las condiciones optimizadas se muestran en las Figura 1. El mejor ajuste se obtuvo al
representar la absorbancia a 405 nm de los estandares frente a la concentracion de Mal d 3
mediante una curva polinomial de segundo grado. El rango lineal de concentraciones fue
entre 1,2 y 50 ng/ml. Los limites de deteccion y cuantificacion de la técnica optimizada,
han sido de 0,9 y 2 ng/ml, respectivamente.

Contenido en SST y grado de acidez de la pulpa. La concentracion de SST de las
variedades de manzana en los diferentes grados de madurez y tiempos de almacenamiento
se muestra en la Figura 2. La variedad ‘Rockit’ es la que presento en el 6ptimo de madurez
el mayor contenido en SST (15,9 °Brix) y la ‘Granny Smith’ el mas bajo (10,3 °Brix). Este
parametro se vio poco afectado durante el periodo de recoleccion y experimenta un pequefio
aumento durante el almacenamiento, salvo en la variedad ‘Golden Delicious’, que
disminuy6 ligeramente. Respecto a la acidez titulable en el grado Optimo de madurez
(Figura 3), ‘Granny Smith’ fue la variedad mas acida, con 6,3 g acido malico/Kg, valor que
es del orden del 40-50% mayor que el de las otras variedades. La acidez no se vio afectada
de forma significativa por el grado de madurez y el tiempo de almacenamiento, salvo en la
variedad ‘Opal’ que disminuy6 un 40% a los 5 meses de almacenamiento.

Concentracion de proteina total y perfil proteico de la piel. La concentracion de
proteina de la piel de las diferentes variedades de manzana recolectadas en diferentes grados
de madurez y tiempos de almacenamiento se muestra en la Figura 4. En el 6ptimo de
madurez comercial, la variedad ‘Granny Smith’ fue la que present6 la menor concentracion
de proteina (49,2 pg/g) y la variedad ‘Golden Delicious’ la mayor concentracion (108,2
ng/g). Las variedades ‘Rockit’ y ‘Opal’ presentaron una concentracion intermedia, de 69,8
y 56,6 ng/g, respectivamente. Durante la maduracion, en la variedad ‘Granny Smith’ se
observd una disminucion de proteina mientras que en la variedad ‘Opal’ se observo la
tendencia contraria. Durante el almacenamiento, todas las variedades mostraron un
aumento gradual y marcado del contenido proteico como se indica en el trabajo de Sancho
et al. (2006), siendo la relacion entre la concentracion a los 5 meses respecto al grado de
madurez 6ptimo de 2,3, 4,9, 4,1 y 7,6 para las variedades ‘Granny Smith’, ‘Golden
Delicious’, ‘Rockit’ y ‘Opal’, respectivamente. El andlisis por SDS-electroforesis de los
extractos de piel de las cuatro variedades de manzana mostré un perfil similar, con proteinas
entre 10 y 90 kDa, aunque con bandas de diferente intensidad segun la variedad (Figura 5).
Ademas, en todas las muestras analizadas se visualizé claramente la banda correspondiente
a la proteina Mal d 3.

Concentracion de proteina Mal d 3 de la piel. Las variedades ‘Granny Smith’ y
‘Golden Delicious’ son las que presentaron en el Optimo de madurez una mayor
concentracion de Mal d 3 (aproximadamente 13 pg/g), y la variedad ‘Rockit’ el menor
contenido (4,4 pg/g) (Figura 6). Las variedades ‘Granny Smith’, ‘Rockit’ y ‘Opal’
mostraron una disminucidon de la concentracion de Mal d 3 al aumentar el grado de
madurez, mientras que en la variedad ‘Golden Delicious’ la menor concentracion
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correspondi6 al grado Optimo de madurez. Durante el almacenamiento, se observaron
pequeiias diferencias en la concentracion de Mal d 3. Asi, a los 5 meses la variedad ‘Granny
Smith’ es la tnica que experiment6 una disminucion significativa de la concentracion con
respecto al grado de madurez 6ptimo, del orden de 1,5 veces, lo que concuerda con los
resultados obtenidos para las variedades Cox y Gala (Sancho et al., 2006), mientras que las
variedades ‘Golden Delicious’ y ‘Opal’ experimentaron un incremento significativo, de 1,2
y 1,4 veces, respectivamente. Por el contrario, la variedad ‘Rockit’ presentd una
concentracion similar a los 5 meses que en el Optimo de madurez.

La correlacion entre los parametros determinados ha sido en general moderada o
baja, y con valores diferentes seglin las variedades, por lo que no es posible establecer una
tendencia en el comportamiento de los mismos.

CONCLUSIONES

La técnica de ELISA tipo sandwich desarrollada para la determinacién de Mal d 3
presenta una alta sensibilidad, siendo capaz de detectar 0,9 ng/ml.

La concentracion de proteina de la piel de manzana en el 6ptimo de madurez
comercial varia entre 49 pg/g (‘Granny Smith’) y 108 pg/g (‘Golden Delicious’). Las
manzanas recolectadas antes o después del Optimo muestran concentraciones con
tendencias diferentes segun la variedad, mientras que en todas las variedades se produce un
aumento gradual y marcado de proteina durante el almacenamiento, sobre todo en la
variedad ‘Opal’.

La concentracion de Mal d 3 de la piel de manzana en el 6ptimo de madurez
comercial varia entre 4,4 pg/g (‘Rockit’) y 13,0 pg/g (‘Granny Smith’). Las manzanas
recolectadas una semana antes o después del optimo de madurez y las almacenadas en
refrigeracion en atmoésfera controlada muestran concentraciones con tendencias diferentes
segun la variedad, observandose a los cinco meses una disminucion en la variedad ‘Granny
Smith’ y un aumento en las variedades ‘Golden Delicious’ y ‘Opal’.
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Fig. 1 Curva de calibracion obtenida con la técnica de ELISA sandwich para la
determinacion de la proteina Mal d 3.
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Fig. 2. Concentracion de sélidos solubles totales (°Brix) de las diferentes variedades de
manzana en los distintos grados de madurez comercial y durante el almacenamiento en
refrigeracion en atmdsfera controlada. Los numeros del eje de abscisas corresponden al
grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y 1, una semana antes o después del 6ptimo) y al tiempo
de almacenamiento (3, 3 meses; 5, 5 meses). Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al grado de madurez 6ptimo (* P < 0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; **** P <0,0001).
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Fig. 3. Valores de acidez titulable (g acido malico/kg) de las diferentes variedades de
manzana en los distintos grados de madurez comercial y durante el almacenamiento en
refrigeracion en atmosfera controlada. Los niimeros del eje de abscisas corresponden al
grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y 1, una semana antes o después del 6ptimo) y al tiempo
de almacenamiento (3, 3 meses; 5, 5 meses). Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al grado de madurez 6ptimo (* P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001).
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Fig. 4. Concentracion de proteina total (ng/g) en extractos de piel de las diferentes
variedades de manzana en diferentes en los distintos grados de madurez comercial y
durante el almacenamiento en refrigeracion en atmosfera controlada. Los nimeros del
eje de abscisas corresponden al grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y 1, una semana antes
o después del 6ptimo) y al tiempo de almacenamiento (3, 3 meses; 5, 5 meses). Los
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al grado de madurez 6ptimo
(*p<0705, **p<0701, ***p<07001).
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Fig. 5. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 4-20 % en condiciones reductoras de
extractos de piel de diferentes variedades de manzana en distintos grados de madurez y
tiempos de almacenamiento postcosecha. Tincion con azul de Coomasie (a,c). Tincion
con plata (b,d). (P) Patrén de pesos moleculares, (M) Mal d 3. Los numeros
corresponden al grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y +1, una semana antes o después del
optimo) y al tiempo de almacenamiento en meses en refrigeracion y atmosfera
controlada (3, 3 meses; 5, 5 meses).
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Fig. 6. Concentracion de Mal d 3 determinadas en extractos de piel de manzana de las
diferentes variedades en los distintos grados de madurez comercial y durante el
almacenamiento en refrigeracion en atmoésfera controlada. Los nimeros del eje de
abscisas corresponden al grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y 1, una semana antes o
después del optimo) y al tiempo de almacenamiento (3, 3 meses; 5, 5 meses). Los
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al grado de madurez 6ptimo
(*P<0,05; **P<0,01; *** P <0,001).
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Resumen

Previous studies on the consumers’ acceptance of apple cultivars state that their
sensory properties have a large influence on consumers’ willingness to pay (WTP).
Following this evidence, our objective was to study the effect of sensory properties in
consumers’ WTP for apples in Spain. Two apple’ cultivars (‘Golden Delicious’ and
‘Reineta’) grown at two different altitudes (higher and lower) were investigated. A
total of 195 apple consumers participated in the experiment conducted in Zaragoza
(Spain). The experiment consisted of two steps. First, participants were asked to rate
four sensory attributes (firmness, juiciness, mealiness and sweetness) for the four
apple samples. Second, participants should indicate their maximum WTP for each
apple. Finally, socio-demographic, fruit and apple consumption and purchase habits
information was collected. Results indicated that the WTP for ‘Golden D.” was higher
than for ‘Reineta’ and, higher for the apples grown in high altitude than for the ones
grown in low altitude. The only sensory property that did not influence the WTP for
the four apples was mealiness. Juiciness and sweetness positively influenced the WTP
for all the apples except for ‘Golden D.” grown in low altitude where no effect was
detected. Firmness negatively influence the WTP for ‘Golden D.’ and positively for
‘Reineta’ but only for the one cultivated in low altitude. These findings indicate that
sweeter and juicer apples might be marketed with higher prices and that higher
firmness is only appreciated in some specific cases.

Keywords: Aragon, preferences, tasting.

INTRODUCTION

Previous studies on the consumers’ acceptance of apple cultivars conclude that
sensory quality (flavour, taste and texture) is one of the most important factors influencing
the decision to buy apples, being even more important than price (Bonany et al., 2003).
Other studies state that consumers are willing to pay premium prices for apple cultivars that
are perceived superior in textural (e.g., firmness) and in flavour (e.g., sweetness)
characteristics (Hong et al 2018). Then, the consumers’ sensory evaluation and the
willingness to pay for apples are related and, this relationship has been studied in several
papers (Gallardo et al. 2017; Hong 2018; among others). Following them, our objective
was to study the effect of apples sensory properties in consumers’ WTP for apples in Spain.
Two apple cultivars (‘Golden Delicious’ and ‘Reineta’) grown at two different altitudes
(higher and lower) were investigated. Combining data from an experimental auction with
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a sensory evaluation of untrained consumers, the present study aims to: i) test whether the
WTPs and the sensory properties differs among apple cultivars at two growing altitudes; ii)
measure the effect of sensory properties (firmness, juiciness, mealiness and sweetness) and
consumers’ socio-demographic characteristics on the WTPs for the four apples.

MATERIAL AND METHODS
Products, participants, and experiment description

Two apple cultivars, a widespread (‘Golden Delicious’) and a local (‘Reineta’)
apple, were selected, both produced in two different growing altitudes. For the lower
altitude, apples cultivated in a valley site (Ebro valley, Zaragoza, ca. 300 m a.s.l.) and for
the higher altitude, apples cultivated in a hilly site (Manubles valley, Moros, ca. 800 m
a.s.l.) were studied. The apples were kept in the cold storage (1.5 °C under normal
atmosphere and 80% relative humidity (RH)) until the evaluations (4 and 6 weeks of cold
storage for ‘Reineta’ and ‘Golden D.’, respectively).

Participants were recruited by the research team with the help of consumer’s
associations and public institutions in different locations (universities, town hall learning
centers, community activity centers, etc.) in Zaragoza (middle-sized town in the Northeast
of Spain close to the two growing sites). The target population was primary food shoppers
of the household who consume apples at home and older than 18 years.

The experiment was conducted in 20 working sessions of around 10 participants,
reaching a total of 195 participants. Each session lasted approximately 1 h and were carried
out either in the morning, mid-day, afternoon, or evening. The experiment protocol was
approved by the Ethical Committee of CITA. All participants voluntarily joined the
experiment and before, they received information on the nature of the experiment and
signed an informed consent form of participation. To keep the anonymity, each participant
was assigned an identification number. The experiment was conducted from October to
November 2019, when the apples were in season.

The working sessions consisted of three tasks: consumer evaluation test, the
experimental auction, and the completion of a brief questionnaire. First, each participant
received two apple slices of the same cultivar (‘Golden D.’), one for each growing site
(hilly and valley) with some information about the cultivars and the growing attitude. They
were asked to rate four sensory attributes (firmness, juiciness, mealiness and sweetness)
using a 9-point hedonic scale (1 = dislike extremely; 9 = like extremely). The descriptors
were developed by consensus by the authors considering their experience and previous
literature on sensory analysis of apple. After, participants were asked for the maximum
price they would be willing to pay for each of them. In a second round, the other two slices
from the second cultivar (‘Reineta’) were also rated for the same descriptors, and the
maximum price they would be willing to pay was also asked. Finally, a questionnaire
gathering information on socio-demographic characteristics and fruit and apple purchase
and consumption habits was completed.

Statistical analyses

First, paired t-tests were performed to analyse whether differences in WTP and
sensory attributes scores between growing sites (hilly and valley) exist for the two apples
cultivars. Second, the WTP for each of the four apple was related with the sensory
attribute’s evaluations and the consumers’ socio-demographic characteristics and a Tobit
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model was specified and estimated (Greene, 2008). This model was chosen because, as
observed in table 1, often participants give zero values for the WTPs.

RESULTS AND DISCUSSION

Around 60 percent of the respondents were women with an average age of 51 years.
Regarding education, 47% of the respondents had a university degree and around 26% of
them had primary or secondary studies, respectively. The average family size was 3
members and 70% of households had not kids younger than 18.

The WTPs for ‘Golden D.” was higher than for ‘Reineta’ and, statistically higher
for the apples cultivated in the hilly than in the valley (Table 1). The results of the t-tests
showed significant differences on all the sensory attributes (firmness, juiciness, mealiness,
sweetness) between apples grown at the hilly and at the valley for both cultivars, except for
the juiciness in ‘Reineta’ cultivar. In the case of ‘Golden D.’, consumers reported a higher
firmness, juiciness, and sweetness on the hilly fruit than on the valley, while the contrary
happened for mealiness. In the case of the local cultivar ‘Reineta’, consumers scored
firmness lower for the fruit grown in the hilly, while the contrary happened for the rest of
sensory attributes, except for juiciness, where no statistically differences were found.

According to the Tobit model, mealiness is the only sensory property that did not
influenced the WTP for the four apple samples (Table 2). Juiciness and sweetness positively
influenced the WTP for all the apples except for ‘Golden D’ grown in the valley, where no
effect of these attributes in the WTP was detected. Firmness negatively influenced the WTP
for ‘Golden D.’ cultivar, whereas it had a positive influence in the case of ‘Reineta’ grown
in the valley.

Higher educated consumers were more willing to pay for ‘Golden D.’ cultivated in
the hilly and older consumers for ‘Golden D.’ in the valley. In addition, consumers with
higher income level were more willing to pay for both ‘Reineta’ apples while females were
less willing to pay for the ‘Reineta’ cultivated in the valley.

Our results corroborate previous studies stating that the effect of sensory attributes
in the WTPs differs across apple cultivars (Gallardo et al., 2016; Hong et al., 2018).
However, previous findings on the effect of sensory attributes on the WTPs were the same
for some of the attributes but different for other compared to our findings.
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TABLES

Table 1. Summary statistics and pairwise comparisons of WTPs and sensory attributes
evaluations by apple cultivar and growing attitude.

Golden D. Reineta
WTP Hilly  Valley t-test Hilly Valley t-test
Mean 2.10 1.65 9.05%** 1.62 1.42 3.18%**
Standard deviation 0.69 0.63 0.98 0.85
Minimum-Maximum 0-4 0-4.3 0-4 0-4
% of zero bids 0.51 3.1 16.4 16.4
Firmness
Mean 7.34 6.06 8.18%** 4.67 6.36 -8.18***
Standard deviation 0.12 0.13 0.18 0.16
Juiciness
Mean 7.43 6.08 0.27%** 5.71 5.48 1.21
Standard deviation 0.11 0.12 0.16 0.15
Mealiness
Mean 3.70 4.73 -5.97%** 6.61 4.69 9.71%**
Standard deviation 0.15 0.16 0.16 0.17
Sweetness
Mean 6.47 6.18 1.72% 4.77 3.69 5.92%*%
Standard deviation 0.14 0.14 0.18 0.16

Ak x% and * denote statistical significance at 1%, 5%, and 10% significance levels.

Table 2. Effects of sensory attributes evaluations and consumers’ socio-demographic
characteristics in WTPs for the apples: estimations of the Tobit model.

Golden Hilly  Golden Valley Reineta Hilly Reineta Valley
Constant 1.3715 1.5904 0.1181 0.4702
(3.66)*** (3.98)*** (0.22) (1.05)
Sensory attributes
Firmness -0.0711 -0.0835 0.0462 0.0688
(-2.30)** (-1.94)** (1.37) (1.98)**
Juiciness 0.0826 0.0203 0.1139 0.0762
(2.46)** (0.49) (2.43)** (1.79)*
Mealiness -0.0283 -0.0212 -0.0396 -0.0389
(-1.22) (-1.17) (-1.10) (-1.29)
Sweetness 0.0889 0.0161 0.1277 0.0985
(3.29)*** (0.66) (3.63)*** (3.37)H**
Socio-demographics
Years (continuous) -0.0028 0.0060 0.0013 0.0023
(-0.81) (1.85)* (0.24) (0.56)
Female (dummy) 0.0500 0.0486 -0.1632 -0.3665
(0.53) (0.50) (-1.18) (-2.75)%**
High income 0.0265 0.1296 0.4568 0.5137
(dummy) (0.15) (0.70) (1.67)* (1.98)**
Education (1 to 3) 0.1239 0.0659 0.0911 -0.0348
(1.77)* (0.96) (0.86) (0.86)

Note: t-ratios are in parenthesis; *** ** and * denote statistical significance at 1%, 5%,
and 10% significance levels, respectively.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue el envasado IV Gama de floretes de brocoli
‘Calabrese’ usando para ello distintos plasticos, alguno de ellos microperforados, en
combinacion con distintas atmosferas modificadas, para determinar las diferencias en
su calidad organoléptica a lo largo del almacenamiento en refrigeracion.

Los plasticos usados para el embolsado fueron Polietileno (PE), Polipropileno
Orientado (OPP) y Polipropileno Orientado+Polielileno (OPP+PE) y los parametros
analizados en dicho ensayo fueron color y apariencia externa, olor, composicion de la
atmosfera, pérdida de peso y estado de los tallos. De estos plasticos utilizados fue el
OPP+PE el que mejor mantuvo las caracteristicas organolépticas de los floretes de
broécoli durante todo el almacenamiento en refrigeracion, excepto para el olor.

Palabras clave: ‘Calabrese’, atmosfera modificada, calidad organoléptica

INTRODUCCION

En la actualidad los consumidores de frutas y hortalizas demandan productos
preparados, ‘listos para comer’ o ‘ready to eat’, siendo cada vez mas exigentes en la
seleccion, dando mucha importancia a la calidad y a la seguridad alimentaria. Existe un
interés por la vida sana, saludable, por lo que las industrias agroalimentarias se preocupan
por adaptarse a estas demandas, innovando en la eleccion de productos saludables.

Estos productos de calidad deben estar envasados en diferentes recipientes y
distintos materiales para proteger a los alimentos de los contaminantes exteriores, ofrecer
seguridad microbiologica, alargar la vida de los mismos ya sean frescos, elaborados,
congelados, etc. y favorecer el transporte y el almacenamiento en los supermercados. Por
estos motivos la eleccion del material de envasado es fundamental para la industria
alimentaria, ya sean plasticos para embolsado, latas para las conservas, botellas, etc.

Los alimentos de IV Gama estan constituidos por hortalizas, verduras y frutas que
buscan preservar sus caracteristicas naturales y frescas. Se encuentran lavadas, troceadas y
envasadas en una atmosfera que protege al alimento con el proposito de poder alargar sus
Optimas condiciones. La investigacion en este tipo de alimentos es muy importante para
ofrecer al consumidor productos cada vez mas similares a uno fresco y con todas las
garantias de seguridad alimentaria.
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MATERIAL Y METODOS

Las pellas de brocoli (Brassica oleracea var. itdlica) de la variedad ‘Calabrese’
fueron cultivadas en campos de cultivo en Murcia acorde a las técnicas agrarias
correspondientes, realizandose la recoleccion en estado de madurez comercial. Dichas
muestras fueron rapidamente transportadas en refrigeracion a la empresa “Florette La
Mancha” donde se seleccionaron, cortaron los tallos dejando solo los floretes de brocoli de
unos 3 cm de tallo y un diametro de los floretes de 6 cm. Que posteriormente fueron lavados
en agua hiperclorada y centrifugados para reducir el contenido en agua.

El ensayo experimental consistié en embolsar los floretes de brocoli en 3 plasticos
diferentes. En primer lugar se utilizd Polipropileno Orientado (OPP) de 35 um de grosor
microperforado, otro fabricado con Polietileno (PE) también microperforado de 25 pm de
grosor y por ultimo un plastico formado por una combinacioén de Polipropileno Orientado
de 30 um de grosor junto con Polietileno 25 um, en este caso sin microperforar (OPP+PE).
Todos los plasticos fueron proporcionados por la empresa “Florette La Mancha”.

Con ambos plésticos microperforados se hicieron un total de 42 bolsas, 21 de ellas
con una atmosfera modificada inicial con un contenido bajo en O por la adiciéon de N> y
las otras 21 bolsas sin adiccion de este gas.

Por otro lado, se embolsaron 21 bolsas en el plastico sin microperforar formado por
OPP+PE con la adicion de N> donde se obtuvieron unos valores de O> por debajo del 1%
(Figura 1).

Las bolsas fueron todas de 20 x 22 cm y en ellas se envasaron aproximadamente
125 g de brocoli.

El brocoli se puede deteriorar rapidamente después de la cosecha, por lo que las
bajas temperaturas entre 0 y 4°C son esenciales para mantener su calidad (Cantwell y
Suslow, 1999). Ademas, la luz puede afectar a la calidad y pérdida de peso del brocoli en
almacenamiento (Sanz et al., 2008) por lo que en este ensayo experimental el brocoli ya
embolsado se almacend a 3°C y en condiciones de oscuridad.

Los dias 0, 3, 6, 10, 15, 20, 30 de almacenamiento se realizaron las comprobaciones
de grado de color y apariencia externa, composicion de la atmosfera, estado del tallo, olor
y porcentaje de pérdida de peso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio estuvieron en concordancia con los
obtenidos por estudios anteriores, tales como los de Artés (2006) y Fernandez-Leon et al.
(2013). En la Figura 1 se observa que las muestras de brocoli embolsadas en los plasticos
microperforados de PE (con y sin Nz) y OPP (con y sin N») presentaron al principio del
almacenamiento en refrigeracion (primera semana) buen color, apariencia general y estado
del tallo, a partir de la segunda semana dichas muestras estuvieron por debajo del limite de
comercializacion (valor 3) e incluso, al final del almacenamiento (aproximadamente 1 mes)
algunas muestras estuvieron por debajo del limite de comestibilidad (valor 2).
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El pléastico combinado OPP+PE (con inyeccion inicial de N2) mantuvo en buen
estado la apariencia externa, color y tallo del brocoli envasado, encontrandose todas las
muestras por encima del limite de comercializacion durante todo el almacenamiento en
refrigeracion.

La composicion de la atmdsfera, dentro de la bolsa con brdocoli, evolucion6é de forma
estadisticamente muy similar en los plasticos microperforados usados (PE y OPP) con o sin
adicion de N> a los 3 dias de almacenamiento en refrigeracion.

La atmosfera creada en las bolsas, con brocoli, de OPP+PE con N2 no presento
cambios significativos a lo largo del almacenamiento en refrigeracion.

Con respecto al olor, fueron las muestras de brocoli embolsadas con OPP+PE con
N las que presentaron peor olor, es decir, un olor que no era el caracteristico de este vegetal
fresco, a lo largo del almacenamiento en refrigeracion.

Con el plastico OPP+PE con N2 fue con el que se produjeron menores pérdidas de
peso del brocoli a los 30 dias de almacenamiento en refrigeracion.

CONCLUSIONES

Por lo tanto, el plastico OPP+PE con N fue con el que mejor se mantuvieron las
cualidades organolépticas analizadas del brécoli envasado, excepto para el olor. Cabria
pensar en probar este plastico con microperforaciones y/o con una menor inyeccion de N»
para conseguir un porcentaje mayor de O y evitar desarrollo de olores poco caracteristicos.
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Fig. 1. Porcentaje de oxigeno y pérdida de peso, asi como la evaluacion del olor y estado
del tallo de los floretes de brocoli, envasados en los distintos plasticos a lo largo del
almacenamiento en refrigeracion.
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Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum) es la especie horticola de mayor produccion
mundial después de la patata y es un alimento funcional de enorme importancia a
nivel mundial por su elevado consumo per capita y su composicion nutricional: bajo
aporte caldrico y elevado contenido en fitonutrientes antioxidantes como los
carotenoides. Una estrategia de gran interés agronémico consiste en aumentar la
calidad del fruto mediante el cultivo de las plantas en condiciones de estrés abiotico,
condiciones predominantes en la cuenca mediterranea y que pueden inducir un efecto
positivo en la calidad del fruto. Sin embargo, los efectos del estrés abidtico sobre la
calidad son muy variables y ocasionalmente contradictorios. Con el objetivo de
dilucidar si es posible aumentar la calidad del fruto de tomate cuando el cultivo se
realiza en condiciones de estrés, se ha cultivado la variedad comercial Moneymaker
durante dos afios consecutivos en dos invernaderos, uno con condiciones ambientales
semi-controladas y otro no controladas o naturales con altas temperaturas, en cultivo
de primavera-verano y de otofo-invierno, haciendo uso de aguas salinas o no para el
riego, con diferentes concentraciones de NaCl. El resultado mas destacable obtenido
es la mejora de la calidad debido a la salinidad en cultivo de otofio-invierno, reflejado
en la acumulacion de carotenoides, independientemente de las condiciones de cultivo,
naturales o semi-controladas. Sin embargo, en cultivo de primavera-verano influyen
las condiciones de cultivo del invernadero, y solo aumenta la calidad fisico-quimica,
mientras que el contenido en carotenoides se ve negativamente afectado por las tan
altas temperaturas (>40 °C) que se alcanzan en el invernadero de condiciones
naturales.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, temperatura, salinidad, calidad fisico-quimica,
carotenoides.

INTRODUCCION

Hoy en dia la produccion agricola se enfrenta a un doble desafio: ofrecer productos
de mejor calidad, en particular en lo que respecta al contenido de fitonutrientes, para una
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poblacion mundial en constante crecimiento, llevando a cabo el cultivo en condiciones
adversas debido al cambio climatico, donde se prevé una mayor duracion, frecuencia e
intensidad de las altas temperaturas y menores precipitaciones (IPCC 2022), que junto a la
creciente urbanizacién y demanda de agua para consumo humano, servicios e industria
obliga a la agricultura a roturar suelos y usar aguas de baja calidad con alto contenido en
sales (Massaretto et al., 2018). Estas condiciones de cultivo en salinidad y con estrés por
calor son propias de zonas aridas y semiaridas como la cuenca mediterranea, donde se
encuentran cuatro de los diez paises que son los mayores productores mundiales de tomate
(Turquia, Egipto, Espana e Italia, FAOSTAT 2020). El tomate (Solanum lycopersicum) es
la segunda especie horticola en producciéon mundial después de la patata, y la segunda en
términos de rendimiento después del pepino (FAOSTAT, 2020). Es una fuente principal de
fitonutrientes para la dieta humana debido a su alto consumo per cdpita a nivel mundial
(Bergougnoux, 2014; Liu et al., 2015). Una estrategia de gran interés agronémico consiste
en el cultivo en condiciones de estrés abidtico por el efecto positivo que induce en
determinados aspectos de la calidad de fruto (Fanciullino et al., 2014; Toscano et al., 2019).

El objetivo de este trabajo consiste en dilucidar los cambios en pardmetros estandar
de calidad de fruto de una variedad comercial de tomate (cv Moneymaker) en diferentes
condiciones de cultivo de invernadero (estacion del afo, tipo de invernadero y nivel salino
solucion de fertirrigacion), causantes de estrés abidtico, fundamentalmente debido a la
temperatura y la salinidad, con el fin de identificar aquellas condiciones que repercuten mas
positivamente en dicha calidad.

MATERIAL Y METODOS

Se cultivaron 12 plantas de tomate Solanum lycopersicum L. cv Moneymaker en
cada condicion salina (0, 50 y/o 100 mM NacCl). Se ha seleccionado este cultivar comercial
por su mecanismo representativo de tomate cultivado en salinidad (Martinez-Rodriguez et
al., 2008). En cada estacion, primavera-verano (V) y otono-invierno (I), el cultivo se llevd
a cabo en dos invernaderos: uno de condiciones medioambientales (temperatura y humedad
relativa) no controladas/naturales (NC), sito en la finca experimental del CEBAS en
Santomera (Murcia) (38.105°N, 1.035°0), y otro de condiciones semi-controladas (SC) sito
en el campus de la Universidad de Murcia en Espinardo (Murcia) (38.019°N, 1.167°0). La
germinacion de las semillas y el cultivo de las plantas se llevo a cabo en sustrato inerte y
con fertirrigacion segun Meco et al. (2019), aplicando 0, 50 y 100 mM NaCl en la
fertirrigacion. En la Fig. 1 se presentan los valores promedio + DS de la temperatura y
humedad relativa maximas y minimas diarias durante la etapa de desarrollo reproductivo
(tras el cuaje del fruto) de las plantas en las distintas campafias e invernaderos,
monitorizados mediante sensores-registradores.

Para el analisis de calidad de fruto se recolectd un minimo de 30 frutos maduros, se
pesaron y se distribuyeron en tres réplicas. Se troced el pericarpio de los frutos de cada
réplica; una parte se congelo en nitrogeno liquido y se guard6 a -80°C hasta su posterior
analisis, y la otra se pes6 inmediatamente (peso fresco, PF), se seco en estufa a 80°C hasta
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obtener un peso constante (peso seco, PS) (72 h de secado) para calcular el contenido en
agua ((PF-PS)/PS), expresado en g H2O g™! PS. La determinacion del contenido en sélidos
solubles totales (SST) y acidez valorable (AV) se llevaron a cabo en el material congelado
de acuerdo con Meza et al. (2020), y se calcul6 el indice de maduraciéon (IM=SST/AV).
Los carotenoides totales se analizaron también con material congelado segtin el método de
Nagata y Yamashita (1992). Los resultados se han expresado como media + ES y se
analizaron estadisticamente mediante ANOVA de un factor con un nivel de confianza de
p <0,05, aplicado a conjuntos de 10 frutos por réplica de una muestra constituida por tres
réplicas. Cuando el ANOVA resulto significativo se aplico el test de Rangos Multiples de
Tukey para comparar los valores medios de cada variable en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto a la temperatura minima no hay diferencias entre los dos invernaderos, y
las diferencias se deben a la época de cultivo, alcanzandose valores medios de 8°C en I y
de 17°C en V. Sin embargo, las temperaturas maximas difieren segtn el tipo de invernadero
asi como la época de cultivo, siendo mayores en el invernadero de condiciones NC,
especialmente en el cultivo de V. Asi, en esta época los valores medios son de 30°C y 46°C
en los invernaderos de condiciones SC y NC, respectivamente. Respecto a la HR, solo se
observan diferencias en los valores minimos y estan son debidas al tipo de invernadero,
siendo en condiciones SC aproximadamente el doble que en NC, independientemente de la
época de cultivo (Fig. 1). En tomate se ha comprobado que el desarrollo vegetativo es
menos sensible a incrementos de temperatura. Asi, dafios estructurales del fotosistema II
no se detectan hasta los 38°C, mientras que los efectos en el desarrollo reproductivo
empiezan a detectarse sobre los 30°C (Lu et al., 2017; Almeida et al., 2021). En resumen,
las plantas desarrolladas en condiciones NC sufren estrés por alcanzarse muy altas
temperaturas en V, mientras que en condiciones SC es mucho menor el estrés térmico.

Conseguir mayor calidad y acumulacion de metabolitos en el fruto de tomate es un
objetivo prioritario dado su alto consumo per capita (Hou et al. 2020), y una estrategia para
incrementar la calidad que esta emergiendo en los ultimos afios es el cultivo bajo
condiciones de estrés abidtico como ya hemos mencionado, pudiendo asi incrementarse
tanto metabolitos primarios como secundarios. Estos ultimos, como los carotenoides, son
potentes antioxidantes y el estrés abidtico induce generalmente un estrés oxidativo
secundario al cual las plantas tienen que responder. En nuestro estudio, las plantas se
cultivaron sin sal (0) y en medio salino, utilizando un nivel moderado y un nivel alto de
estrés salino (50 y 100 mM NacCl). El efecto negativo inducido por la salinidad es evidente
en el peso del fruto, que experimenta una reduccion importante desde 50 mM NaCl,
respecto a los frutos desarrollados sin sal (Fig. 2). Esto se debe principalmente a la
reduccion del contenido de agua de los frutos que se han desarrollado en medio salino, ya
que la salinidad provoca un efecto similar a la sequia al reducir la absorcion y transporte de
agua debido al estrés osmotico (Munoz-Mayor et al., 2012) (Fig. 2).

Se han analizado los contenidos de sélidos solubles totales (SST) y acidez valorable
(AV), y se ha cuantificado el indice de maduraciéon (IM), un caracter importante en la
calidad del fruto. Como era esperable, el contenido en SST se incrementa con la salinidad
en las diferentes condiciones, aunque los mayores valores se alcanzan en condiciones NC
(Fig. 3). Asi, los frutos de las plantas cultivadas sin sal en condiciones NC y en V alcanzan
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un valor similar a aquellos obtenidos en frutos de plantas cultivadas en condiciones SC con
sal, mientras que el maximo valor corresponde a los frutos de plantas cultivadas con 50 mM
NaCl en V y en condiciones NC. En estos frutos se observa un aumento incluso mayor en
el IM debido sobre todo a este contenido en SST (Fig. 3). Respecto a la AV los mayores
valores se alcanzan en los frutos de las plantas cultivadas con 100 mM NaCl en condiciones
SC en cultivo de V y en condiciones NC en 1. Estos aumentos en AV son los responsables
de los menores valores de IM en estos frutos (Fig. 3).

Los cambios metabolicos del fruto de tomate pueden ser diferentes segun el tipo de
estrés abidtico al que se vea sometida la planta. Asi, los estreses salino e hidrico conducen
generalmente a un incremento de metabolitos (Meza et al. 2020), mientras que el estrés
térmico parece tener un impacto diferente (Herndndez et al., 2015). Almeida et al. (2021)
observaron que el estrés de calor afectaba negativamente a la acumulacion de carotenoides
cuando el estrés tenia lugar en estados avanzados del desarrollo del fruto. Esta es la
situacion en las plantas cultivadas en condiciones NC en V; efectivamente los frutos
desarrollados en plantas sin sal el nivel de carotenoides es significativamente menor en V
en condiciones NC (Fig. 3). Este mismo efecto se observa en el cultivo con sal, donde los
menores valores corresponden a las plantas del cultivo de V, en condiciones SC y NC
(Fig. 3). No obstante es interesante sefialar que el efecto negativo inducido por el estrés
térmico en la acumulacioén de carotenoides parece compensarse hasta cierto grado con el
efecto positivo debido a la salinidad (Massaretto et al., 2018; Meza et al., 2020). El
resultado mas destacable es la mayor acumulacion de carotenoides inducida por la salinidad
en cultivo de I, independientemente de las condiciones de cultivo, SC y NC (Fig. 3).

CONCLUSIONES

En este estudio se ha comprobado que es posible aumentar la calidad del fruto de
tomate cuando el cultivo se realiza en condiciones de estrés, lo que resulta de gran interés
teniendo en cuenta las altas temperaturas alcanzadas en la cuenca mediterranea durante el
cultivo de primavera-verano, y el uso frecuente de aguas salinas para el riego debido a la
escasez de aguas de buena calidad. En cultivo de primavera-verano, donde predomina el
estrés por alta temperatura durante el periodo reproductivo, particularmente en el cultivo
en condiciones no controladas, es destacable el aumento de SST e IM, especialmente
cuando las plantas se cultivan con niveles moderados de estrés salino, lo que refleja un
efecto positivo de ambos estreses en la calidad sensorial del fruto. En cultivo de otofio-
invierno se observa un cambio metabolico muy importante y es la marcada acumulacion de
carotenoides con la salinidad, independientemente de las condiciones de cultivo, semi-
controladas o no controladas (naturales) de las plantas.
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FIGURAS

Fig. 1. Valores maximos y minimos de temperatura y humedad relativa (HR) diarios
alcanzados durante el periodo reproductivo en dos invernaderos: uno de condiciones semi-
controladas (SC) y otro no-controladas (NC). En ambos invernaderos, el cultivo se realiz
en dos épocas diferentes, otofio-invierno (I) y primavera-verano (V). Ademas, las plantas
se cultivaron sin sal (0) y con sal (50 y 100 mM NaCl). Valores como media + DS.

Fig. 2. Peso del fruto (A) y contenido de agua (B) de cv. Moneymaker. Las plantas se
cultivaron en dos invernaderos, uno de condiciones semi-controladas (SC) y otro no-
controladas (NC), y en dos épocas de cultivo, otono-invierno (I) y primavera-verano (V).
Ademas, las plantas se cultivaron sin sal (0) y con sal (50 y 100 mM NaCl). Se representan
los valores medios + ES. Los valores medios que no tienen letras en comun son
significativamente diferentes seglin el test de Tukey (p < 0,05).
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Fig. 3. Contenido en solidos solubles totales (A), acidez valorable medida como % de 4cido
citrico (B), indice de maduracion (C), y contenido de carotenoides totales (D) en los frutos
de cv. Moneymaker. Las plantas se cultivaron en dos invernaderos, uno de condiciones
semi-controladas (SC) y otro no-controladas (NC), y en dos épocas de cultivo, otofio-
invierno (I) y primavera-verano (V). Ademas, las plantas se cultivaron sin sal (0) y con sal
(50 y 100 mM NacCl). Se representan los valores medios + ES. Los valores medios que no
tienen letras en comun son significativamente diferentes segun el test de Tukey (p < 0,05).
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Resumen

La agricultura esta enfrentiandose a un gran reto debido al cambio climatico,
y sus efectos seran mayores en zonas aridas y semiaridas, con altas temperaturas y
escasez de agua, como es la cuenca mediterranea. Dado el proyectado incremento de
la poblacion mundial, los frutos van a ser la principal fuente de vitaminas, minerales
y antioxidantes para millones de personas en un futuro préximo. Por consiguiente, un
objetivo prioritario es aumentar la calidad del fruto sin que ello suponga reducciones
importantes en la produccion en condiciones ambientales adversas. El tomate
(Solanum lycopersicum) es la especie horticola que suministra mayor cantidad de
dichos fitonutrientes a la dieta humana debido a su alto consumo per capita en el
mundo. Como consecuencia de la erosion genética la recuperacion de variedades
tradicionales adaptadas a las condiciones semiaridas de la cuenca mediterranea puede
ser de gran interés para conseguir una estabilidad del cultivo y simultineamente una
alta calidad de fruto. Con una coleccion de variedades tradicionales de tomate del
Sureste espafiol, registradas en la Red de Agroecologia y Ecodesarrollo de 1a Region
de Murcia (RAERM), se ha llevado a cabo durante dos afios consecutivos su
fenotipado y caracterizacion en condiciones mediterraneas, con altas temperaturas y
utilizando aguas salinas, usando como referencia el cv comercial ‘Moneymaker’.
Dentro de los grupos evaluados por el color del fruto, incluido rojo oscuro 'negro',
rosa y amarillo, y por otras caracteristicas fenotipicas, se presentan las variedades
seleccionadas por incrementar diferentes aspectos de la calidad del fruto, incluyendo
mayores contenidos de metabolitos primarios y secundarios como carotenoides.

Palabras clave: Estrés por altas temperaturas, salinidad, tamafio y color del fruto, calidad
fisico-quimica, carotenoides.

INTRODUCCION

Los informes del Panel Intergubernamental para el Cambio Climatico (IPCC)
advierten de una mayor frecuencia, duracion e intensidad de fenémenos de sequia, calor y
salinidad, este ultimo debido al obligado uso de aguas de peor calidad con mayor contenido
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en sales debido a la escasez creciente de recursos hidricos (IPCC 2022). Estos van a afectar
muy negativamente a la produccion agricola, especialmente en zonas aridas y semiaridas
(Huang et al., 2016). No obstante, el cultivo de especies horticolas en condiciones de estrés
abidtico puede tener un efecto positivo en determinados aspectos de la calidad de fruto
(Fanciullino et al., 2014).

El tomate (Solanum lycopersicum) es la especie horticola de fruto carnoso de mayor
importancia agroalimentaria a nivel mundial. Durante los Gltimos 20 afos su produccion
asi como el area dedicada a su cultivo se han duplicado, siendo la séptima especie cultivada
mas importante a nivel mundial. Desde el punto de vista de la calidad nutricional, el tomate
se ha convertido en un alimento funcional de primer orden pues es la especie horticola que
suplementa la mayor cantidad de metabolitos a la dieta humana por su elevado consumo
per capita (Bergougnoux, 2014; Cocaliadis et al., 2014). Los efectos beneficiosos para la
salud de estos compuestos fitoquimicos han sido ampliamente revisados (Liu et al., 2015).
Uno de los mayores retos a los que se enfrenta actualmente la mejora genética del tomate
es aumentar su calidad de fruto (Gascuel et al., 2017), aunque un grave problema de la
mejora es la erosion genética de la especie (D'Esposito et al., 2017). La necesidad de buscar
nuevas fuentes de diversidad genética ha puesto de relieve el interés de las variedades
tradicionales, en gran medida inexploradas en lo que respecta a su calidad de fruto y su
tolerancia a condiciones medioambientales adversas de cultivo (Gascuel et al., 2017;
Massaretto et al., 2018).

Disponemos de una amplia coleccion de variedades tradicionales de tomate
procedentes del Sureste espafiol, conservada y registrada por la Red de Agroecologia y
Ecodesarrollo de la Region de Murcia (RAERM) (Egea-Fernandez et al., 2015). Estas
variedades estan adaptadas a las adversas condiciones climatologicas y edafologicas de la
cuenca mediterranea como es la aridez y el calor. En este trabajo se han caracterizado 21
variedades tradicionales de dicha coleccion cultivadas en invernadero, en las condiciones
naturales del Sureste espafiol durante primavera-verano, con el objetivo de seleccionar
aquellas mas prometedoras por su calidad de fruto.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado 21 variedades tradicionales de tomate (S. /ycopersicum L.) de
diversas localidades geograficas del Sureste espafiol, recolectadas y registradas por
RAERM (Tabla 1). Como referencia del ensayo se ha utilizado la variedad comercial
Moneymaker (MM) por presentar un mecanismo representativo del tomate cultivado en
salinidad (Martinez-Rodriguez et al., 2008). El cultivo se realizd en un invernadero de
condiciones naturales, cultivando las plantas en sustrato inerte y fertirrigacion segun las
condiciones de Estail et al. (2005). A la solucidn de fertirrigacion se anadio NaCl hasta una
CE de 4 dS m'. El cultivo se llevd a cabo en dos campafias sucesivas de verano (2018 y
2019). En la Fig. 1 se presentan los valores méximos diarios de temperatura durante el
cultivo en ambas campanas, monitorizados mediante sensores-registradores.

Se cultivaron 6 plantas de cada variedad, y para el analisis de calidad de fruto se
recolectd un minimo de 25 frutos maduros en las variedades de tamafio medio-grande y de
60 en las de fruto pequefio. El total de frutos por variedad se pesaron y distribuyeron en tres
réplicas. Se troced el pericarpio de los frutos de cada réplica; una parte se congeld en
nitrogeno liquido y se guardd a -80°C hasta su posterior andlisis, y la otra se peso
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inmediatamente (peso fresco, PF), y se seco en estufa a 80°C hasta obtener un peso
constante (peso seco, PS) (72 h de secado), para calcular contenido de agua (PF-PS/PS).

Las determinaciones del contenido en sélidos solubles totales (SST), acidez
valorable (AV), indice de maduracion (IM) y contenido en carotenoides totales se llevaron
a cabo en las muestras congeladas, segiin Massaretto et al. (2018) y Meza et al. (2020). Los
resultados se han expresado en valores relativos a la referencia MM cultivada en las mismas
condiciones que las variedades tradicionales en ambas campanas (verano de 2018 y de
2019), considerando el valor 100% el promedio de los valores alcanzados en MM. Se ha
aplicado el test ¢ de Student (p<0,05) para hallar diferencias significativas con MM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las variedades tradicionales de tomate que se han caracterizado para calidad de
fruto, en condiciones de cultivo de alta temperatura y salinidad moderada, se han
clasificado en tres grupos segun el color del fruto (Tabla 1): - Variedades de fruto de color
amarillo, de tamafio grande (Ly3) y pequefio tipo ‘bombilla’ (Ly60 y Ly62); - de color rojo
oscuro ‘negro’, que destacan por su tamafio grande (Ly28, Ly29, Ly31, Ly32, Ly33 y
Ly34); - de color rosado de tamafio pequefio (Ly69), grande (Ly96 y Ly169) o muy grande
(Ly37). El cuarto grupo engloba variedades seleccionadas por diferentes caracteristicas que
pueden ser de interés, como su forma de pimiento (Ly97), tipo acostillado o redondo,
carnoso en ambos casos (Lyl109 y Lyl30, respectivamente), menor biomasa vegetativa
comparada con el n° de frutos (Ly84) u otra informacidn previa obtenida de agricultores.
En la Fig. 2 se presentan fotos representativas de los diferentes tipos de frutos.

Con respecto al tamafio de fruto estimado por peso se observa que las variedades de
color negro son mas grandes que MM en todos los casos; lo mismo ocurre con las de color
rosa (Ly96, Ly37 y Lyl69), salvo la clasificada de pequefio tamano (Ly69), y otras
variedades (Ly109 y Ly130), al igual que la variedad amarilla Ly3 (Fig. 3A). Es interesante
resaltar que el contenido de agua del fruto en la mayoria de las variedades es igual o superior
al de MM (Fig. 3B) y, por tanto, cualquier aumento en los pardmetros de calidad no se debe
a un efecto de concentracion de solutos por deshidratacion. Incluso hay variedades con %
de agua mayores del 25% respecto a MM. Es en las variedades grandes donde se ha
observado un mayor contenido en agua: las variedades negras Ly28, Ly29, Ly31 y Ly34,
la variedad rosa Ly169 y otras variedades (Ly109, Ly111 y Ly130).

Respecto al contenido en SST hay que resaltar los mayores valores de todas las
variedades amarillas con respecto a MM, mientras que en los otros grupos solamente en
algunos casos se ha observado valores significativamente mayores que MM como en el
negro Ly33 y en Ly97, esta tltima seleccionada por la forma del fruto similar a un pimiento
(Fig. 4A) (Fig. 2, ilustracion Ly97). En cambio, respecto a AV destacan los mayores valores
obtenidos para algunas variedades negras (Ly29, Ly32 y Ly33) y en la variedad amarilla
de tamafio grande (Ly3). Por el contrario, las variedades rosas o seleccionadas por otras
caracteristicas presentan unos valores de AV mas bajos que MM (Fig. 4B).

Estas variaciones en SST y AV repercuten en el IM. Asi en las variedades tipo
‘bombilla amarillo’ se observa mayores valores debido al mayor contenido en SST,
mientras que en la variedad rosa Ly96 y otras variedades como Ly84, Ly92 y Ly97 estos
mayores valores se deben a la menor AV, y en el caso de Ly97 también a un mayor
contenido en SST. En el caso particular de la variedad amarilla de tamafio grande (Ly3) el

53



menor valor de IM se debe a que el incremento de AV es mayor que el de SST. En las
variedades negras Ly29 y Ly32 el menor IM se debe a la elevada AV (Fig. 4C).

Si se comparan estos resultados con el contenido en agua de los frutos hay que
destacar las variedades amarilla Ly3, negra Ly33 y la de fruto con forma de pimiento Ly97
con contenido en agua similar a MM, que presentan un mayor contenido en SST y AV.
Este conjunto de resultados revela que estas variedades experimentan un incremento
intrinseco del contenido en azlcares solubles y 4cidos organicos comparado con MM. Las
variedades de tamafio pequefio tipo bombilla amarillo (Ly60 y Ly62) también presentan un
mayor contenido en SST pero su contenido en agua es significativamente inferior a MM y
por tanto se deben al menos parcialmente a un efecto de concentracion de solutos. El efecto
contrario, la dilucion de solutos, se observa en aquellas variedades con mayores contenidos
de agua en fruto como la variedad negra Ly34, rosa Lyl69 y las variedades de fruto
acostillado y redondo carnosos (Ly109 y Ly130), asi como Ly111 tipo redondo de ensalada
(Fig. 3B, 4A, 4B y 4C).

Con respecto al contenido en carotenoides totales destacan los bajos valores
obtenidos para las variedades de fruto de color amarillo, tal como era de esperar en los
frutos de este color donde se bloquea la produccion de licopeno, aunque estos podrian tener
niveles mas altos de otros fitonutrientes. Es interesante destacar las variedades que
presentan valores elevados de estos pigmentos comparados con MM: la variedad negra
Ly28, la rosa Ly96 y las variedades tipo acostillado y redondo carnosos Ly109 y Ly130.
También se observa una tendencia a acumular dichos compuestos antioxidantes en las
variedades rosa Lyl169 y Tomate Pimiento Ly97. Estos resultados revelan el potencial
interés que tienen todas ellas desde el punto de vista de la calidad nutricional (Fig. 5).

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta las condiciones de altas temperaturas y aguas moderadamente
salinas del cultivo, el andlisis de estos resultados de calidad de fruto ha permitido una
primera seleccion de variedades prometedoras (i) por su superior contenido intrinseco en
metabolitos primarios, azucares y d4cidos orgédnicos, tan importantes en la calidad
organoléptica (variedad Amarilla Ly3 y negra Ly33); (ii) por su elevado contenido en
carotenoides, tan importantes para la calidad nutricional (variedades negra Ly28, rosa
Ly96, y tipos acostillado y redondo rojos y carnosos Ly109 y Ly130), y (iii) por su forma
de fruto la variedad Tomate Pimiento Ly97, que presenta un mayor contenido en SST y una
clara tendencia a acumular carotenoides. Con las variedades seleccionadas se procedera a
un andlisis de metabolitos primarios (azlcares, acidos orgdnicos y aminoacidos) y
secundarios (carotenoides, tocoferoles, polifenoles y compuestos volatiles).

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo de investigacion forma parte de un proyecto financiado por la
Comunidad Auténoma de la Region de Murcia a través de la convocatoria de Ayudas a
proyectos para el desarrollo de investigacion cientifica y técnica por grupos competitivos,
incluida en el Programa Regional de Fomento de la Investigacion (Plan de Actuacion 2019)
de la Fundacion Séneca, Agencia de Ciencia y Tecnologia de la Region de Murcia (Ref.
20845/P1/18). IE agradece la ayuda RyC de la AEI (Ref. RyC2018-023956-I).

54



REFERENCIAS

Bergougnoux, V. (2014). The history of tomato: from domestication to biopharming.
Biotechnol. Adv. 32:170-189.

Cocaliadis, M.F., Fernandez-Mufioz, R., Pons, C., Orzaez, D. and Granell, A. (2014).
Increasing tomato fruit quality by enhancing fruit chloroplast function. A double-edged
sword?. J. Exp. Bot. 65: 4589—4598.

D’Esposito, D., Ferriello, F., Dal Molin, A., Diretto, G., Sacco, A., Minio, A.,Barone, A.,
Di Monaco, R, Cavella, S., Tardella, L., Giuliano, G., Delldonne, M., Fruscianti, L. and
Ercolano, M.R. (2017). Unraveling the complexity of transcriptomic, metabolomic and
quality environmental response of tomato fruit. BMC Plant Biol. 17:66.

Egea-Fernandez J.M., Egea J.M., Egea I. And Rivera, D. (2015). Recursos Fitogenéticos.
En : Cultivos promisorios para enfriar el clima y alimentar al mundo. Una propuesta
agroecoldgica para tierra de iberos. Pp. 13-24. ISBN: 978-84-608-3897-5.

Estafi, M.T., Martinez-Rodriguez, M.M., Perez-Alfocea, F., Flowers, T.J. and Bolarin,
M.C. (2005). Grafting raises the salt tolerance of tomato through limiting the transport
of sodium and chloride to the shoot. J. Exp. Bot. 56: 703-712.

Fanciullino, A.L., Bidel, L.P.R., Urban, L. (2014). Carotenoid responses to environmental
stimuli: integrating redox and carbon controls into a fruit model. Plant Cell Env. 37:
273-289.

Gascuel, Q., Diretto, G., Monforte, A. J., Fortes, A. M., and Granell, A. (2017). Use of
natural diversity and biotechnology to increase the quality and nutritional content of
tomato and grape. Front. Plant Sci. 8:652.

Huang, J., Ji, M., Xie, Y., Wang, S., He, Y. and Ran, J. (2016). Global semi-arid climate
change over last 60 years. Clim. Dyn. 46:1131-1150.

IPCC, 2022: Climate Change 2022: Impacts, Adaptation, and Vulnerability. Contribution
of Working Group II to the Sixth Assessment Report of the Intergovernmental Panel on
Climate Change [H.-O. Portner, D.C. Roberts, M. Tignor, E.S. Poloczanska, K.
Mintenbeck, A. Alegria, M. Craig, S. Langsdorf, S. Loschke, V. Mdller, A. Okem, B.
Rama (eds.)]. Cambridge University Press. In Press. https://www.ipcc.ch/report/sixth-
assessment-report-working-group-ii/

Liu, L., Shao, Z., Zhang, M., and Wang, Q. (2015). Regulation of carotenoid metabolism
in tomato.Mol. Plant 8, 28—39.

Martinez-Rodriguez, M.M., Estan, M.T., Moyano, E., Garcia-Abellan, J.O., Flores, F.B.,
Campos, J.F., Al-Azzawi, M.J., Flowers, T.J. and Bolarin, M.C. (2008). The
effectiveness of grafting to improve salt tolerance in tomato when an ‘excluder’
genotype is used as scion. Environ. Exp. Bot. 63: 392-401.

Massaretto, I.L., Albaladejo, 1., Purgatto, E., Flores, F.B., Plasencia, F., Egea-Fernandez,
J.M., Bolarin, M.C. and Egea, . (2018). Recovering tomato landraces to simultaneously
improve fruit yield and nutritional quality against salt stress. Front. Plant Sci. 9:1778.

Meza, S.L.R., Egea, 1., Massaretto, I.L., Morales, B., Purgatto, E., Egea-Fernandez, J.M.,
Bolarin, M.C. and Flores, F.B. (2020). Traditional tomato varieties improve fruit quality
without affecting fruit yield under moderate salt stress. Front. Plant Sci. 11, 587754.

55



TABLAS

Tabla 1. Variedades tradicionales de tomate evaluadas en este estudio

Codigo | Nombre variedad |Origen Geografico| Registro | Clasificacion en grupos

Ly3 Amarillo Calar de la Santa 2004
Bombilla amarillo FRUTO COLOR
Ly60 aperad‘o ' Bullas 2005 AMARILLO
Bombilla amarillo

Ly62 'buenos' Bullas 2005
Ly28 Negro Bajil 2004
Ly29 Negro Socovos 2004
Ly31 Negro Bullas 2004 FRUTO COLOR ROJO
Ly32 Negro Socovos 2004 OSCURO 'NEGRO'
Ly33 Negro Zaen de Arriba 2004
Ly34 Negro especial Peralejo-Calasparra 2004
Ly69 Rosita Totana
Ly96 flor de baladre rosa  |Calasparra 2012
Ly37 Rosado de Bullas Bullas 2012 FRUTO COLOR ROSA
Lyl169 |Rosado del Calar El Calar de la Santa [2012
Ly46  [Dulce Calasparra 2004
Ly84 Muchamiel Aperado |El Gigante (Lorca) 2010
Ly92 Pera grueso Guardamar 2012
Ly97  |[Tomate Pimiento Cartagena 2010 OTRAS
Lyl109 [Murciano rojo Beniajan 2012 CARACTERISTICAS
Lylll |Redondo de ensalada |Torreagiiera 2012
Lyl130 |Gordo redondo Mazarron 2012
Lyl168 |Tomate de Almaciles |Almaciles (Granada)2012
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FIGURAS

Fig. 1. Temperaturas maximas (°C) en el invernadero durante los dos afios de cultivo de
variedades tradicionales de tomate, durante la etapa reproductiva. La linea horizontal negra
indica el promedio de la temperatura maxima en cada uno de dichos cultivos (verano 2018
y verano 2019), durante la etapa de desarrollo reproductivo de las plantas.

Fig. 2. Fotos representativas de los frutos de los diferentes grupos analizados de variedades
tradicionales de tomate. Grupos ordenados en base al color del fruto, amarillo, rojo oscuro
‘negro’ y rosa, asi como otras seleccionadas por otras caracteristicas. MM, cultivar de
referencia (cv Moneymaker).
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Fig. 3. Peso (A) y contenido de agua del fruto (B) en las variedades tradicionales de tomate
agrupadas por el color de los frutos — amarillos, rojos oscuros ‘negros’ y rosas —y por otras
caracteristicas de interés- verde. Se presentan los valores relativos al cultivar de referencia
(% respecto a Moneymaker, MM) como medias £+ SD. Se considera 100% el promedio de
los valores determinados en MM que se indica por una barra de color negro. * indica
diferencias significativas entre las medias de las variedades tradicionales y la referencia
MM determinadas por el test ¢ de Student (P<0,05).
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Fig. 4. Contenido en soélidos solubles totales (A), acidez valorable (B) e indice de
maduracion (C) de frutos maduros de las variedades tradicionales de tomate agrupadas por
el color de los frutos — amarillos, rojos oscuros ‘negros’ y rosas —y por otras caracteristicas
- verde. Se presentan los valores relativos al cultivar de referencia (% respecto a
Moneymaker, MM) como medias + SD. Se considera 100% el promedio de los valores
determinados en MM que se indica por una barra de color negro. * indica diferencias
significativas entre las medias de las variedades tradicionales y la referencia MM
determinadas por el test # de Student (P<0,05).
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Fig. 5. Contenido en carotenoides totales en frutos maduros de las variedades tradicionales
de tomate agrupadas por el color de los frutos — amarillos, rojos oscuros ‘negros’ y rosas —
y por otras caracteristicas - verde. Se presentan los valores relativos al cultivar de referencia
(% respecto a Moneymaker, MM) como medias £+ SD. Se considera 100% el promedio de
los valores determinados en MM que se indica por una barra de color negro. * indica
diferencias significativas entre las medias de las variedades tradicionales y la referencia
MM determinadas por el test ¢ de Student (P<0,05).
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Resumen

El pecanero (Carya illinoensis Koch) es una especie perteneciente a la familia
Juglandaceae cuyo potencial productivo y de calidad esta siendo evaluado por el
Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de Extremadura (CICYTEX)
como alternativa frutal en las zonas regables de esta region. Ademas, la nuez pecanera
esta considerada como un alimento interesante por su alto contenido en grasas y
proteinas, ademas de su bajo porcentaje de carbohidratos. Son frutos con un elevado
contenido en acidos grasos, principalmente oleico y linoleico, si bien estudios recientes
han mostrado gran variabilidad en su contenido en funcion de la variedad, el afio y de
la zona de cultivo. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el porcentaje de
grasa y el perfil de acidos grasos de la coleccion de 20 variedades de pecanero de
CICYTEX establecida en 2018. Los resultados obtenidos han mostrado que
‘Churriana-5’ fue la variedad con menor porcentaje medio de grasa (46,06%) y
‘Oconee’ la de mayor (62,42%). Los acidos grasos mayoritarios en todos los cultivares
fueron los insaturados. Las variedades ‘Churriana-5° y ‘Queen Elizabeth’
presentaron el porcentaje de acido oleico mas bajo con un valor de 42,53% y la
variedad Oconee presento6 el mas alto con 65,40%. El ratio de acidos oleico/linoleico
oscilo entre 0,94 en la variedad Queen Elisabeth y 2,61 en la variedad Oconee. Los
resultados obtenidos han puesto de manifiesto diferencias en el contenido lipidico y en
el perfil de acidos grasos entre las variedades estudiadas. A pesar de su alto contenido
en grasa, la nuez pecana se ha caracterizado por tener un gran contenido de acidos
grasos insaturados con efectos beneficiosos para la salud.

Palabras clave: Carya illinoensis, nuez pecana, grasa, acidos grasos

INTRODUCCION

La nuez pecana (Carya illinoensis Koch) perteneciente a la familia Juglandaceae
originaria del sur de los Estados Unidos y del norte de México (Poletto et al., 2015). Es una
especie de planta arborea que se cultiva en varios paises del mundo. Los frutos secos
presentan importantes beneficios para la salud de los consumidores, entre ellos, la
prevencion de enfermedades cardiacas (Gardea et al., 2011; Atanasov et al., 2018). La
composicion nutricional de las pecanas se caracteriza principalmente por mostrar un alto
contenido graso. Esta grasa es considerada saludable ya que es rica en acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI), y, ademads, presenta un bajo contenido
en acidos grasos saturados (AGS) (Rivera-Rangel et al., 2018). En la nuez pecana, el
principal acido graso es el acido oleico (49-76.5%), seguido del acido linoleico (13—40%)
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(Scapinello et al., 2017). Sin embargo, se ha observado una gran variabilidad en la
composicion de acidos grasos en funcion de la variedad, condiciones ambientales y zona
de produccion (Grauke et al., 2001). Por ello, el objetivo de este estudio fue determinar el
porcentaje de grasa bruta y el perfil de acidos grasos de 20 variedades de pecanero
establecidos en el Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de Extremadura
(CICYTEX).

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se ha realizado en la coleccion de pecanero (Carya illinoensis)
establecida en el afio 2010 en la “Finca La Orden-Valdesequera” (Guadajira, Badajoz),
perteneciente al Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de Extremadura
(CICYTEX). Esta coleccion cuenta con 20 variedades comerciales. Las recolecciones de
todas las variedades estudiadas se realizaron entre septiembre y noviembre de 2018. Una
vez recolectadas las pecanas por cultivar, fueron sometidas a un proceso de secado en
invernadero durante 4-5 dias hasta alcanzar un porcentaje de humedad inferior al 4%, para
posteriormente ser almacenadas a 4°C hasta su analisis. Para llevar a cabo el contenido en
grasa bruta y el perfil de 4cidos grasos se tomaron al azar 3 muestras de 10 g de cada
cultivar. Una vez molidas se analiz6 y se cuantifico el contenido en grasa bruta (GB) segin
Folch (Folch, Lees y Sloane-Stanley, 1957). El perfil de acidos grasos fue determinado a
partir del extracto etéreo mediante cromatografia de gases (CG-FID).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observa el porcentaje de grasa bruta de la coleccion de 20
variedades de pecaneros. El contenido total de grasa bruta de estas 20 variedades oscild
entre 46,06% en ‘Churriana-5’ y 62,42% en ‘Oconee’. En relacion con el perfil de acidos
grasos, en todas las variedades analizadas, el 99 % de estos corresponden a los acidos grasos
oleico, linoleico, linolénico, palmitico y estearico (Tabla 2). Ademads, diferencias en el
perfil de acidos grasos fueron encontradas entre variedades. El dcido oleico mostré el mayor
porcentaje respecto al resto de acidos grasos identificados, oscilando del 42,53% en
‘Churriana-5’ y ‘Queen Elizabeth’ hasta el 65,40% en ‘Oconee’. El segundo 4cido graso
mayoritario fue el linoleico, obteniendo el mayor porcentaje la variedad Churriana-5
(45,33%) y el porcentaje mas bajo en ‘Oconee’ (25,10%). Los resultados obtenidos para
los &cidos grasos oleico y linoleico son similares a los obtenidos por otros autores. Oro et
al. (2008) obtuvo un valor medio de 4cido oleico de 62,5% y de acido linoleico de 27,5%
en las variedades Barton, Shoshone y Shawnee. Ademas, Wakeling et al. (2001), en las
variedades Wichita y Western Schley, obtuvieron valores medios de 55,33% para el acido
oleico y 32,88% para el acido linoleico. Finalmente, Villarreal-Lozoya et al. (2007) también
encontraron rangos de entre 53 y 75% para el 4cido oleico y de 15 al 36% para el &cido
linoleico en siete variedades producidas en los Estados Unidos. En un porcentaje muy
inferior, se encontraron los 4cidos palmiticos, el estearico y el linolénico. El palmitico y el
estearico se tratan de acidos grasos saturados y se obtuvieron valores medios de 6,64 y
2,03%, respectivamente. El acido linolénico obtuvo un valor medio de 1,65%, siendo el
acido graso mas minoritario en las variedades de nuez pecana estudiadas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto las diferencias entre variedades
respecto al contenido de grasa bruta y el perfil de acidos grasos. En la nuez pecana se
caracteriza por el predominio de los acidos grasos insaturados, principalmente por el acido
oleico y el linoleico. Por ello, el consumo de nuez pecana tendria efectos beneficiosos sobre
la salud cardiovascular.
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TABLAS

Tabla 1. Porcentaje de grasa bruta de las 20 variedades de pecanos estudiadas

Variedad GB (%)
KIOWA 54,51
MOHAWK 62,16
SIOUX 59,36
SALOPEK 58,28
CHURRIANA-5 46,06
DESIRABLE 52,06
PAWNEE 59,16
QUEEN ELIZABETH 53,83
HOUMA 47,09
SHOSHONE 58,92
CHURRIANA-2 49,04
WICHITA 53,24
BILEM IV 54,92
OSAGE 58,46
CADO 53,26
CAPE FEAR 51,97
STUART 59,88
APACHE 61,55
OCONEE 62,42
CHOCTAW 56,93
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Tabla 2. Perfil de acidos grasos de las 20 variedades de pecanos estudiadas.

Variedad O/L pﬁrcl:?t?co es?:z;gioco l(?lceli(clg liﬁ(fllgizo lilﬁ)(l:glll(i)co
KIOWA 1,47 6,77 1,76 53,39 36,25 1,84
MOHAWK 2,54 6,09 2,31 64,90 25,54 1,16
SIOUX 1,60 6,67 1,73 55,46 34,63 1,52
SALOPEK 2,01 6,29 2,45 60,01 29,91 1,34
CHURRIANA-S 0,94 7,55 2,08 42,53 45,33 2,52
DESIRABLE 1,58 6,87 1,97 54,90 34,64 1,61
PAWNEE 1,68 6,81 2,59 55,76 33,27 1,57

QUEEN

ELIZABETH 0,94 7,34 2,46 42,53 45,22 2,45
HOUMA 1,11 7,48 1,62 46,68 42,14 2,09
SHOSHONE 1,40 6,46 2,49 56,57 40,46 1,67
CHURRIANA-2 1,08 6,41 1,86 46,64 43,18 1,90
WICHITA 1,49 6,79 2,02 53,45 35,92 1,82
BILEM 1V 1,63 6,25 1,95 56,00 34,35 1,45
OSAGE 2,59 6,06 1,99 65,23 25,21 1,51
CADO 1,24 6,80 1,62 49,72 40,23 1,62
CAPE FEAR 1,47 6,47 1,67 53,59 36,56 1,72
STUART 1,77 6,52 1,86 57,56 32,48 1,57
APACHE 1,71 5,98 2,05 57,22 33,45 1,31
OCONEE 2,61 6,43 1,96 65,40 25,10 1,11
CHOCTAW 2,00 6,75 2,20 59,84 29,90 1,32

66



Caracterizacion funcional de variedades de alcachofa obtenidas vegetativamente y
por semillas

M.J. Giménez, M.E. Garcia-Pastor, M. Giménez-Berenguer, V. Serna-Escolano, P. J.
Zapata

Depto. Tecnologia Agroalimentaria. EPSO, Universidad Miguel Hernandez. Ctra. Beniel
km. 3.2, 03312, Orihuela, Alicante. e-mail: maria.gimenezt@umbh.es

Resumen

El cultivo de alcachofa tradicionalmente se ha basado en variedades
propagadas vegetativamente, siendo 'Blanca de Tudela' la principal variedad
cultivada en Espaiia. En los ultimos afios, se han introducido variedades propagadas
por semillas (polinizacion abierta e hibridas) destinadas, principalmente, al mercado
de exportacion. La alcachofa presenta un elevado contenido en compuestos fendlicos
que le otorga propiedades antioxidantes con efectos beneficiosos para la salud. El
perfil cuantitativo y cualitativo de estos compuestos esta influenciado por diferentes
factores: genotipo, parte de la planta, fecha de recoleccion, condiciones ambientales,
manejo agronomico y poscosecha. El elevado porcentaje de residuos junto con las
complejas y laboriosas operaciones requeridas para su procesado disminuye el
consumo de alcachofas. La comercializacion de alcachofas como producto de IV
gama, podria suponer una ventaja reduciendo el tiempo de preparacion. Sin embargo,
este procesado aumenta la susceptibilidad al pardeamiento enzimatico relacionado
con la oxidacion de compuestos fendlicos. En este trabajo se presentan resultados de
investigaciones recientes en las que se han caracterizado diferentes variedades de
alcachofa propagadas vegetativamente y por semillas (polinizacion abierta e
hibridas). Se determind el perfil fenolico y la susceptibilidad al pardeamiento o su
comportamiento durante la conservacion poscosecha. Ademas de la variedad, se
estudio la influencia de otras variables como el orden del capitulo floral (guias,
segundas y terceras), planta, fecha de recoleccion y estado de desarrollo interno, sobre
el contenido fenolico, con el fin de determinar aquellas variedades y tipos de
alcachofas con mejor aptitud para su comercializacion en fresco o su utilizacion como
producto minimamente procesado. En conclusion, las alcachofas con mayor contenido
fenolico presentaron una mejor calidad durante la poscosecha, mientras que las
alcachofas con menor contenido fenolico presentaron menor susceptibilidad al
pardeamiento y mejor aptitud para su procesado industrial.

Palabras clave: fenoles, genotipo, pardeamiento enzimatico, poscosecha.

INTRODUCCION

La alcachofa (Cynara scolymus L.) es una planta herbacea perenne originaria de la
region mediterranea cuya produccion y consumo se ha extendido a nivel mundial. En los
ultimos afios, ha aumentado la demanda entre los consumidores debido a los efectos
beneficiosos para la salud que aporta su consumo, relacionados con su contenido en fibra
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y compuestos fendlicos, principalmente acidos hidroxicinamicos y luteolinas (Lattanzio et
al., 2009; Giménez et al., 2021). Sin embargo, el perfil cuantitativo y cualitativo de los
compuestos fenolicos esta influenciado por el genotipo, parte de la planta, época de
recoleccion, manejo agrondmico y condiciones ambientales y poscosecha (Lombardo et al.,
2009; 2010; Pandino et al., 2013).

Hasta hace unos afios, la produccién de alcachofa en Espafia se ha basado casi
exclusivamente en la variedad de propagacion vegetativa 'Blanca de Tudela' debido a su
excelente calidad; sin embargo, presenta mayor precocidad y menor rendimiento que las
variedades propagadas por semillas. En las ultimas décadas, se han desarrollado nuevas
variedades propagadas por semillas, tanto de polinizacion abierta como hibridas
(Mauromicale y Ierna, 2000). Durante el crecimiento de la planta de alcachofa, a partir de
la roseta de la parte central, se desarrolla el tallo floral que termina produciendo el capitulo
floral (guia). El eje se alarga dando lugar al desarrollo de yemas axilares (segundas y
terceras), que dan origen a capitulos secundarios y terciarios de menor tamafo.

Los cambios en el estilo de vida de los consumidores han llevado a una mayor
demanda de productos minimamente procesados, considerados como productos de valor
afiadido en términos de calidad, conveniencia, valor nutricional y facilidad de preparacion.
El elevado porcentaje de productos de deshecho (80% de la biomasa) (Lattanzio et al.,
2009) junto con las complejas y lentas operaciones de corte, podrian brindar importantes
ventajas para la comercializacion de alcachofa como producto de IV gama. Sin embargo,
la alcachofa cortada presenta una corta vida util debido principalmente al pardeamiento
enzimatico causado por la oxidacion de los compuestos fendlicos, siendo responsable de
dicha oxidacién la enzima polifenol oxidasa (PPO) (Cabezas-Serrano et al., 2009).
Diferentes estudios han demostrado que el material genético es un factor clave en el
contenido fendlico y la actividad enzimatica, que determinaran la idoneidad para su
procesamiento en IV gama (Pandino et al., 2011; Lombardo et al., 2012).

En este trabajo se presentan resultados de investigaciones recientes realizadas por
el grupo de Postrecoleccion de Frutas y Hortalizas de la Universidad Miguel Hernandez,
cuyo objetivo ha sido la caracterizacion funcional de diferentes variedades de alcachofa.
Estos resultados permitiran determinar aquellas variedades con menor contenido fenolico
y, por tanto, mayor aptitud para su desarrollo como producto de IV gama. Por otro lado,
aquellas variedades con mayor contenido fendlico podrian presentar una mayor aptitud para
su consumo en fresco dadas sus propiedades antioxidantes.

MATERIAL Y METODOS

Para desarrollar esta linea de investigacion, se han realizado diferentes ensayos en
los que se han caracterizado ocho variedades de alcachofa. Se realiz6 una caracterizacion
de la variedad de alcachofa 'Blanca de Tudela' a lo largo de su ciclo productivo respecto al
contenido fendlico y actividad antioxidante atendiendo al orden de capitulo floral
(alcachofas guia, segundas y terceras), asi como el efecto de estas variables en la calidad
de la alcachofa durante su almacenamiento en frio. Por otro lado, se caracterizaron
variedades de alcachofa propagadas por diferentes métodos: dos variedades de
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multiplicacion vegetativa (‘Blanca de Tudela' y 'Calicd') y seis variedades de propagacion
mediante semilla, siendo dos variedades de polinizacion abierta ('Lorca' y "Tupac') y cuatro
hibridas (‘Sambo', 'Symphony', 'Madrigal' y 'Olimpo"). Se evalu¢ la influencia del orden del
capitulo floral y el tratamiento con dcido giberélico (GA3) sobre su contenido fendlico. Una
vez seleccionadas las variedades con menor contenido fenolico, se evalu6 la influencia del
orden del capitulo floral (guias, segundas y terceras), y otras variables como la planta, fecha
de recoleccion y estado de desarrollo interno sobre el contenido fendlico de la variedad
'"Lorca', con el fin de determinar, dentro de la misma variedad, aquellas alcachofas con
mejor aptitud para su comercializacion en fresco o su utilizacion como producto
minimamente procesado. Se determinaron diferentes parametros fisico-quimicos y se
identificaron y cuantificaron los fenoles individuales, asi como la actividad antioxidante y
contenido fendlico total (Giménez et al., 2021; 2022; Giménez-Berenguer et al., 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos para la variedad 'Blanca de Tudela' a lo largo de su ciclo
productivo mostraron que la concentracion de fenoles totales identificados fue mayor en
las alcachofas terceras que en las segundas y guias, debido a una mayor concentracion de
acidos hidroxicinamicos y derivados de luteolinas. Por otro lado, se realizaron dos ensayos
de almacenamiento poscosecha para alcachofas guias, segundas y terceras recolectadas en
invierno y primavera. Tras 21 dias de almacenamiento en frio, las alcachofas terceras
presentaron las menores pérdidas de peso, firmeza y tasa de respiracion, lo cual podria estar
relacionado con su mayor contenido en compuestos fenolicos. Por tanto, las alcachofas
terceras podrian presentar una mayor aptitud para su almacenamiento refrigerado tras la
recoleccion hasta su consumo, ya que mantuvieron sus propiedades de calidad durante
mayor tiempo y presentaron un mayor contenido en compuestos bioactivos (Giménez et al.,
2022).

Con respecto al ensayo de variedades, las alcachofas terceras mostraron el mayor
contenido en compuestos fendlicos individuales, seguidas por las alcachofas segundas y
guias, y este efecto fue dependiente de la variedad. Ademads, el tratamiento con GA3 afecto
al contenido de estos compuestos bioactivos de diferentes modos. Las alcachofas tratadas
con GAjz mostraron menores concentraciones de acidos hidroxicinamicos que las alcachofas
no tratadas; sin embargo, las alcachofas tratadas con GA3 presentaron un mayor contenido
de derivados de luteolinas. La influencia del tratamiento con GA3 dependid del orden de
alcachofa y de la variedad (Giménez et al., 2021).

Para la caracterizacion del contenido fendlico en la variedad 'Lorca', ademas de la
influencia del orden de capitulo floral (guias, segundas y terceras), se evalu6 la influencia
de otras variables como la planta, fecha de recoleccion y estado de desarrollo interno sobre
el contenido en fenoles totales. Las alcachofas terceras y segundas, y aquellas en etapa de
desarrollo inicial e intermedias mostraron el mayor contenido fendlico, asi como mayor
susceptibilidad al pardeamiento tras el corte. Se observd el efecto contrario en las
alcachofas guias y en estado avanzado de desarrollo, presentando la menor incidencia de
pardeamiento, lo que podria aumentar su uso en productos minimamente procesados en el
mercado (Giménez- Berenguer et al., 2022).
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CONCLUSIONES

En conclusion, estos resultados muestran que ademas de la variedad, el orden de
capitulo floral (guias, segundas y terceras), asi como el estado de desarrollo interno,
influyen directamente en el contenido fenolico en las variedades analizadas. Las alcachofas
con mayor contenido fenolico presentaron una mejor calidad durante la poscosecha,
mientras que las alcachofas con menor contenido fendlico presentaron menor
susceptibilidad al pardeamiento y mejor aptitud para su procesado industrial. La revision
de estos resultados podria ser muy util a nivel comercial para determinar la aptitud
tecnologica de los capitulos de cada una de las variedades evaluadas.
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Resumen

La naranja sanguina (Citrus sinensis L. Osbeck) es un fruto no climatérico
caracterizado por poseer un alto contenido en fitonutrientes y compuestos bioactivos
beneficiosos para la salud, como acido ascorbico, flavonoides y antocianinas, las
cuales las diferencian del resto de naranjas dulces. La espermidina (Spd) es una
poliamina vegetal con diferentes efectos fisiolégicos en plantas, desde germinacion
de la semilla hasta la floracion y la maduracion del fruto. En el presente estudio,
realizado en una finca comercial, se analizé el efecto de los tratamientos de arboles
de naranja sanguina, variedad ‘Sanguinelli’ con Spd a tres concentraciones: 0,01,
0,1 y 1 mM. Los tratamientos se realizaron mediante pulverizacion foliar en tres
momentos claves a lo largo del ciclo de crecimiento y maduracion del fruto en el
arbol. Las naranjas se recolectaron de acuerdo con los criterios comerciales de la
empresa y se evaluo la produccion total (kg arbol!), el niimero de frutos producidos
por arbol y el peso medio de los frutos (g). Ademas, las naranjas se clasificaron en
las lineas de la empresa en comerciales y no comerciales para su venta como
sanguina, de acuerdo con su color externo, ya que muchos frutos no alcanzan la
coloracion roja requerida para su venta en el mercado como naranja sanguina y son
destinados a la industria de zumo. Los resultados mostraron un aumento de la
produccion total y de la produccion de frutos comerciales, aunque no todas las
concentraciones fueron igualmente efectivas. Se analizaron también los parametros
de calidad y se observo que los tratamientos con Spd incrementaron la firmeza de
los frutos, la acidez total y su color externo e interno debido a un incremento en la
concentracion de antocianinas. Por tanto, el tratamiento con Spd puede ser una
herramienta 1til en precosecha para incrementar la produccion del cultivo de
naranja sanguina y mejorar aquellos parametros de calidad que son valorados
comercialmente en el momento de la recoleccion. En estudios futuros, seria
interesante evaluar si esta mayor calidad de los frutos en el momento de la
recoleccion también se mantiene a niveles mas altos durante la conservacion.

Palabras Clave: Citrus sinensis L., color, acidez, antocianinas, ‘Sanguinelli’.

INTRODUCCION

La naranja sanguina destaca por su coloracion rojiza tanto en la corteza como en
la pulpa. Ademas, se ha demostrado que presenta un elevado contenido de antioxidantes
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naturales y fitoquimicos bioactivos como polifenoles, incluso, contienen una mayor
proporcion de vitamina C en comparacion con las naranjas dulces (Legua et al., 2022).
Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles que confieren dicha coloracion rojiza vy,
ademas, desempefian actividades antiinflamatorias, anticancerigenas y antioxidantes que
previenen el riesgo de enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes (Garcia-Pastor et
al., 2020). La variedad ‘Sanguinelli’, resultado de una mutacion espontanea de la
variedad Doble Fina, presenta mayor coloracion, firmeza, jugosidad y un equilibrio de
sabor entre dulce y acido frente al resto de variedades de naranja sanguina (Habibi et al.,
2020).

La espermidina (Spd) es una de las principales poliaminas bidgenas que interviene
en los procesos fisiologicos de las plantas, tales como el crecimiento, el desarrollo, la
maduracion del fruto, entre otros (Sharma et al., 2017). Diversos estudios resaltan que la
aplicacion de poliaminas exogenas en postcosecha incrementa la vida util y mejora la
calidad de la fruta durante el almacenamiento (Serrano & Valero, 2018). Sin embargo, no
existe ninglin estudio enfocado a evaluar el efecto de la aplicacion de dichas poliaminas
en precosecha. Por tanto, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la aplicacion
exogena de espermidina en precosecha sobre la produccion y la calidad de la naranja
sanguina, siendo este tema de gran importancia por la escasez de estudios cientificos.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal y disefio experimental

El estudio se llevd a cabo en arboles de naranja sanguina, variedad ‘Sanguinelli’,
cultivados en una finca comercial (“La Juliana”) ubicada en Alicante, perteneciente a la
empresa ‘Las Moreras Fruit & Veggies S.L.”. Los arboles se cultivaron bajo practicas
comerciales y condiciones agroclimaticas similares. Se utilizé un disefio experimental de
bloques al azar, seleccionando 3 bloques de 3 arboles por tratamiento. Se rociaron
mediante pulverizacion foliar soluciones acuosas de 0,01, 0,1 y 1 mM de espermidina
(Spd) y agua destilada para los arboles control en tres momentos claves del ciclo de
crecimiento y maduracion del fruto en el arbol.

Evaluacion de la produccion del cultivo y calidad comercial

Una vez que el fruto alcanzo el estado de maduracidon comercial, se procedio a la
recoleccion. Se contabilizé la produccion por arbol (kg), el nimero de frutos por arbol y
se evaluo el peso medio de los frutos (g). En la empresa, se realizd una clasificacion
visual por color; “comercial” (frutos rojos) y “no comercial” (frutos naranjas) en funcioén
del % de color rojo en la superficie del fruto.

Determinaciones analiticas de la calidad fisico-quimica del fruto

Se seleccionaron 20 frutos por tratamiento del calibre 64-67 mm y se dividieron
en 4 réplicas de 5 frutos, con la finalidad de analizar los parametros de calidad del fruto
en el momento de la recoleccion. La firmeza de cada fruto se determind mediante el
texturometro modelo TA.XT2i de Stable Micro Systems, ejerciendo una deformacion en
el fruto del 5 % sobre la superficie del mismo, de acuerdo al protocolo descrito por
Garcia-Pastor et al. (2020). El andlisis del color externo se realizé alrededor de la zona
ecuatorial del fruto, utilizando el colorimetro Konica Minolta CR-400 en el espacio de
color CIELAB. Ademas, se midid el color interno de la pulpa, expresando los resultados
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en angulo hue (° hue). Posteriormente, se obtuvo un zumo homogéneo por medio de un
exprimidor semiautomatico, seguidamente filtrado con pafo de tela. De dicho zumo, se
midié por duplicado el contenido de so6lidos solubles totales (SST) con un refractometro
digital Atago PR-101. Para analizar la acidez total de dicho zumo, se diluyé 1 mL de
zumo en 25 mL de agua destilada, el cual se llevo a un valorizador automatico 785 DMP
Titrino-Metrohm AG donde se realizé una titulaciéon del zumo con 0,1 NaOH hasta pH
8,10.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos para los diferentes parametros se analizaron estadisticamente
mediante el software SPSS version 3.1. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
unidireccional para identificar diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
mediante una comparaciéon de medias para los distintos subconjuntos o tratamientos,
utilizando el test Tukey-b.

RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion foliar de Spd en precosecha incrementd significativamente la
produccion total, nimero de frutos por arbol, peso medio y didmetro de los frutos tratados
con respecto al control (Tabla 1), siendo el tratamiento de Spd 0,01 mM el que mostr6
los mayores incrementos de mejora. El incremento en la produccion total podria deberse
a que la Spd podria intervenir en la division celular para inducir un incremento en el peso
del fruto (Sharma & Dietz, 2006), asi como al incrementar el nimero de frutos por arbol.
Respecto a la calidad comercial, se observé un incremento por parte de los tratamientos
con Spd en la categoria comercial (frutos rojos) frente a la no comercial (frutos naranjas)
respecto al control (Tabla 1).

Respecto a los parametros fisico-quimicos de calidad del fruto, el tratamiento con
Spd 0,01 mM mostré diferencias significativas en la firmeza de los frutos frente al resto
de tratamientos evaluados (Tabla 1). Dicho efecto de mejora de la firmeza se ha
observado previamente por otros autores mediante la aplicaciéon postcosecha de
poliaminas (Martinez-Romero et al., 2002). La tonalidad rojiza, como parametro de
calidad muy valorado por los consumidores, increment6 significativamente, tanto en la
piel como en la pulpa, en los frutos tratados con Spd (Tabla 1), resaltando la
concentracion de 0,01 mM. El contenido de SST mostr6 un ligero incremento por parte
del tratamiento con Spd 0,01 mM. Por otro lado, la AT increment6 de forma significativa
con los tratamientos de Spd a las tres concentraciones (Tabla 1). El contenido de
antocianinas totales del zumo fue significativamente superior en las naranjas sanguinas
tratadas con Spd 0,01 mM en comparacion con el control (Tabla 1). Esto supondria una
mejora de la coloracion rojiza en la pulpa y/o zumo por parte del tratamiento precosecha
evaluado.

CONCLUSIONES

En conclusion, el tratamiento precosecha con espermidina (Spd) a Ila
concentracion de 0,01 mM mostrd un incremento significativo en la produccion total del
cultivo y una mejora de los pardmetros de calidad comercial y fisico-quimica del fruto. El
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presente estudio podria derivar en la necesidad futura de realizar un estudio de la
evolucion de los parametros de calidad durante el almacenamiento postcosecha.
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TABLAS

Tabla 1. Produccién del cultivo, pardmetros de calidad comercial y de calidad fisico-quimica de la
naranja sanguina ‘Sanguinelli’ tratada con espermidina (Spd) a tres concentraciones (0,01, 0,1 y 1
mM) y no tratadas (control).!

Parametros

Control

Spd 0,01 mM

Spd 0,1 mM

Spd 1 mM

Produccion total (kg 4arbol ')

53,99 £5,18*

81,60 + 3,82°

65,52 &+ 5,22%

70,00 + 4,60

N° frutos arbol!

357,63 + 31,40°

194,50 + 18,68

427,56 £ 23,36*

448,33 + 25,64

Peso medio (g)

151,06 + 3,96*

178,71 £5,01°

163,50 + 5,08%

165,76 + 3,66

Produccion comercial (%) 49,79 54,35 52,94 57,69
Produccién no comercial (%) 50,21 45,65 47,06 42,31
Didmetro (mm) 64,84 +0,74* 68,44 £ 0,67° 66,45 + 0,722 66,31 0,512
Firmeza (N mm™) 9,83 +£0,26* 10,42 + 0,20° 9,93 +0,212 9,87 +0,222
Color externo (° hue) 54,27 + 1,05 43,84+ 1,132 46,06 + 1,242 45,68 £1,27*
Color interno (° hue) 69,88 + 1,89 64,68 + 1,26 67,51 £1,76™ 68,60 + 1,242
SST (g 100 g™ 10,43 £+ 0,06* 10,76 £ 0,11 10,65 + 0,092 10,89 + 0,05
AT (g 100 g 1,09 + 0,04 1,34 = 0,08 1,30 = 0,04° 1,33 +0,02°
Antocianinas totales zumo 2,65 £ 0,122 3,57+0,17° 2,80 £ 0,18 3,32+0,31%
(mg 100 g™)

Las letras muestran diferencias significativas para p < 0,05.
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Resumen

La manzana es una fruta disponible durante todo el afio en el mercado. En este
trabajo se estudiaron 17 accesiones procedentes del Banco de Germoplasma de
manzano de la Estacion Experimental de Aula Dei (EEAD — CSIC). Se cosecharon en
2020 y se almacenaron en una camara frigorifica a baja temperatura (1-1,5°C)
durante seis meses. Se clasificaron en funcion de su origen (espafolas y extranjeras),
del color de su piel y de su ploidia. A los seis meses de conservacion, se analizaron los
parametros basicos de la calidad del fruto. Mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC), se determinaron los azucares individuales y acidos organicos
mayoritarios. Ademas, se analizaron los compuestos antioxidantes por
espectrofotometria. Se observaron diferencias significativas entre genotipos y
correlaciones significativas entre los parametros estudiados. El Analisis de
Componentes Principales (PCA) permitio explicar mas del 84% de la variabilidad
total observada. A los seis meses de conservacion, se observé que, en general, las
concentraciones de los acidos organicos mayoritarios y compuestos fendlicos bajaban.
Para cada compuesto analizado, las variedades respondieron a la conservacion en frio
de manera diferente. Destacaron algunas variedades triploides con presencia de
russeting por su mayor contenido en compuestos bioactivos: ‘Reineta Blanca
Canada’, ‘Bossost’ y ‘Reineta Gris’ aunque también mostraron mayores daiios por
frio (deshidratacion y pardeamiento interno). Se demuestra la diversidad entre
accesiones a nivel bioquimico y se remarca el interés de las variedades autéctonas
como recursos fitogenéticos para futuros programas de mejora genética.

Palabras clave: Acido malico, azucares, fenoles, Malus x domestica Borkh, postcosecha

INTRODUCCION

La manzana (Malus x domestica Borkh) tiene una gran importancia en el mercado
gracias al hecho de que se encuentra disponible todo el afio para su consumo. Con una
produccion en Espafia de méas de 617 mil toneladas en 2020, Aragon represent6 un 13,1%
del total nacional, por detras de Cataluna (48,4%) y Galicia (17%) (MAPAMA, 2022).

La manzana es una fuente de sustancias biologicas activas beneficiosas para la salud
de los consumidores, como las pectinas, fibras, vitaminas, oligosacaridos, compuestos
fenolicos o acidos organicos (Lattanzio, 2013; Mignard et al., 2021; 2022). El contenido de
los diferentes compuestos bioactivos varia considerablemente en funcion de las condiciones
ambientales, practicas de cultivo, fecha de maduracion o de las condiciones de
conservacion en postcosecha (Alhaj Alali et al., 2020; Wu et al., 2012).

Las técnicas de postcosecha buscan reducir los niveles de pérdida de peso de la fruta
una vez cosechada y mantener la calidad en su paso del campo a la mesa del consumidor.
Este trabajo se centra en evaluar la calidad de la fruta y observar la evolucion de diferentes
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compuestos bioactivos, como pueden ser los antioxidantes, los azucares individuales y los
acidos organicos mayoritarios. Por ello, evaltia dichos compuestos tras seis meses de
almacenamiento en una camara frigorifica a baja temperatura. La caracterizacion de dichos
compuestos podria contribuir a conocer la adaptacion de las variedades a su
almacenamiento en postcosecha (Leja et al., 2003; Wu et al., 2012).

MATERIAL Y METODOS

En 2020, se cosecharon 17 accesiones de manzano del Banco de Germoplasma de
la Estacion Experimental de Aula Dei-CSIC (Aragon, Zaragoza) (Tabla 1) para su posterior
analisis, tras seis meses de conservacion en camara frigorifica comercial con nivel de
humedad controlado y baja temperatura (1-1,5°C). Con los métodos ya descritos por
Mignard et al. (2021 y 2022), se realizaron los andlisis de parametros basicos de calidad de
fruto (solidos solubles y acidez valorable), compuestos antioxidantes (fenoles totales,
flavonoides y vitamina C) y capacidad antioxidante relativa (RAC) por espectrofotometria.
También se cuantificaron los azucares solubles individuales (glucosa, fructosa, sacarosa y
sorbitol) y los &cidos organicos mayoritarios (4cido malico, tartdrico, citrico, succinico y
shikimico) por HPLC.

Por otra parte, las mismas 17 variedades de manzano habian sido ya evaluadas
durante cinco afios consecutivos (2014-2018) en el momento de la cosecha, para los
parametros antes citados. Se calculd la media para los cinco afios con el fin de poder
comparar con los datos obtenidos después de 6 meses de conservacion, en postcosecha.

Las diferencias observadas segin los genotipos, se analizaron estadisticamente
mediante lenguaje R (R Development Core Team, 2019) y también mediante el programa
IBM SPSS Statistics 27. Se realizd un ANOVA de un solo factor para determinar la
existencia de diferencias significativas entre accesiones. Ademads, se llevaron a cabo los
analisis de correlacion de Pearson y el de Componentes Principales (PCA) para estudiar la
relacion entre las distintas variables estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las 17 accesiones estudiadas mostraron variabilidad fenotipica para todos los
compuestos bioactivos evaluados (Tabla 1, Figura 1). Ademas, el anélisis ANOVA mostro
diferencias significativas (P<0.001) entre accesiones (datos no mostrados). Los valores
minimos, maximos, medias y desviaciones estandares para cada variable se presentan en la
Tabla 2. Dichos valores se encuentran dentro de los rangos publicados en otros estudios de
manzano (Aprea et al., 2017; Lattanzio, 2013). Ademas, se encontraron varias correlaciones
significativas y positivas (Tabla 3). Los compuestos antioxidantes estaban muy
correlacionados entre ellos, como ya se habia observado (Mignard et al., 2021). Asimismo,
los valores de SSC y TA mostraron unas correlaciones significativas muy altas con los
azucares totales (r=0.918) y los acidos organicos totales (1=0.947) respectivamente. Esto
demuestra el interés en la utilizacion de estos parametros como indicadores del dulzor y de
la acidez de la fruta (Mignard et al., 2022).

La Tabla 4 presenta la susceptibilidad de las accesiones de este estudio a presentar
dafos por frio, tal y como el pardeamiento (manchas marrones en la piel o en la pulpa) o la
deshidratacion de los frutos (Figura 3) durante su conservacion. Tras 6 meses de
conservacion, de las 17 accesiones estudiadas, nueve no mostraron ningiin dafio por frio
aparente (Figura 4). De estas nueve accesiones aptas a la conservacion, dos son espafolas
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(‘Reneta’ y ‘Solafuente’). Las otras siete extranjeras son conocidas en el mercado y/o
muestran caracteristicas similares entre ellas (‘Baujade’, ‘Cripps Pink’, ‘Delcon’, ‘Evasni
— Scarlet Spur’, ‘Florina’, ‘Granny Smith’ y ‘Red Delicious’).

La Figura 1 representa las medias de los parametros estudiados para las 17
accesiones de manzana en el momento de cosecha y a los 6 meses de almacenamiento en
camara frigorifica. Los flavonoides y la capacidad antioxidante relativa no mostraron un
patron general en su aumento o disminucion sino que la evolucion dependia mas de la
variedad estudiada. En el caso de los fenoles y con la excepcion de la variedad ‘Evasni -
Scarlet Spur’, los valores bajaron significativamente tras los seis meses de almacenamiento
(Alhaj Alali et al., 2020). De manera general, los SSC tendian a aumentar ligeramente o a
no mostrar diferencias entre la cosecha y la postcosecha. En cuanto a los azucares
individuales (sacarosa, glucosa, fructosa y sorbitol), los cambios observados en
postcosecha fueron diversos. Asi, los valores de la sacarosa tendian a bajar ligeramente
mientras los de la fructosa o del sorbitol, en general, subian (datos no mostrados). Los
valores de la glucosa aumentaban con mayor intensidad. Salvo para las accesiones
‘Averdal’, ‘Evasni’, ‘Reineta Blanca del Cénada’ y ‘Reineta Gris’, la suma de los azucares
individuales mostraba una disminucion tras seis meses de conservacion. Por otra parte, las
variedades con russeting (‘Reineta Blanca del Canada’ y ‘Reineta Gris’), visualmente,
aparecian mas deshidratadas que las demads. Esto podria explicar el incremento de
compuestos bioactivos por concentracion de los mismos, como consecuencia de la
deshidratacion (Tabla 4). La acidez valorable disminuy6 ligeramente en postcosecha. Esta
disminucion fue mas significativa para la suma de los acidos orgéanicos individuales. El
citrico, el tartdrico, el succinico y el shikimico mostraron unos perfiles mas irregulares
segin las accesiones, pero el malico, el acido mayoritario en la manzana, disminuy6
considerablemente (datos no mostrados).

En la Figura 2 se observa una distribucion bidimensional de las 17 accesiones en
funcion de las variables estudiadas, en postcosecha. Este andlisis de componentes
principales (PCA) explica mas del 84% de la variabilidad total observada, aportando el eje
principal 1 (PC1) un 63,8% y el eje principal 2 (PC2) un 20,5% de la variabilidad total. En
el eje PCI, las variables que mas contribuyeron a explicar dicha variabilidad fueron los
fenoles (TPC) y los flavonoides (TFC) totales, la vitamina C (AsA), los azucares totales y
el contenido en so6lidos solubles (SSC). Las accesiones ‘Bossost’, ‘Reineta Blanca del
Canadd’ y ‘Reineta Gris’ (triploides y con presencia de russeting), destacaron por sus
mayores contenidos en azucares totales y antioxidantes, como ya se presentd con
anterioridad (Mignard et al., 2022). En el eje PC2, las variables que mas contribuyeron a
explicar la variabilidad fueron la capacidad antioxidante relativa (RAC), los acidos totales
y la acidez valorable (TA), siendo las accesiones ‘Reineta Blanca del Canadd’, ‘Bossost’ y
‘Granny Smith’ las que mostraron mayores contenidos en acidos organicos y acidez
valorable y la ‘Reneta’ la que mostrd la mayor capacidad antioxidante relativa.

Segun el PCA se pueden destacar tres grupos: Las triploides con russeting, un grupo
con tres accesiones espafiolas y una extranjera (‘Florina’) y finalmente, un grupo con las
otras extranjeras y una espafiola (‘Solafuente’). Fue este ultimo grupo, el que presentod
variedades con niveles bioquimicos mas parecidos entre si, donde también encontramos la
mayoria de las accesiones aptas para su conservacion.

Teniendo en cuenta que la calidad del fruto juega un papel importante en la
aceptacion por el consumidor, tanto por su influencia sobre el sabor como sobre las
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caracteristicas organolépticos del fruto, podemos concluir que las variedades con russeting
se conservaron peor que las demas por deshidratacion y presencia de pardeamiento interno
en sus frutos (Tabla 4), aunque sus compuestos bioquimicos, en general, seguian mas altos
que las demas. En cambio, las variedades que menos cambios experimentaron a nivel
bioquimico fueron las extranjeras ‘Baujade’ y ‘Cripps Pink’ (Figura 1). Por ello, dichas
variedades podrian ser de gran utilidad para futuros programas de mejora en el desarrollo
de variedades con menor susceptibilidad a perder calidad y a garantizar su apropiada
comercializacion tras su conservacion en frio (Tabla 4).

CONCLUSIONES

La calidad del fruto (contenido en azlcares, acidos organicos y antioxidantes) de
las variedades estudiadas mostraron una gran diversidad, tanto en el momento de la cosecha
como en postcosecha. Las variedades que mejor se conservaron fueron las variedades
espanolas ‘Reneta’ y ‘Solafuente’, y otras extranjeras, resultantes de procesos de seleccion
por su calidad y adecuada comercializacion como ‘Granny Smith’, ‘Red Delicious’ o
‘Cripps Pink’.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Informacion de las 17 accesiones de manzana utilizadas en este estudio.

Accesion N° Cédigo AD  Clasificacién leile(;r Ploidia
Averdal 1 882021 Extranjera Roja 2
Baujade 2 923284 AD Extranjera Verde 2
Bossost - MRF 76 3 3627 AD Espafiola Marrén 3
Cripps Pink 4 933540 AD Extranjera Bicolor 2
Cul de Cirio - MRF 39 5 3551 AD Espafiola Bicolor 2
Delcon 6 2896 AD Extranjera Bicolor 2
Evasni - Scarlet Spur 7 933554 Extranjera Bicolor 2
Florina 8 3633 AD Extranjera Bicolor 2
Golden Paradise 9 3739 AD Extranjera ~ Amarilla 2
Granny Smith 10 2614 AD Extranjera Verde 2
Morro de Liebre 11 3256 AD Espafiola Bicolor 2
Red Delicious 12 3085 AD Extranjera Bicolor 2
Red Elstar 13 882002 Extranjera Bicolor 2
Reineta Blanca del Canada 14 308 AD Extranjera Verde 3
Reineta Gris 15 2883 AD Extranjera Marrén 3
Reneta 16 3408 AD Espafiola Bicolor 2
Solafuente 17 3559 AD Espafiola Bicolor 3

AD, Estacion Experimental de Aula Dei; EEUU, Estados Unidos; UK, Reino Unido.

Tabla 2. Estadisticas basicas de la calidad del fruto y de los compuestos bioactivos
estudiados tras seis meses en camara frigorifica.

Variable Unidades n Minimo Miximo  Media  DeSviacion
Estandar
SSC °Brix 17 9,83 24,23 15,85 3,92
TA g acido malico .L! 17 2,22 10,07 5,18 2,51
TPC mg GAE 100 g FW-! 17 6,14 49,84 23,00 11,59
TFC mg CE 100 g.FW"! 17 5,83 39,01 16,87 10,57
ASA mg AsA 100 g FW-! 17 0,53 3,54 1,46 0,81
RAC mg Trolox 100 g FW-! 17 5,57 19,46 13,40 4,70
Azucares gkg’! 17 63,77 138,72 89,74 21,43
Acidos gkg! 17 1,519 7,759 3,403 1,88

SSC, solidos solubles; TA, acidez valorable; TPC, fenoles totales; TFC, Flavonoides totales; AsA, acido
ascorbico; RAC, capacidad antioxidante relativa; Azucares, suma de los azucares individuales; Acidos,
suma de los &cidos orgédnicos mayoritarios; GAE y CE, &cido galico y catequina equivalentes.

Tabla 3. Correlaciones de Pearson para los diferentes pardmetros evaluados en
postcosecha para las 17 accesiones de manzana estudiadas.

TPC TFC AsA RAC Azucares  Acidos
SSC 0,603" 0,549" 0,549" ns 0,918 0,528"
TA ns ns 0,576" ns 0,494" 0,947
TPC 0,960 0,882™ 0,793 0,669 0,530"
TFC 0,893 0,731*" 0,623 0,525"
AsA 0,543" 0,596" 0,626™
RAC ns ns
Azucares 0,637

Estadisticamente significativo a *: p < 0,05 y **: p <0,01; ns, no significativo.
g p y rp g
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Tabla 4. Susceptibilidad de las 17 accesiones de manzana estudiadas tras su
conservacion en frio.

Accesion Estado Pardeamiento Deshidratacion Conservacion
General

Averdal Malo No Escasa No apta
Baujade Bueno No No Apta
Bossost - MRF 76 Malo Si Mucha No apta
Cripps Pink Bueno No No Apta
Cul de Cirio - MRF 39 Bueno Si No No apta
Delcon Bueno No No Apta
Evasni - Scarlet Spur Bueno No No Apta
Florina Bueno No No Apta
Golden Paradise Bueno Si No No apta
Granny Smith Bueno No No Apta
Morro de Liebre Bueno Si No No apta
Red Delicious Bueno No No Apta
Red Elstar Malo Si No No apta
Reineta Blanca del Canada Malo Si Mucha No apta
Reineta Gris Malo Si Mucha No apta
Reneta Bueno No No Apta
Solafuente Bueno No No Apta

Figura 1. Medias y errores estandares de los parametros estudiados para las 17 accesiones
de manzana, en el momento de cosecha y tras 6 meses de almacenamiento en camara
frigorifica a 1-1,5°C.



Figura 2. Analisis de componentes principales. Segregacion de las 17
accesiones de manzano estudiadas.

Figura 3. Ejemplo de variedad no apta para la
conservacion: presencia de deshidratacion 'y
pardeamiento interno (‘Reineta Gris’).

Figura 4. Ejemplo de variedad apta para la
conservacion en frio (‘Granny Smith’).
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar experimentalmente la actividad
respiratoria, en sistema cerrado, de tallos de borraja minimamente procesados
utilizando un respirémetro portatil, de bajo coste, completamente configurable,
flexible, basado en software de codigo abierto y disefiado por los autores. El
dispositivo es modular de manera que los sensores estian situados fuera de la camara
de respiracion del producto, conectados por un circuito cerrado y permite la medida
en continuo de la concentracion de O y de COz, asi como de la presion diferencial. A
partir de estas medidas se determino la velocidad de respiracion a 4 °C de los tallos
de borraja en aire (20 mL CO; kg'h! y 22 mL O; kg'h!) y su evolucion con la
concentracion de ;. Los resultados indican que un envase que reduzca la
concentracion de O: por debajo del 14 % es suficiente para ralentizar la actividad
metabolica de los tallos de borraja al 35-38 % del valor inicial en aire. La
concordancia entre el coeficiente respiratorio y la presion diferencial ofrece la
posibilidad de utilizar esta medida como indicativa de cambios metabdlicos.

Palabras clave: Arduino, coeficiente respiratorio, microcontrolador, respirometro, velocidad de
respiracion.

INTRODUCCION

La borraja, por su alto valor nutricional (Alcusén, Remoén y Salvador, 2017) y
tiempo que requiere su preparacion, es un vegetal adecuado para comercializarse como
minimamente procesado, necesitando un envasado en atmodsfera modificada. Para disefar
adecuadamente el envase de este producto es clave conocer su actividad respiratoria. La
metodologia para su determinacion estd experimentando cambios muy importantes.
Aunque el método de sistema cerrado sigue siendo el mas utilizado, existe un amplio
abanico de opciones para la monitorizacion de la composicién gaseosa de la cdmara de
respiracion mediante sensores electroquimicos infrarrojos, ultrasénicos u opticos. Estos
sensores requieren de un microcontrolador que permita canalizar y controlar y registrar la
informacion que nos proporcionan (Gonzalez-Buesa y Salvador, 2019). En este trabajo se
utilizé un respirometro disefiado por los autores para minimizar los inconvenientes de los
existentes, y con ¢l se determind la actividad respiratoria de tallos de borraja
minimamente procesados.

MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico
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Se utilizé borraja (Borago officinalis L.) de flor blanca, cv Movera, cultivada en
invernadero. Los tallos se cortaron en trozos de 5 cm mediante un cuchillo cerdmico que
se bafido en una disolucion de 4ac. ascorbico al 2 % para reducir el pardeamiento
enzimatico. Se lavaron en agua fria a 4 °C con una disolucién de hipoclorito sddico de
100 ppm durante 5 min, se aclararon y se centrifugaron manualmente. Los tallos (300 g)
se introdujeron en la cdmara de respiracion para la medida de su actividad respiratoria a 4
°C. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Respirémetro

El sistema est4 formado por una camara de respiracion conectada al modulo donde
estdn ubicados los sensores mediante un sistema cerrado. En la Fig. 1 se muestra un
esquema general del dispositivo. La camara de respiraciéon se compone de un frasco de
vidrio hermético. Mediante una bomba de diafragma (Gardner Denver Thomas GmbH,
2002VD / 0.5 / E / DC, Puchheim, Alemania) y un microcontrolador de motor (Arduino
motor shield rev3, Arduino SRL, Strambino, Italia) se bombea el gas de la camara hacia el
modulo de los sensores, de donde retorna de nuevo a la cdmara de respiracion.

En el moddulo de los sensores dispone de un sensor de CO:2 que utiliza una
tecnologia de ondas infrarrojas no dispersiva (NDIR) (ABC Engine Engine BLG, Senseair
AB, Delsbo, Suecia). Para la medida de la concentracion de Oz cuenta con un sensor de
extincion de fluorescencia LuminOx (Flujo UV 25 %, CO2meter Inc., Florida, EE.UU). La
medida de la presion diferencial se realiza mediante un sensor de presion bidireccional
(AMS 5915-0100-D-B, Analog Microelectronics GmbH, Mainz, Alemania). La presion
barométrica se mide con un sensor AMS 5915-1200-B (Analog Microelectronics GmbH,
Mainz, Alemania). Todos los sensores y dispositivos se alimentan y se controlan
directamente a través de un Arduino UNO (Arduino SRL, Strambino, Italia).

RESULTADOS Y DISCUSION

Previamente al calculo de la tasa respiratoria, los valores de la concentracion de
COz2 y de O2 que suministran los sensores se corrigieron siguiendo las instrucciones de los
fabricantes para tener en cuenta su dependencia con la presion. La velocidad de
produccion de CO2, R;p2, y de consumo de O2, R,,, se calcularon utilizando las
siguientes expresiones (Fonseca, Oliveira y Brecht, 2002):

([€Oz1t,—[CO21t,) 1
ty—ts 100V

(1)

1
Reoz = =
CO2 w

1 ([021¢,-102]¢,) 1

2)

donde, [CO,], y [CO;]¢,son las concentraciones de dioxido de carbono (%) a los tiempos
t; y ty (h), respectivamente; de forma analoga [0,];, y [02];, las concentraciones de

oxigeno (%) a esos mismos tiempos; W (kg) la masa de tallos de borraja y V (mL) el
volumen libre de la cdmara de respiracion.

Ry, =

Las velocidades de respiracion obtenidas como medias de las réplicas se muestran
en la Fig. 2 en funcion de la concentracion de Oz. En aire, la velocidad de respiracion es
de 20 mL CO2 kg' h'! y 22 mL Oz kg1 h'!. Estos valores son superiores a los de otros
productos minimamente procesados como judias verdes cortadas (15 mL CO2kg'h'a5
°C), pero inferiores a los de la lechuga iceberg cortada (35 mL CO2 kg''h™! a 6 °C), (Deza-
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Durand et al., 2011). Cuando la concentracion de Oz en el interior de la camara de
respiracion se reduce, desde un 21 hasta un 14 %, se produce un rapido descenso de la
velocidad de respiraciéon hasta 7 mL CO2 kg h'y 8,5 mL Oz kg1 h'.

El coeficiente respiratorio, RQ, se determiné como cociente entre la velocidad de
produccion de CO:z y la de consumo de Oz. En la Fig. 3 se muestra su evolucion y la de la
presion diferencial. RQ es menor que 1 en practicamente todo el intervalo de
concentraciones de Oz. Este hecho es el responsable de que la presion diferencial tome
valores negativos disminuyendo de forma lineal con la concentracion de O2. A
concentraciones de oxigeno en torno al 1 %, RQ comienza a tomar valores mayores de 1y
simultadneamente la presion diferencial deja de disminuir, lo que podria indicar cambios
metabolicos y la iniciacidon de rutas metabolicas.

CONCLUSIONES

Mediante un respirometro novedoso, de bajo coste, modular, totalmente
configurable, flexible y basado en software de codigo abierto, se ha determinado la
actividad respiratoria de un producto poco estudiado como son los tallos borraja
minimamente procesados. Los resultados indican que velocidad de respiracion de este
producto se frena considerablemente a concentraciones de Oz por debajo del 14 %. Los
resultados muestran el potencial de la medida de la presion diferencial como indicador de
cambios en el coeficiente respiratorio.
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FIGURAS

Fig. 1. Esquema del respirometro.

Fig. 2. Evolucion de la velocidad de consumo de Oz, Roz, y de produccion de CO2, Rcoz,
con la concentracion de oxigeno, [O2].

Fig. 3. Evolucion del coeficiente respiratorio, RQ, y de la presion diferencial, Pait, con la
concentracion de oxigeno, [O2].
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Resumen

El objetivo de este estudio ha sido evaluar las propiedades fisicas y quimicas
que determinan la calidad de arandanos (Vaccinium corymbosum L.) procedentes de
grandes superficies (5 muestras), fruterias de barrio (3 muestras) y de agricultura
ecolégica (2 muestras). Para establecer su calidad, se analizaron diferentes
parametros tales como: acidez titulable, solidos solubles totales, pH, contenido total
de fenoles y antocianos, asi como la actividad antioxidante determinada por los
métodos ABTS y FRAP. Las muestras presentaron diferencias en los parametros
individuales analizados, pero todas ellas tuvieron una buena calidad global en el
punto de venta. Es importante destacar que no hubo diferencias entre las
condiciones de cultivo (ecoldgicos vs intensivo) en cuanto a la actividad antioxidante
y el contenido en compuestos fendlicos y antocianos.

Palabras clave: Vaccinium corymbosum, calidad, compuestos fenolicos, metabolitos,
expresion génica.

INTRODUCCION

Los arandanos (Vaccinium corymbosum L.) son frutos frescos blandos, que estan
ganando popularidad por sus propiedades farmacologicas y bioquimicas y, por tanto, su
valor econdmico esta aumentando (Tanase et al., 2016). Esta tendencia se ha traducido
en un aumento del 52% de la produccion mundial en los ultimos cinco afios (FAOSTAT,
2019). En el caso concreto de Espafia, en los tltimos 10 afios se ha producido un gran
incremento en la produccion de ardndanos, pasando de menos de 10.000 toneladas en
2009 a mas de 50.000 en 2019 (FAOSTAT, 2019). Asi, Espana es el quinto pais en
produccion de arandanos, con un 7% del total. Actualmente, la mayor parte de la
produccion espafiola se localiza en Huelva, liderando la produccion de ardndanos de
Europa, seguida de Asturias, Cantabria y Galicia.

El creciente interés por los frutos rojos se debe a su popularizacion como
"superalimento", debido a su elevada actividad antioxidante in vitro y a su abundancia en
compuestos fendlicos como los flavonoides y los acidos fendlicos. Se caracterizan por su
alto contenido en vitamina C y, dentro de los compuestos fendlicos, entre los que se
encuentran tanto flavonoides como no flavonoides, las antocianinas son las mas
abundantes con un 60% del total de fenoles en los arandanos maduros.

El objetivo principal de este trabajo ha sido analizar la calidad de arandanos
recogidos en diez puntos de venta diferentes (grandes superficies y fruterias de barrio)
para determinar si la calidad de los frutos depende del punto de venta, del cultivar (en
aquellos en los que se ha podido identificar) y/o de las condiciones de cultivo (agricultura
ecologica o intensiva). Para ello, el estudio se centrd en evaluar los diferentes parametros
de calidad: solidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT) y pH en el momento de
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la adquisicion, asi como el contenido total de fenoles y antocianos y la determinacion de
la actividad antioxidante mediante dos métodos (ABTS y FRAP).

MATERIAL y METODOS

Se recogieron muestras de arandanos (Vaccinium corymbosum L.) en diferentes
puntos de venta situados en Madrid en mayo de 2021. Cinco de ellas se compraron en
grandes superficies (Alcampo, Lidl, Aldi, Mercadona, and Dia), otras tres en fruterias de
barrio (Don Frutero de Andalucia, Bargosa, Agra Das Mil Medas) y dos fueron de cultivo
ecoldgico (Bio Aldi, and Bio Ventura). Es importante seialar que, como las muestras de
arandanos se compraron en diferentes puntos de venta, en algunos de ellos los cultivares
no estaban identificados en los envases, excepto en cinco de las muestras: cv. Ventura
(Lidl, Bio Ventura y Dia), cv. Snowchaser (Alcampo) y cv. Royal Blue Aroma
(Mercadona). Los frutos de cada punto de venta se dividieron en tres lotes (réplicas
biologicas).

Para determinar la acidez titulable, 10 g de ardndanos homogeneizados se
diluyeron con 40 mL de agua desionizada y se determind por valoraciéon con NaOH 0,1
N hasta un punto final de 8,2 con un titulador (862 Compact Titrosampler, Metrohm,
Espaia) y se expreso en % de acido citrico (v/p). Los sélidos solubles totales (SST) se
determinaron mediante un refractometro digital Mettler AT100 (Mettler, Espafia). El pH
se midi6 con el micropH 2000 (Crison, Espafia) en el zumo obtenido de los ardndanos
homogeneizados. Todas las mediciones se realizaron tres veces.

Los fenoles totales y antocianos totales se derminaron por los métodos de Folin-
Ciocalteu y de pH diferencial, respectivamente y se expresaron como mg equivalentes
4cido galico por 100 g de peso fresco (mg EAG-100g PF') y como mg equivalentes
malvidin-3-glucésido por 100 g de peso fresco (mg EM3G-100g PF!). La capacidad
antioxidante se determind mediante los métodos ABTS y FRAP (Romero et al., 2019) y
se expresd como mM de equivalentes Trolox por gramo de peso fresco (mM ET-g PF!).

RESULTADOS Y DISCUSION

Segin Maas et al. (1991), el contenido global de acidos de V. corymbosum es
relativamente alto, con un rango de 0,5-1,5% de &cido citrico. Por otro lado, los SST
suelen presentar valores medios superiores a 10 °Brix. En el caso de las muestras
analizadas en el presente trabajo, todos los valores estaban dentro de estos rangos, pero
el contenido de SST y de AT fue diferente entre las muestras (Tabla 1). Mientras que en
el caso del AT hubo cuatro grupos homogéneos, los valores de SST fueron mas
divergentes entre ellos. Asi, los frutos de Mercadona, Aldi y Bio Ventura mostraron los
valores de AT mas bajos. Asimismo, estas tres muestras coincidieron en tener los niveles
mas altos de SST, lo que se tradujo en un valor mas elevado del indice de maduracion
(SST/AT). En cuanto al pH, los valores oscilaron entre 3,07 y 3,55, teniendo los valores
mas altos Aldi, Mercadona, Bio Aldi y Bio Ventura, mientras que los mas bajos
correspondieron a Dia y Agra Das Mil Medas. Saftner et al. (2008) encontraron que el
valor del pH de los extractos de arandanos presentaba una alta correlacion con la
intensidad del sabor (r = 0,56), la aceptabilidad del sabor (r = 0,51) y la calidad general
del consumo (r = 0,48), asi como una relacion inversa con la AT (r = -0,76).

De acuerdo con Beaudry (1992), los ardndanos deben contener mas del 10% de
SST, valores de AT entre 0,3 y 1,3% de 4acido citrico, un pH entre 2,25 y 4,25, para
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presentar una buena calidad en el punto de venta. En general, los valores de las muestras
analizadas en el presente trabajo se encontraron dentro de estos rangos.

El contenido fendlico total (CFT) oscilo6 entre 131,00 y 249,71 mg EAG/100 g PF
(Tabla 2), siendo las muestras de Don Frutero de Andalucia las que presentaron los
mayores valores, seguidas de las muestras de Mercadona y Aldi. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre el resto. Por el contrario, para el contenido de antocianos
totales (CAT) no se observo esta tendencia. Asi, los valores més altos se alcanzaron en
las muestras de Aldi y Dia, mientras que los frutos de Lidl presentaron los valores mas
bajos. Al igual que se observo para el CFT, no hubo diferencias significativas en el
contenido de antocianos entre el resto de muestras. Segun Rodrigues et al. (2011), los
valores medios de fenoles totales para las bayas de V. corymbosum (cv. Bluecrop) fueron
de 274,48 mg EAG/100 g PF, mientras que Prior et al. (1998) reportaron valores de
189,90 mg EAG/100 g PF. Aunque los niveles obtenidos en el presente trabajo se
encuentran entre los reportados previamente, no se pueden comparar con datos
bibliograficos ya que hay diferentes parametros que afectan al contenido de estos
compuestos tales como el cultivar, los tratamientos postcosecha, las condiciones
climaticas de los cultivos, entre otros (Téanase et al., 2016), dando lugar una gran variacion
enel CFT y CAT.

La actividad antioxidante determinada por el método ABTS (Tabla 2) mostrd una
gran variacion, oscilando entre 8,33 y 20, 48 mM ET-g PF!, que corresponde a las
muestras de Lidl y Mercadona, respectivamente. Asimismo, entre el resto de las muestras
no hubo mucha variacion, existiendo sé6lo diferencias significativas entre los valores mas
altos (Mercadona y Don Frutero de Andalucia) y el mas bajo (Lidl). Respecto a los
resultados del método FRAP, también hubo un amplio rango, de 6,55 a 13,69 mM ET-g
PF!, correspondientes a los frutos de Agra Das Mil Medas y Don Frutero de Andalucia,
respectivamente. Sin embargo, los valores de las distintas muestras presentaron
subgrupos mas definidos ya que todos ellos mostraron diferencias significativas a
excepcion de los procedentes de Bio Aldi, Bio Ventura y Bargosa. En general, los valores
de actividad antioxidante obtenidos en este estudio son similares a los reportados por
Rodrigues et al. (2011).

Es importante sefialar que las muestras de agricultura ecoldgica presentaron
valores similares de actividad antioxidante. Ademas, las muestras que pertenecen al
mismo cultivar (cv. Ventura) no mostraron diferencias significativas en la actividad
antioxidante determinada por el método ABTS. Sin embargo, cuando se utiliz6 el método
FRAP, dentro del cultivar Ventura, los frutos de Lidl mostraron los valores més bajos
seguidos por las muestras de Bio Ventura y Dia.

Los resultados indicaron una correlacion positiva entre el contenido de fenoles y
la actividad antioxidante (ABTS; r= 0,631, FRAP; r=0,860), asi como entre los métodos
ABTS y FRAP (r = 0,529, p < 0,01). En general, segun los trabajos de Dudonné et al.
(2009) y Bunea et al. (2011), existe una buena correlacion entre los métodos ABTS y
FRAP, asi como entre la actividad antioxidante y el contenido fenodlico. En nuestro caso,
no se encontr6 correlacion entre el contenido de antocianos totales y la actividad
antioxidante determinada por el método ABTS, pero si con los resultados obtenidos con
el método FRAP (r= 0,633, p <0,01).

CONCLUSIONES

El conjunto de resultados mostré que las diferentes muestras analizadas
provenientes de distintos puntos de venta presentaban parametros de calidad dentro de
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los rangos considerados como Optimos segun diferentes trabajos presentes en la
bibliografia, aunque los parametros individuales diferian entre las muestras. Asimismo,
cabe destacar que no se observaron diferencias entre los cultivos de agricultura ecoldgica
e intensiva en cuanto al contenido fendlico total, el contenido total de antocianos y la
actividad antioxidante. Por otro lado, las tres muestras del cultivar Ventura presentaron
diferencias en funcion del punto de venta, lo que sugiere que el cultivar no es el unico
factor que afecta a la calidad de las bayas.
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Tabla 1. Acidez titulable (AT), solidos solubles totales (SST), indice de maduracion
(SST/AT) y pH de arandanos (V. coymbosum L.) obtenidos de diferentes puntos de venta.

SST AT
Muestras s (% 4cido SST/AT pH
("Brix) citrico)
Agra Das ab be ab
MiModas 2935006 1,16+0,04 8,54 3,20+0,02
Alcampo  10,10+£0,30° 1,12+0,01° 9,06 3,36+0,09°
Aldi 11,670,254  0,77+0,08* 15,15 3,55+0,09"
Bargosa  10,33£0,21° 1,10+0,09° 9,42 3,32+0,07
BioAldi  11,03+0,23° 1,03+0,06® 10,71 3,52+0,05%f

BioVentura 11,57+0,23°¢  0,69+0,07° 16,84 3,39+0,07°4f

Dia 11,2740,21¢  1,32+0,02° 8,54 3,07+0,03%

Don
Frutero de 11,770,329 1,03+£0,12® 11,46 3,37+0,07b¢de
Andalucia

Lidl 9,53+0,12*  1,30+0,06° 7,35 3,35+0,09b¢4
Mercadona  12,50+0,10°  0,66+0,02° 19,04 3,54+0,03¢F

Las letras diferentes en las filas indican diferencias significativas segun la
prueba Tukey-b (p < 0,05)

Tabla 2. Contenido de fenoles totales (CFT), contenido de antocianos totales (CAT) y
capacidad antioxidante medida por dos métodos ABTS y FRAP de arandanos (V.
coymbosum L.) obtenidos de diferentes puntos de venta.

CAT
CFT ABTS FRAP
Muestras (mg EAG-100g PF-) (& Eg’;g 1002 (L MET-g PF) (mMET-g PF)
Agr&?;;SMﬂ 137,00410.21*° 65494491  1033+1,78%®  6,55+0,36"
Alcampo 159,3549,572 68,53+4,68°  10,83+0,72%®  12,12+0,29¢
Aldi 200,53+5,20° 84,60+4,36°  10,40+0,68%  13,55+0,29¢
Bargosa 142,98+11,322 62,07+4,67°  12,19+1,76° 8,93:+0,00P
BioAldi 155,2449,522 60,75+4,31° 8,68+0,49% 8,55+0,41°
BioVentura 150,24+3,13? 59,05+2,73>  11,33+1,78% 8,50+0,33°
Dia 163,18+7,40° 86,06+3,11° 8,83+0,592 10,93+0,11°
DonFruterode 157111553 703706.46°  1476£1.96°  13,69+0,60¢
Andalucia
Lidl 131,00+16,39? 42214426 8,3340,592 7,17+0,522
Mercadona 204,25+18,64° 64,23+4,72° 20,48+1,79¢  12,83+0,74%

Las letras diferentes en las filas indican diferencias significativas segun la prueba

Tukey-b (p < 0,05)
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Resumen

Para prolongar la vida util de la fruta después de recoleccion, es preciso la
aplicacion de tratamientos postcosecha que consisten en el uso de técnicas de barrera
donde se combina temperatura y humedad, y en algunas ocasiones la union de otros
conservantes quimicos, con el inconveniente que se ha asociado al uso de estos
productos, con intoxicaciones, alergias y otras enfermedades. Por esta causa, y porque
los consumidores cada vez demandan productos mas naturales, se deben buscar
alternativas de conservacion. Las plantas aromaticas han sido usadas como
conservantes desde hace mucho tiempo, pudiendo extraerse de ellas aceites esenciales,
que tienen efectos sobre el crecimiento microbiano, que es la principal causa de
deterioro de los alimentos. El objetivo de este trabajo fue el estudio de la accion del
aceite esencial de tomillo sobre la calidad fisico-quimica, visual y microbiologica de la
uva de mesa ‘Crimson’. Se realizaron dos tratamientos: Control y Tomillo,
conservandose en refrigeracion (2°C £1°C y 90% HR), realizandose seguimientos a
los 7, 14, 21, 28 y 35 dias. En cada fecha se evalué acidez, sélidos solubles totales,
firmeza, pérdida de peso, deshidratacion del raspon y evolucion de la microbiologia
(mesofilos aerobios, psicrotrofos, mohos y levaduras). El tratamiento con aceite
esencial de tomillo mostr6 mejores resultados, debido a que presenté menores
pérdidas de firmeza, pérdidas de peso, mantuvo el color verde del raspon y el recuento
microbioldgico fue mas estable que en las muestras control.

Palabras clave: plantas aromaticas, calidad, conservacion
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INTRODUCCION

En la actualidad existe un mayor consumo de frutas y hortalizas, debido a la
preocupacion por una dieta equilibrada, asi como el gran interés por parte de los
consumidores de comprar y consumir productos mas frescos. Para prolongar la vida util se
necesita el uso de técnicas de barrera donde se combina temperatura y humedad, junto con
conservantes, siendo los mas utilizados los conservantes quimicos, benzoatos, nitritos y
nitratos, anhidrido sulfuroso (SO.), con el inconveniente que se ha asociado el uso de estos
productos con intoxicaciones, alergias y otras enfermedades degenerativas (Rodriguez
Sauceda, 2011). Por esta causa, y porque los consumidores cada vez demandan productos
mas naturales, se deben buscar alternativas de conservacion, como por ejemplo los aceites
esenciales que tienen alta capacidad antioxidante y antimicrobiana (Campos et al., 2016).

Las plantas aromaticas han sido usadas como conservantes desde hace mucho
tiempo, pudiendo extraerse de ellas aceites esenciales, que tienen efectos sobre el
crecimiento microbiano (Laranjo et al., 2019), que es la principal causa de deterioro de los
alimentos.

Una de las frutas mas consumidas es la uva, siendo el cultivar ‘Crimson’ uno de los
cultivares de uva de mesa mas producido en todo el mundo, porque ha despertado gran
interés en los consumidores, al no tener semillas. La uva es una fruta muy perecedera, en
condiciones ambientales, su conservacion es muy limitada, por eso es tan importante hacer
tratamientos postcosecha, para prolongar la vida y mantener sus caracteristicas sensoriales
y fisico-quimicas.

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la evolucion de la acidez, sélidos
solubles totales, firmeza, % pérdida de peso, deshidratacion del raspon y evolucion de la
microbiologia (mesoéfilos aerobios, psicrotrofos, mohos y levaduras), en uvas en atmosfera
tratada con aceite esencial de tomillo comparado con un tratamiento control.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal y disefio experimental

El material vegetal, uva (Vitis vinifera (Lindl.) cultivar ‘Crimson’ fue producido por
la empresa “Herdade Vale da Rosa”, en Beja (Portugal). Los racimos se recolectaron en su
madurez comercial y se metieron en cajas de plastico, a las que se coloco en la tapa una
gasa impregnada de una concentracion de 1:10 del aceite esencial de estudio, tomillo
(Thymus vulgaris), creandose un atmosfera enriquecida en este aceite.

Se realizaron dos tratamientos: control (C) y tomillo (T), conservandose en
refrigeracion (2°C £1°C y 90% HR) hasta los 35 dias, siguiendo su evolucion a los 7, 14,
21,28 y 35 dias.

Métodos de analisis

La Acidez Titulable (AT) se determind con un valorador automatico Crison
Compact Tritrador, mediante valoracion hasta pH 8,1, empleandose una disolucién 0,1 N
de NaOH, expresandose los resultados en porcentaje de dcido malico de peso fresco (pf).
Los Sdlidos Solubles Totales (SST) se midieron con un refractometro digital portatil
Atago, expresandose los resultados en °Brix. La firmeza se determind con un texturémetro
TA.HD.Plus, por penetracion con sonda de 2 mm de didmetro, expresandose los resultados
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en Newton (N). % Pérdida de peso que se determind, pesando los racimos a dia 0 y en
cada fecha de salida de camara en una balanza digital PB1502 (Mettler Toledo). La
deshidratacion del raspon se evalud visualmente. Los analisis microbiolégicos se hicieron
acorde a la ISO 4833:1991, ISO 7954:1988 ¢ ISO 7402:1993 y los resultados expresados
en log UFC/g. Se estudié mesoéfilos aerobios, psicrotrofos, mohos y levaduras. Todos los
analisis realizados fueron realizados n=6.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los valores obtenidos para la AT y los SST. La AT a lo
largo del estudio fue disminuyendo significativamente, siendo mayor este descenso en las
muestras Control que en las muestras en la atmoésfera de Tomillo. Los SST aumentaron
durante el estudio siendo los valores mayores en las muestras Control que las de Tomillo.
Que sean superiores los valores tanto de AT como de SST en las muestras Control fue
debido a que evolucionaron mas rapido hacia la madurez que las de Tomillo.

La firmeza (Fig. 1) descendio en los dos tratamientos pero fue mucho mas acusada
en las muestras Control, cuyos valores obtenidos a los 7 dias se mantuvieron sin diferencias
significativas hasta el final del ensayo, mientras que las muestras Tomillo la firmeza
también fue disminuyendo a lo largo del estudio pero fue mas progresiva su pérdida, incluso
presentando mejores resultado a los 35 dias que el Control.

El tratamiento que mayor porcentaje de pérdida de peso present6 (Fig. 2) al final
del ensayo fue el Control, siendo de entorno al 3 % las pérdidas, mientras que el tratamiento
con Tomillo fue el que tuvo menores pérdidas de peso con un 2%. La mayor pérdida de
peso en Control se produjo a los 7 dias del ensayo, manteniéndose esta pérdida a lo largo
de todo el estudio y en Tomillo como ha sucedido en los anteriores parametros fueron las
pérdidas de forma mas progresivas a lo largo del ensayo. La deshidratacion del raspon se
produjo progresivamente a lo largo del ensayo siendo mucho mas evidente en las muestras
Control que las muestras Tomillo, llegando a dia 35 estas ltimas con el raspén mucho
menos deshidratado y manteniendo el color verde aunque no tan intenso como al inicio del
ensayo.

El tratamiento que mejores resultados microbioldgicos (Fig. 3) se obtuvieron fue el
de Tomillo a lo largo de todo el ensayo resultados que concuerdan con lo dicho por otros
autores (Geransayeh et al., 2012). Decir también que los recuentos a dia 7 fueron inferiores
que a dia 0, para mesofilos totales, psicrotrofos totales, mohos y levaduras, 1,65, 2,03, 2,04
y 2,26 log UFC/g y para los dias 14 y 21 iguales o inferiores.

CONCLUSIONES

Con todos los resultados obtenidos, se puede decir que el aceite esencial de tomillo
mantuvo las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas mejor que el tratamiento
Control a lo largo de todos los dias de estudio del ensayo, asi como que el aceite esencial
de tomillo tiene efecto bacterioestatico y fungiestatico, asi como bactericida y fungicida, a
la concentracion estudiada, por lo que seria una buena alternativa a los conservantes
quimicos.
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Tabla 1. Evolucion de la AT y los SST a lo largo del ensayo.

Dias Muestreo AT Control AT Tomillo SST Control SST Tomillo
0 0,42+0,04a 0,42+0,01a 18,45+0,30a 18,45+0,30a
7 0,45+0,03a 0,40+0,01ab 19,43+0,65ab 19,65+0,75b
14 0,39+0,03ab 0,39+0,02 ab 21,07+0,71cd 19,68+0,52b
21 0,35+0,04bc 0,39+0,01 ab 20,18+0,84bc 19,92+0,47b
28 0,32+0,04c¢ 0,39+0,01 ab 20,22+0,20bc 20,00+0,02bc
35 0,32+0,02¢ 0,38+0,02 ab 21,58+0,37d 20,80+0,35¢

Medias + DS. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
cosechas (p<0,05 segun el test de Tukey HSD).
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Fig. 1. Evolucién de la firmeza a lo largo del ensayo. Para cada variable, datos marcados
con letras diferentes implican diferencias significativas entre fechas (p<0,05 segun el
test de Tukey HSD).
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Fig. 2. Evolucion del % pérdidas de peso a lo largo del ensayo. Para cada variable, datos
marcados con letras diferentes implican diferencias significativas entre fechas (p<0,05
segun el test de Tukey HSD).
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Fig. 3. Evolucioén del recuento microbioldgico de los diferentes tratamientos. Para cada
variable, datos marcados con letras diferentes implican diferencias significativas entre
fechas (p<0,05 segun el test de Tukey HSD).
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Resumen

Para mantener la calidad de tallos de borraja minimamente procesados fue necesario
aplicar un tratamiento higienizante, un tratamiento antipardeamiento, un envasado en
atmosfera modificada y la conservacion en refrigeracion (4 °C). Motivado por la necesidad
de reducir el uso de plasticos derivados del petréleo, el objetivo de este estudio fue evaluar la
calidad organoléptica y nutricional de los tallos de borraja envasados en bolsas
biodegradables de acido polilactico (PLA), y compararla con la del producto envasado con
polipropileno (PP); utilizando como control el producto envasado en PP macroperforado.
Debido a la alta permeabilidad al agua del PLA los tallos envasados en este material llegan a
perder hasta un 5.7 % de su peso a los 21 dias. Durante la conservacion, luminosidad e
intensidad de la tonalidad verde caracteristica diminuyen, sin embargo no hay diferencias
significativas (P>0.05) entre envases hasta el dia 18, que comienzan a ser mas marcados los
cambios en los tallos envasados en PLA. No se encontraron diferencias en la textura de las
borrajas envasadas en PP y PLA, pero las muestras control presentaron una menor
resistencia a la flexion indicando que la composicion gaseosa en el interior del envase influye
en la textura. La capacidad antioxidante y el contenido en fenoles totales del producto
envasado en PP no sufre cambios significativos durante los 21 dias de conservacion; sin
embargo, el producto envasado en PLA reduce a la mitad su capacidad antioxidante entre
los dias 11 y 14 y pierde hasta el 70 % de los compuestos fenolicos al final del periodo de
conservacion.

Palabras clave: capacidad antioxidante, color, fenoles, PLA, textura.

INTRODUCCION

Los tallos de borraja minimamente procesados envasados en atmosfera modificada
y conservados en refrigeracion es una alternativa a las existentes en el mercado acorde
con la tendencia por parte de los consumidores de adquirir productos listos para el ser
consumidos o cocinados (Alcuson et al., 2017). Para el envasado de este tipo de productos
se ha utilizado hasta la actualidad, fundamentalmente, pléasticos derivados del petréleo.
Estos materiales no son biodegradables y suponen un gran problema medioambiental
global, por lo que existe un interés creciente en sustituirlos por envases bio-basados. Sin
embargo, el uso de materiales bio-basados esta limitado por las pobres propiedades
barrera y débiles propiedades mecéanicas que presentan (Khalil et al., 2018). Ello implica
que hay que analizar cada producto en concreto para determinar como se ve afectada la
calidad del mismo si se utilizan envases bio-basados.

El acido polilactico (PLA) es un material bio-basado y biodegradable, de precio
econdémico, con buenas propiedades mecanicas y moderadas permeabilidades al oxigeno
y al vapor de agua en comparacion con otros materiales bio-basados (Almenar y Auras,
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2010), que ya ha sido evaluado con otros productos (Gonzalez-Buesa et al., 2014), pero
su idoneidad para el envasado de borraja minimamente procesada todavia no se ha
evaluado. El objetivo de este trabajo fue comparar el efecto del material de envasado en la
calidad de tallos de borraja minimamente procesados, para ello se ha utilizado un material
bio-basado (PLA) y otro derivado del petroleo (PP).

MATERIAL Y METODOS
Material biolégico

Se utilizé borraja (Borago officinalis L.) de flor blanca, cv Movera, cultivada en
invernadero. Los tallos se cortaron en trozos de 5 cm mediante un cuchillo cerdmico que
se bafid en una disolucion de 4ac. ascorbico al 2 % para reducir el pardeamiento
enzimatico. Se lavaron en agua fria a 4 °C con una disolucién de hipoclorito sddico de
100 ppm durante 5 min, se aclararon y se centrifugaron manualmente. Posteriormente se
envasaron (150 g) en bolsas de PLA y de PP de 40 um de espesor, de 20x15 cm, y se
conservaron en refrigeracion a 4 °C. Como control se utilizaron bolsas de PP
macroperforadas. La calidad del producto se analiz6 los dias 0, 4, 7, 11, 14, 18 y 21.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Metodologia analitica

La medida del color se realiz6 por analisis digital de imagenes adquiridas con un
escaner (CanonScan Lide 210) utilizando el software ADImag .

La textura se analizd mediante test de pandeo con un texturémetro (TA.XTplus,
Stable Micro Systems), con una célula de carga de 5 kg a 2 mm s! hasta ruptura. A partir
de estos datos se obtuvo la resistencia a la flexion, como el producto de la fuerza, a 5 mm
de desplazamiento de la sonda, por la longitud de separacion entre los puntos de apoyo del
tallo en la sonda, referido al 4rea de un tallo de seccidn circular que tuviese la misma area
que el tallo analizado.

El contenido en humedad se determind por pérdida de peso tras secado en estufa de
conveccion a 105 °C. La capacidad antioxidante se determind haciendo reaccionar los
distintos compuestos antioxidantes presentes en la muestra con DPPH. Para cuantificar el
contenido en compuestos fenolicos se partid del mismo extracto que en la determinacion
de la capacidad antioxidante y se sigui6 el método de Folin-Ciocalteu.

La evolucién de la composicion gaseosa en el interior de los envases (O2 y COz), se
midid con un analizador de gas (Dansensor CheckMate 3).

Los datos se presentan como valores medios +desviacion estandar. Con el fin de
comparar las medias se realizé un test de varianza ANOVA acompafiado de un test de
Tukey, considerandose que las diferencias son significativas si P<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a la menor permeabilidad al Oz del PLA (310 mL m™ d! atm™, a 23 °C,
85% HR) en comparacion con el PP (1100 mL m™ d! atm™, a 23 °C, 0% HR), en los
envases de PLA los tallos agotaron el O2 en una semana de almacenamiento a 4°C,
mientras que en los de PP la concentracion de Oz descendid por debajo del 1% el dia 11.
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Por otra parte, la alta permeabilidad al vapor de agua del PLA (186 g m? d™!, a 38 °C, 90%
HR) fue la causa de que los tallos envasados en este material sufrieran una deshidratacion
més severa que los envasados en PP (4 g m? d!, a 38 °C, 100% HR), (ver Tabla 1),
llegando a perder un 5.7 % de peso.

En todos los envases se produjo un incremento en la firmeza de los tallos en los 11
primeros dias de conservacion, posiblemente debido al estrés que el procesado genera en el
producto. En las muestras control, en el ultimo tramo del periodo de conservacion,
descendi6 la resistencia a la torsion, lo que refleja un ablandamiento del tallo que no se
aprecia en las muestras envasadas en PLA ni en las envasadas en PP (Tabla 1), indicando
que en la textura influye notablemente la atmosfera de envasado.

Durante la conservacion los tallos perdieron luminosidad y tonalidad verde
caracteristica que se manifestd por un incremento de la coordenada a* los primeros 4 d de
conservacion (Tabla 2). Comparando el color de los tallos entre los envases se observo que
solamente existen diferencias significativas (P<0.05) en las muestras envasadas en PLA
que a los 21 d eran menos luminosas y tenian un tono verde menos intenso.

La evolucion de la capacidad antioxidante y del contenido en compuestos fenolicos
siguié la misma tendencia (Tabla 3). Las muestras envasadas en PP mantienen durante la
conservacion los valores iniciales. Sin embargo, en el caso del PLA, la capacidad
antioxidante sufri6 una reduccion del 65 % y los compuestos fendlicos del 70%.

CONCLUSIONES

Los tallos de borraja minimamente procesados si se envasan con PLA en vez de
usar PP, a pesar de experimentar cierta deshidratacion, presentan un color y una textura
similares durante los primeros 18 d de conservacién. Sin embargo, las pérdidas
nutricionales de los tallos en PLA desaconsejan su utilizacion ya que el envasado en PP
preserva mejor la capacidad antioxidante y el contenido en fenoles del producto.
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TABLAS

Tabla 1. Evolucion de la humedad y de la turgencia de los tallos, expresada como
resistencia a la flexion, durante la conservacion en los diferentes envases.

dia Humedad (g agua/g) Resistencia a la flexion (MPa)
Control PP PLA Control PP PLA
0 0.9649+0.000442  0.9649+0.000442  0.9649+0.000442 0.63+0.1742 0.63£0.1742  0.63+0.1744
4 0.9587+0.00334%  0.9645+0.0006%>  0.9503+£0.012742>  (.79+0.2942b 0.73£0.26%%  0.70.251+A20
7 0.9513+£0.0017%  0.9637+0.00054*  0.9501+£0.0018B2  (.74+0.23A2b 0.81£0.2340  (.74+0.25420
11 0.9423+0.0019%"  (0.9638+0.00074  0.9400+0.0014Bb 0.82+0.24A0 0.81£0.2740  0.84+0.224
14 0.9410+0.0049B%%  0.9639+0.00014°¢  (0.9318+0.0034C< 0.74+£0.234:20 0.73+£0.2442>  (,73+0.2842°
18  0.9252+0.0132B¢ 0.9632+0.00014¢  0.9229+0.0058B<d  (.63+0.25B8-2 0.80+0.24B2  (0,75+0.30B
21 0.9261+0.0094B¢ 0.9632+0.00014¢  0.9098+0.0020%¢  0.65+£0.264B2>  0.82+0.273b  0.71+0.294Bab

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre envases. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tiempos de conservacion.

Tabla 2. Evolucion del color de los tallos durante la conservacion en los diferentes

envases.
dia L* a*
Control PP PLA Control PP PLA

0 68.32+£3.29% 68.32+3.20M° 68.32+£3.294% _4.21+0.75% -4.21+0.75%*  -4.21+0.75°
4 67.39+3.68%% 68.54+3.13% 66.87+3.904%® -3.29+0.61*° -3.41+0.96*° -3.43+0.84A°
7 67.2943.934% 66.89+4.404%®  68.26+3.76™* -3.39+0.92A° -3.38+0.947°  _3.34+1.57A°
11 67.49+3.63%" 66.18+4.42%° 66.86+3.174% -3.39+0.98%° -3.32+0.96*° -3.24+0.814°
14 66.27+4.18%% 66.4543.12%%  65.08+5.494° -3.20+1.054° -3.09+0.85%°  -2.67+1.99A°
18 66.92+3.814% 67.70+4.374%® 66.00+£5.00*%® -3.39+1.182° -3.27+0.70%° -2.67+1.52B°
21 65.0043.96%° 66.71£3.68%%® 61.51+5.095¢ -3.3240.91*° -3.26+0.96*° -1.61+2.375¢

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre envases. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tiempos de conservacion.

Tabla 3. Evolucion de la capacidad antioxidante y del contenido en fenoles totales de los
tallos durante la conservacion en los diferentes envases.

Capacidad antioxidante (mgTrolox/100g DM) Fenoles totals (mg GAES/100g DM)

7 Control PP PLA Control PP PLA

0 75341544 74441542 7441544 31943044 31943044 31943044
4 75941942 75142042 5602850 19844948 258+13%2 1284238
7 408+29B° 747£12742 520+665 166+70*° 28742444 1514844
11 398+238° 65646 42441784 148+128° 24144282 187+£940b
14 4524478 747416472 308+33B¢ 1702780 31144042 124+3B°
18  383+44B° 714+7242 361+£228¢ 106+145° 31345342 1184280
21 414+662° 734412942 259+628¢ 1684380 285+£20™ 99+8CP

Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre envases. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tiempos de conservacion.
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Resumen

Las frutas rosaceas son las responsables del 60% de las alergias a frutas y entre
ellas destaca la manzana. Las proteinas de la familia LTP (Lipid Transfer Proteins) a
la que pertenece la Mal d 3 de la manzana (Malus domestica), son las mas alergénicas
de las frutas. El objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la variedad de
manzana (‘Golden Delicious’, ‘Granny Smith’, ‘Verde Doncella’ y ‘Red Story’), asi
como del grado de madurez en el momento de la recoleccion y el tiempo de
almacenamiento postcosecha en atmosfera controlada en su composicion y
propiedades alergénicas. Para la caracterizacion del grado de madurez se
determinaron los siguientes parametros fisico-quimicos: firmeza, contenido en sélidos
solubles totales y acidez titulable. Ademas, en la piel de las manzanas se determino el
contenido en proteina por la técnica de Bradford, el perfil proteico mediante
electroforesis y el contenido en Mal d 3 utilizando una técnica ELISA sandwich,
previamente desarrollada y validada. La proteina total de las manzanas recogidas en
el grado de madurez definido como el éptimo para la recoleccion, vario entre 116’8 +
36’7 ng/g (‘Golden Delicious’) y 527’4 + 87°6 ng/g (‘Verde Doncella’), y la
concentracion de Mal d 3 entre 13°6 + 3°0 pg/g (‘Golden Delicious’) y 25°2 + 3°9 ug/g
(‘Verde Doncella’). Tras el almacenamiento durante 7 meses, la concentracion de
proteina total aumento entre 1,1 y 2,5 veces, sobre todo en la variedad ‘Red Story’. La
electroforesis de las proteinas mostro6 un perfil de bandas similar, pero con diferente
intensidad, visualizandose en todas la Mal d 3. Por otra parte, la concentracion de Mal
d 3 disminuyo entre 1,3 y 2,5 veces durante el almacenamiento, siendo el descenso mas
acusado en las variedades ‘Verde Doncella’ y ‘Granny Smith’.

Palabras clave: alergia, frutas, rosaceas, Mal d 3, ELISA.

INTRODUCCION

Segtin el informe “Alergoldgica 2015 de la Sociedad Espafiola de Alergologia e
Inmunologia Clinica (SEAIC), la principal causa de alergia alimentaria en la poblacion
espafiola son las frutas frescas (44,7%), siendo las rosaceas las causantes del 59,4% de las
alergias a frutas, y destacando entre ellas la manzana (Malus domestica). Las proteinas de
transferencia de lipidos, a las que pertenece la Mal d 3 de la manzana, son las mas
alergénicas de las frutas. Estas proteinas poseen una funcion de defensa, por lo que las
practicas agronomicas y las condiciones de almacenamiento postcosecha podrian influir en
su expresion y por tanto en su alergenicidad (Sancho et al., 2006; Vanga, Jain y Raghavan,
2016). El objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la variedad de manzana, asi
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como del grado de madurez en el momento de la recoleccion y el tiempo de almacenamiento
postcosecha en su composicion y propiedades alergénicas.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de manzana de las variedades ‘Golden Delicious’, ‘Granny Smith’,
‘Verde Doncella’ y ‘Red Story’ se recolectaron de 5 arboles en una finca de ensayo situada
en La Almunia de Dona Godina (Zaragoza). En cada uno de ellos se recogieron entre 10 y
15 manzanas de diferentes partes del arbol, que se dividieron en 3 lotes de 15 manzanas
cada uno. Para cada variedad, las manzanas se cosecharon en el grado de madurez
comercial u optimo para la venta, asi como una semana antes y una semana después del
mismo. Ademas, los frutos con grado de madurez dptimo se almacenaron durante 1, 3,5y
7 meses en una camara de atmosfera controlada (AC) Ultra Low Oxygen (ULO) (1-1,5%
de oxigeno) entre 0 y 1 °C. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado para cada
lote de manzanas.

La firmeza de las manzanas se determiné utilizando un texturémetro, el contenido
en solidos solubles totales (SST) de la pulpa se cuantificod por refractometria y la acidez
mediante una valoracion acido-base.

Las proteinas de la piel se extrajeron en una relacion 1/2 (p/v) con tampdn fosfato
sodico pH 5,6 que contenia EDTA, DIECA y PVPP. La concentracioén de proteina de los
extractos de piel se determiné mediante la técnica colorimétrica de Bradford a 595 nm,
utilizando albimina sérica bovina como patrén. El perfil proteico de los extractos de piel
de manzana se determind por electroforesis en presencia de SDS y en condiciones
reductoras. Los geles se tifieron con el colorante Azul de Coomassie R y, tras decolorarlos,
se realizo una tincién con plata.

La concentracion de la proteina Mal d 3 se determind mediante una técnica ELISA
tipo sandwich, previamente desarrollada. Los pocillos se tapizaron con anticuerpos
especificos frente a Mal d 3 (10 pg/ml) y se bloquearon con ovoalbimina. Tras realizar tres
lavados, se afiadieron 100 pl de los estandares de Mal d 3 (de entre 1,25 y 50 ng/ml) o de
las muestras. Tras realizar cinco lavados, los pocillos se incubaron con 100 pl de una
solucion de anticuerpos anti-Mal d 3 conjugados con fosfatasa alcalina. Finalmente, tras
otra etapa de lavados, se incubaron con 100 pul de un sustrato comercial de la fosfatasa
alcalina. La reaccion enzimatica se detuvo con 25 pl de NaOH 3 N y la lectura de la
absorbancia de los pocillos se realizé a 405 nm.

El analisis estadistico de los resultados se realizo con el programa GraphPad Prism
8, aplicando un analisis de varianza (ANOVA) con una prueba post hoc de Tukey (P <
0,05). La relacion entre los parametros se determind mediante la correlacion de Pearson
con el programa Excel 2016.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el andlisis de la firmeza, contenido en SST y acidez de
las cuatro variedades en el optimo de madurez se muestran en la Figura 1. La variedad
‘Golden’ es la que muestra un valor de firmeza mas alto, mientras que la variedad ‘Granny’
es la menos firme. La variedad que presenta un mayor contenido en SST es la ‘Red Story’,
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y la variedad ‘Granny’ un menor contenido. La variedad ‘Granny’ destaca por su elevada
acidez, que es entre 2,3 y 4,2 veces mayor que la de las demés variedades, y la ‘Verde
Doncella’ es la menos acida.

En la Figura 2 se muestra la firmeza de cada variedad de manzana en los diferentes
grados de madurez y periodos de almacenamiento. En la mayoria de las variedades se
observa un descenso significativo de la firmeza durante la maduracidén, que es mas
pronunciado en las variedades ‘Golden’ y ‘Verde Doncella’. En estas variedades, la firmeza
también disminuye con el almacenamiento, entre un 55% y un 25% a los 7 meses, al igual
que se ha mostrado en otros estudios (Gongalves, Argenta y De Martin, 2017). Las
variedades ‘Granny’ y ‘Red Story’ no muestran un ablandamiento significativo tras 7 meses
en AC. Respecto al contenido en SST (Figura 3), en las variedades ‘Golden’ y ‘Granny’,
destaca un pequeiio incremento de la concentracion con el grado de madurez, y en las
variedades ‘Granny’ y ‘Verde Doncella’ durante el almacenamiento (entre un 7% y un
15%), resultados que concuerdan con los obtendios por Mikuli¢ Petkovsek, Stampar y
Veberi¢ (2009) y Gongalves, Argenta y De Martin (2017). El grado de acidez en las
variedades ‘Golden’, ‘Verde Doncella’ y ‘Red Story’ presenta una ligera disminucion con
el grado de madurez, que no se observa en la variedad ‘Granny’ (Figura 4). Durante el
almacenamiento, la acidez tiende a disminuir en todas las variedades, como se ha observado
en otros estudios (Mikuli¢ Petkoviek, Stampar y Veberi¢, 2009).

Los resultados de los analisis del contenido en proteina de la piel de las cuatro
variedades en el Optimo de madurez se muestran en la Figura 5. La concentracion de
proteina de la variedad ‘Verde Doncella’ fue de 3 a 3,5 veces superior a la de las otras
variedades (527’4 + 8776 ug/g), siendo la variedad ‘Golden’ la de menor contenido (116’8
+ 36’7 pg/g). Como se muestra en la Figura 6, la concentracion de proteina total tiende a
aumentar con el grado de madurez en las variedades ‘Golden’ y ‘Granny’, mientras que no
se modifica en la variedad ‘Red Story’ e incluso tiende a disminuir en la variedad ‘Verde
Doncella’. Todas las variedades, salvo la ‘Verde Doncella’, presentan a los 7 meses un
contenido entre 1,5 y 2,3 veces mayor que el mostrado en la fecha de recoleccion. Por otra
parte, la electroforesis de las proteinas de la piel (Figura 7) muestra un perfil de bandas
similar, pero con diferente intensidad para las cuatro variedades, visualizdndose en todas
ellas la banda de la proteina Mal d 3.

El contenido en Mal d 3 de las cuatro variedades en el 6ptimo de madurez se muestra
en la Figura 8. La variedad ‘Verde Doncella’ es la que presenta el mayor contenido (25°2
+ 3’9 ng/g) y la variedad ‘Golden’ el menor contenido (13’6 +3°0 pg/g). Respecto al grado
de madurez, ninguna de las variedades muestra variaciones significativas en la
concentracion de Mal d 3 (Figura 9). Sin embargo, durante el almacenamiento, los niveles
de Mal d 3 disminuyen, obteniéndose valores entre un 21% y un 57% mas bajos a los 7
meses de almacenamiento (en comparacion con los obtenidos en el momento de la cosecha
en su Optimo grado de madurez), siendo el descenso mas acusado en las variedades ‘Verde
Doncella’ y ‘Granny Smith’. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Sancho et
al. (2006), quienes observaron que los niveles de Mal d 3 aumentan con el grado de
madurez, pero disminuyen durante el almacenamiento en atmosfera controlada.

La correlacion entre los parametros analizados es, en general, moderada o baja en
las cuatro variedades, salvo para los parametros de SST y acidez en la variedad ‘Granny’,
y de SST y Mal d 3 en la variedad ‘Verde Doncella’. El hecho de que las correlaciones
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corresponden a pardmetros que no son coincidentes entre las variedades hace que no sea
posible establecer una tendencia en el comportamiento de los mismos.

CONCLUSIONES

En el grado de madurez 6ptimo de recoleccion, la variedad ‘Golden’ es la que
presenta una mayor firmeza, la variedad ‘Red Story’ un mayor contenido en SST y la
variedad ‘Granny’ una mayor acidez. Por otra parte, la variedad ‘Verde Doncella’ es la que
muestra un mayor contenido proteico y de Mal d 3 en la piel.

La concentracion de proteina total en la piel de manzana tiende a aumentar durante
el almacenamiento, mas marcadamente en las variedades ‘Red Story’ y ‘Granny’. Sin
embargo, la concentracion de proteina Mal d 3 tiende a disminuir con el tiempo de
almacenamiento, siendo mas acusado en las variedades ‘Verde Doncella’ y ‘Granny’. Esta
reduccidén no parece ser suficiente para evitar que se produzca una reaccion alérgica en
individuos sensibilizados.
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Fig. 1. (a) Firmeza, (b) contenido en sdlidos solubles totales y (c) acidez titulable de las
cuatro variedades de manzana en el grado de madurez comercial (GMC 0). Las barras
etiquetadas con diferentes letras son significativamente diferentes (P < 0,05).
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Fig. 2. Valores de firmeza expresada en gramos (g) de las diferentes variedades de manzana
en los distintos grados de madurez comercial y durante el almacenamiento en
refrigeracion en atmdsfera controlada. Los numeros del eje de abscisas corresponden al
grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y +1, una semana antes o después del optimo) y al
tiempo de almacenamiento (1, 1 mes; 3, 3 meses; 5, 5 meses; 7, 7 meses). Los asteriscos
indican diferencias significativas con respecto al grado de madurez 6ptimo (* P < 0,05;
** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001).
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Fig. 3. Concentracion de solidos solubles totales expresada en grados Brix (°Brix) de las
diferentes variedades de manzana en los distintos grados de madurez comercial y
durante el almacenamiento en refrigeracion en atmoésfera controlada. Los numeros del
eje de abscisas corresponden al grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y +1, una semana antes
o después del 6ptimo) y al tiempo de almacenamiento (1, 1 mes; 3, 3 meses; 5, 5 meses;
7, 7 meses). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al grado de
madurez optimo (* P <0,05; ¥* P <0,01; *** P <0,001; **** P <(,0001).
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Fig. 4. Valores de acidez titulable expresada en gramos de dcido malico/kilogramo (g acido
malico/kg) de las diferentes variedades de manzana en los distintos grados de madurez
comercial y durante el almacenamiento en refrigeracion en atmosfera controlada. Los
nameros del eje de abscisas corresponden al grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y +1, una
semana antes o después del optimo) y al tiempo de almacenamiento (1, 1 mes; 3, 3
meses; 5, 5 meses; 7, 7 meses). Los asteriscos indican diferencias significativas con
respecto al grado de madurez 6ptimo (* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <
0,0001).
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Fig. 5. Concentracion de proteina total expresada en microgramos de proteina/gramo de
piel (ng/g) determinada en los extractos de las cuatro variedades de manzana en el grado
de madurez comercial (GMC 0). Las barras etiquetadas con diferentes letras son
significativamente diferentes (P < 0,05).
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Fig. 6. Concentracion de proteina total determinada en los extractos de piel de manzana de
las distintas variedades en diferentes grados de madurez comercial y durante el
almacenamiento en refrigeracion en atmosfera controlada, expresada en microgramos
de proteina/gramo de piel (ng/g). Los nimeros del eje de abscisas corresponden al grado
de madurez (0, 6ptimo; -1 y +1, una semana antes o después del 6ptimo) y al tiempo de
almacenamiento (1, 1 mes; 3, 3 meses; 5, 5 meses; 7, 7 meses). Los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al grado de madurez optimo (* P <0,05; ** P <
0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001).
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Fig. 7. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 4-20% en condiciones reductoras de los
extractos de piel de las diferentes variedades de manzana en distintos grados de madurez
y tiempos de almacenamiento postcosecha. (a, ¢) Tincién con Azul de Coomassie. (b,
d) Tincién con plata. (P) Patron de pesos moleculares (kDa). Los nimeros corresponden
al grado de madurez (0, 6ptimo; -1 y +1, una semana antes o después del dptimo) y al
tiempo de almacenamiento en meses en refrigeracion y atmosfera controlada (1, 1 mes;
3, 3 meses; 5, 5 meses; 7, 7 meses).
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Fig. 8. Concentracion de proteina Mal d 3 expresada en microgramos de proteina/gramo de
piel (ng/g) determinada en los extractos de las cuatro variedades de manzana en el grado
de madurez comercial (GMC 0). Las barras etiquetadas con diferentes letras son
significativamente diferentes (P < 0,05).
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Fig. 9. Concentracion de proteina Mal d 3 determinada en los extractos de piel de manzana
de las distintas variedades en diferentes grados de madurez comercial y durante el
almacenamiento en refrigeracion en atmosfera controlada, expresada en microgramos
de proteina/gramo de piel (ng/g). Los nimeros del eje de abscisas corresponden al grado
de madurez (0, 6ptimo; -1 y +1, una semana antes o después del 6ptimo) y al tiempo de
almacenamiento (1, 1 mes; 3, 3 meses; 5, 5 meses; 7, 7 meses). Los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al grado de madurez optimo (* P <0,05; ** P <
0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001).
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue establecer el patron de maduracion de cerezay
ciruela mediante técnicas no destructivas, dada la importancia que estos frutales
tienen en Extremadura. El estudio se llevo a cabo en cereza ‘Lapins’ y ciruela
japonesa ‘Prime Time’ utilizando como tecnologia no destructiva el Cherry-Meter y
DA-Meter, respectivamente. Para que estas medidas puedan ser implementadas para
determinar el momento de recoleccion en campo, es necesario establecer la
correspondencia entre los valores de IAD generados por estos equipos con los indices
de cosecha tradicionalmente utilizados por los fruticultores. Por ello, se realizé un
seguimiento del desarrollo y maduracion de la fruta mediante determinaciones
fisicoguimicas convencionales (firmeza, sélidos solubles totales y acidez titulable) y no
destructivas (IAD), asi como la determinacion del contenido en clorofilas y
compuestos fenolicos. Como era de esperar, durante la maduracién se observé un
aumento del contenido en sélidos solubles totales, acompafiado de una disminucion de
la firmeza, acidez y las clorofilas, mostrando una correlacion positiva con el indice
IAD. Los compuestos fendlicos mayoritarios en cereza y ciruela fueron las
antocianinas, pigmentos responsables del color rojo de piel y pulpa, que mostraron un
incremento durante la maduracién. En conclusion, tanto el Cherry-Meter como el
DA-Meter resultaron medidas Gtiles para la determinacion no destructiva de los
indices de cosecha, siendo necesario alcanzar valores de IAD de 0,66 en cereza
‘Lapins’ y de 0,76 en ciruela ‘Prime Time’ en el momento de la recoleccion comercial.

Palabras clave: Cherry-Meter, DA-Meter, indice de madurez, clorofilas, compuestos
fendlicos

INTRODUCCION

La evolucion de la fruta a lo largo de la maduracién, asi como el momento éptimo
de recoleccidn, son parametros muy importantes para el sector fruticola, ya que determinan
la calidad y la vida Gtil de la fruta. Los indices de cosecha establecidos en fruta de hueso,
utilizan pardmetros de los cuales no siempre se obtienen medidas reproducibles, ya que
varian con el cultivar, area de produccién, condiciones edafoclimaticas y sistemas de
produccion (Velardo-Micharet et al., 2021). Debido a ello, resulta de gran interés el
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disponer de una tecnologia no destructiva que permita seguir en tiempo real la evolucion
de los frutos en el arbol y establecer indices de cosecha que indiquen el momento 6ptimo
de recoleccion. Los equipos portatiles Cherry-Meter y DA-Meter se caracterizan por
determinar el indice de madurez (IAD) de la fruta de forma no destructiva mediante
espectroscopia visible e infrarrojo cercano (vis/NIR). ElI Cherry-Meter, especifico para
cerezas, se correlaciona con el contenido en antocianinas, y el DA-Meter con el contenido
en clorofilas de la pulpa del fruto (Velardo-Micharet et al., 2021). El uso de esta tecnologia
es especialmente interesante en cultivares de ciruelas que consiguen el color definitivo en
etapas muy tempranas del desarrollo y, por tanto, el color no proporciona una medida fiable
de su estado de maduracion. También, en el caso de las cerezas, al ser un fruto no
climatéricos deben ser recolectados en un estado de maduracion adecuado para su consumo.

En Extremadura, las frutas de hueso mas importantes son la cereza (Prunus avium,
Lindl.) y la ciruela japonesa (Prunus salicina, Lindl.). Ambos frutales son estratégicos para
el sector, el primero por ser un producto altamente valorado y reconocido a través de la
Denominacion de Origen “Cereza del Jerte”, y el segundo por su alto volumen de
produccidn y exportacion. Por ello, el objetivo de este trabajo fue validar la implementacion
del Cherry-Meter y DA-Meter en cereza y ciruela, respectivamente, para determinar el
momento optimo de cosecha, asi como establecer la correspondencia entre los valores de
IAD con los indices de cosecha convencionales (firmeza, sélidos solubles totales y acidez
titulable) y el contenido en clorofila y compuestos fendlicos.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal y disefio experimental

El ensayo se realizd en cereza ‘Lapins’ y ciruela japonesa de piel y pulpa roja ‘Prime
Time’, cultivadas en fincas comerciales del Valle del Jerte (Céaceres) y de las Vegas Bajas
del Guadiana (Badajoz), respectivamente. Se marcaron un total de 60 frutos procedentes de
3 arboles por cultivar, sobre los que se realiz6 un seguimiento periddico de la maduracion
del fruto en el arbol, desde 21 dias antes de recoleccion comercial hasta que la fruta alcanz6
la madurez organoléptica, 7 dias después de la recoleccién comercial (Tabla 1). En cada
fecha de analisis, se cogieron 15 cerezas y 10 ciruelas para las determinaciones de calidad.

Meétodos de analisis

La firmeza (N) se determind con un texturémetro Stable Micro Systems TAXT2i,
mediante ensayo de compresion al 3% en cereza y ensayo de penetracion con sonda de 8
mm de diametro en ciruela. Los solidos solubles totales (SST), expresados en °Brix, se
midieron con un refractometro digital portatil PR-01 (Atago CO., LTD, Tokyo, Japan). La
acidez titulable (AT) se determind con un valorador automatico DL50 Graphix (Mettler
Toledo), mediante valoracién hasta pH 8,1, empleandose una disolucién 0,1 N de NaOH,
expresandose los resultados en g acido malico 100 g*. El indice de madurez no destructivo
(IAD) se midi6 con el Cherry-Meter en cereza y con el DA-Meter en ciruela (TrTuroni,
SRL, Italia). La determinacion de clorofila A (mg kg™) se hizo siguiendo el método de
Fernandez-Ledn et al. (2010), mientras que la extraccién, separacion e identificacion de los
compuestos fendlicos (mg 100 g2) se realizo6 segiin el método descrito por Manzano-Duran
et al. (2019). El tratamiento estadistico de los resultados se realizd con el programa
informético SPSS 20.0 (IBM Statistics, Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Cereza ‘Lapins’

La firmeza descendié bruscamente entre las dos primeras cosechas, manteniéndose
practicamente estable (1,326 N) hasta la penultima cosecha, para luego volver a descender
ligeramente en la ultima fecha de cosecha (Fig.1). El contenido en SST (Fig. 1) aumento
de forma significativa hasta 7 dias antes de la recoleccion comercial (C3), estabilizandose
posteriormente hasta la Gltima cosecha (C6), donde se alcanzd el mayor contenido en SST
(20,3 °Brix). La AT aumenté entre las cosechas 1y 2 (Fig. 1), debido a los procesos de
pigmentacion de las cerezas (Diaz Mula et al., 2009), y a partir de ese momento el
porcentaje de AT se mantuvo sin diferencias significativas (p>0,05), con valores medios de
0,6 g 4cido malico 100 g*. Los valores mas bajos de IAD se registraron en las tres primeras
cosechas, con un importante incremento desde ese momento, pasando de 0,304 en C3 a
0,660 en C4 vy, finalmente, 1,069 en la C6 cuando los frutos presentaron tonalidades caobas
asociadas a la madurez. El indice de cosecha que mejor se correlaciond con el IAD fue el
contenido en SST (r=0,649). Nuestros resultados coinciden con los descritos por Nagpala
et al. (2017), quienes encontraron una elevada correlacion entre los valores de IAD con el
color, contenido en antocianinas y SST de cerezas ‘Lala Star’. El contenido de clorofila A
descendio a lo largo de la maduracién, mostrando una evolucion inversa al IAD (Fig. 2).
Los compuestos fendlicos (Fig. 2), aumentaron significativamente (p<0,05) y en paralelo
al IAD a lo largo de la maduracion de los frutos. Las familias de compuestos fenolicos méas
abundantes en cereza fueron los &cidos hidroxicinamicos y las antocianinas (Fig. 3). Los
flavonoles (catequina y epicatequina) y flavanoles (quercetina 3-O-rutindsido) fueron
minoritarios y presentaron un comportamiento erratico a la largo de la maduracion. Se
identificaron cuatro 4cidos hidroxicindmicos; neoclorogénico, p-cumaroilquinico,
clorogénico y p-cumaérico, cuyo contenido disminuy6 a lo largo de la maduracién. De las
tres antocianinas identificadas, la cianidina 3-O-rutinésido fue la mayoritaria, seguida de la
cianidina 3-O-glucdésido y la peonidina 3-O-glucosido. El contenido en antocianinas, los
pigmentos responsables del color rojo de las cerezas, aumentd significativamente (p<0,05)
durante el proceso de maduracion, acorde a lo descrito por Serradilla et al. (2012).

Ciruela ‘Prime Time’

La firmeza descendi6é a medida que avanzaba la maduracion de los frutos llegando
a la recoleccion comercial (C5) con un valor de 33,21 N (Fig. 4). Los SST aumentaron
progresivamente hasta alcanzar valores medios y estables de 11 °Brix en recoleccion
comercial, a diferencia de la AT, cuyos valores disminuyeron significativamente (p<0,05)
a lo largo de la maduracion (Fig. 4). Los valores del IAD evolucionaron desde 1,140 en la
C1, hasta 0,760 en recoleccion comercial (C5) y 0,680 en C7, siguiendo una tendencia
lineal descendente. Esta tendencia coincide con la descrita en ciruela
‘Angeleno’(“Horticulture Industry Networks”, 2019), si bien en este cultivar los valores de
IAD en recoleccion comercial (1,29-1,0) y para consumo (<0,99) son ligeramente
diferentes a los encontrados en ‘Prime Time’, poniendo de manifiesto la variabilidad
inherente al cultivar. Los indices de cosecha estudiados presentaron una alta
correlacionaron con el IAD para la firmeza (r=0,850), SST (r=-0,722) y AT (r=0,762). La
clorofila fue méas abundante en la piel que en la pulpa de las ciruelas (Fig. 5). En ambas
fracciones, los frutos de la C1 presentaron el valor maximo de clorofila A, produciéndose
una disminucién paulatina y significativa segun avanzaba el proceso de maduracion. Los
compuestos fenolicos se concentraron en la piel de las ciruelas, registrandose un aumento
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significativo (p<0,05) en los frutos m&s maduros (C6). Las antocianinas (cianidina 3-O-
glucésido y cianidin 3-O-rutindsido) y los flavanoles (quercetinas 3- rutinosido, glucoésido,
galactésido y arabindsido, kaempferol 3-O-rutinésido e isorhamnetin 3-O-rutinésido)
fueron las familias mayoritarias en la piel. Los acidos hidroxicinamicos (neoclorogénico,
clorogénico, p-cumaérico y t-fertlico) y los flavonoles (catequina y epicatequina) fueron
minoritarios y no presentaron una tendencia clara con la maduracién de los frutos.

CONCLUSIONES

El indice de madurez no destructivo (IAD), proporcionado por el Cherry-Meter y el
DA-Meter resultd una medida til para la determinacion no destructiva de los indices de
cosecha, siendo necesario alcanzar valores de IAD de 0,66 en cereza ‘Lapins’ y de 0,76 en
ciruela ‘Prime Time’ en el momento de la recoleccion comercial.

AGRADECIMIENTOS

Al Proyecto INNOACE, Innovacion Abierta e Inteligente en la EUROACE,
financiado por el Programa Operativo de Cooperacion Transfronteriza Espafia Portugal
(POCTEP) de la Union Europea (2017-2019).

REFERENCIAS

Diaz-Mula, H.M., Castillo, S., Martinez-Romero, D., Valero, D., Zapata, P.J., Guillén, F.,
and Serrano, M. (2009). Sensory, nutritive and funcional properties of Sweet Cherry as
affected by cultivar and ripening stage. Food Sci Tech Int. 15 (6):0535-543.

Fernandez-Ledn, M.F. Lozano M., Ayuso M.C., Fernandez-Ledn A.M., Gonzéalez-Gomez
D. (2010). Fast an accurate alternative UV-chemometric method for the determination
of chlorophyll A and B in broccoli (Brassica oleracea Italica) and cabbage (Brassica
oleracea Sabauda) plants. J. Food Composit. Anal. vol. 23: 809-813.

Horticulture Industry Networks. (2019). http://www.hin.com.au/networks/profitable-
stonefruit-research/stonefruit-maturity-and-fruit-quality/da-meter-iad-maturity classes-
database. [Consultado mayo de 2022].

Manzano Duran, R., Ferndndez Sanchez, J.E., Velardo-Micharet, B., Rodriguez Gémez,
M.J. (2019). Multivariate optimization of ultrasound-assisted extraction for the
determination of phenolic compounds in plums (Prunus salicina Lindl.) by high-
performance  liquid chromatography  (HPLC). Instrum. Sci.  Technol.
DOI:10.1080/10739149.2019.1662438

Nagpala, E.G.L., Noferini, M., Farneti, B., Piccinini, L. and Costa, G. (2017). Cherry-
Meter: an innovative non-destructive (vis/NIR) device for cherry fruit ripening and
quality assessment. Acta Horticulturae, 1161: 491-496

Serradilla, MJ., Martin, A., Ruiz-Moyano, S., Hernandez, A., Lopez-Corrales, M.,
Cordoba, M.G. (2012). Physicochemical and sensorial characterisation of four sweet
cherry cultivars grown in Jerte Valley (Spain). Food Chem. 133:1551-1559.

Velardo-Micharet, B., Fernandez-Ledn, A.M., Serradilla, M.J. (2021). indices de cosecha
en ciruela japonesa: Idoneidad del uso del DA-Meter frente a los métodos de calidad
destructivos. Revista de Fruticultura (Especial), 60-69.

117



TABLAS

Tabla 1. Fechas de cosecha establecidas en los cultivares de cereza y de ciruela estudiados.

Cultivar Cosecha Fecha
C1 21 AC 11-junio
C2 14 AC 18-junio
Cereza C3 7AC 25-junio
‘Lapins’ C4 RC 2-julio
C5 3DR 4-julio
C6 7 DR 9-julio
C1 21 AC 22-junio
C2 14 AC 27-junio
Ciruela 3 TAC 6-julio
‘Prime Time’ 4 3AC 10_!UI.I 0
C5 RC 13 julio
C6 3DR 16-julio
C7 7DR 20-julio

AC: antes de recoleccion comercial; RC: recoleccién comercial; DR: después de recoleccion comercial
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Fig. 1. Evolucion de la firmeza, SST, AT e IAD de cereza ‘Lapins’ a lo largo de la
maduracién. Para cada variable, datos marcados con letras diferentes implican
diferencias significativas entre fechas (p<0,05 segun el test de Tukey HSD).
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Fig. 2. Evolucion de la concentracion de clorofila a y suma de los compuestos fendlicos de
cereza ‘Lapins’ en relacion con el valor IAD durante la maduracion. Para cada variable,
datos marcados con letras diferentes implican diferencias significativas entre fechas
(p<0,05 segun el test de Tukey HSD).



75

COSECHA
mANTOCIANINAS = AC. HIDROXICINAMICOS =FLAVONOLES ®FLAVANOLES

Fig. 3. Evolucion de la concentracion de las diferentes familias de compuestos fendlicos de
cereza ‘Lapins’ durante su maduracion. Para cada variable, datos marcados con letras
diferentes implican diferencias significativas entre fechas (p<0,05 segun el test de
Tukey HSD).
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Fig. 4. Evolucion de la firmeza, SST, AT e IAD de ciruela ‘Prime Time’ a lo largo de la
maduracion. Para cada variable, datos marcados con letras diferentes implican
diferencias significativas entre fechas (p<0,05 segun el test de Tukey HSD).
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Fig. 5. Evolucion de la concentracion de clorofila a, presente en piel y pulpa, de ciruela
‘Prime Time’ en relacion con el valor IAD durante la maduracion. Para cada variable,
datos marcados con letras diferentes implican diferencias significativas entre fechas

(p<0,05 segun el test de Tukey HSD).
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ciruela ‘Prime Time’ durante su maduracion. Para cada variable, datos marcados con
letras diferentes implican diferencias significativas entre fechas (p<0,05 segun el test

de Tukey HSD).
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La aplicacion precosecha de jasmonato de metilo incrementa la calidad del pimiento
verde en la recoleccion y durante la conservacion

A. Dobén-Suarez!, P.J. Zapata!, M.J. Giménez!, M. Gutiérrez-Pozo' y M.E. Garcia-Pastor!

! Departamento de Tecnologia Agroalimentaria, EPSO, Universidad Miguel Hernandez,
Ctra. Beniel km. 3,2, 03312, Orihuela, Alicante, email: alicia.dobon@goumh.umbh.es

Resumen

El jasmonato de metilo (JaMe) se encuentra de manera natural en plantas
superiores y actia como inductor o agente de sefializacion implicado en procesos
fisiologicos y bioquimicos. Actualmente, existe poca informacion sobre el efecto del
tratamiento precosecha con JaMe en la calidad del pimiento verde en el momento de
la recoleccion y durante el almacenamiento postcosecha a 7 °C, siendo este el objetivo
principal del presente estudio. En la campaiia de cultivo de 2020, se analizaron los
efectos de la pulverizacion foliar con JaMe a las concentraciones 0,1 y 1 mM sobre la
tasa de respiracion, calidad fisico-quimica y funcional del pimiento verde, variedad
‘Herminio’. En base a los resultados obtenidos, en el afio 2021 se aplic6 nuevamente
la concentracion de JaMe mas efectiva en la mejora de la calidad. Ambos
experimentos, se llevaron a cabo en un invernadero localizado en El Raal (Murcia).
Los resultados mostraron una tasa de respiracion significativamente inferior en el
momento de la recoleccion de los pimientos tratados con JaMe frente a los controles.
Por otro lado, se observo un color verde mas intenso, una mayor firmeza y un
contenido en solidos solubles totales y acidez total significativamente superior en el
momento de la recoleccion en los pimientos tratados, principalmente a la
concentracion de 0,1 mM. El tratamiento con JaMe retrasé las pérdidas de calidad
durante el almacenamiento postcosecha. Respecto al contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante total, dichos parametros fueron estimulados significativamente
en los pimientos tratados durante el almacenamiento, siendo la concentracion 0,1 mM
la que mostro los mejores efectos. Los resultados fueron corroborados en la campaiia
de cultivo de 2021 con la aplicacion de JaMe 0,1 mM. En conclusion, la aplicacion
foliar de JaMe 0,1 mM mejora significativamente la calidad fisico-quimica y funcional
de los pimientos verdes en el momento de la recoleccion y retrasa las pérdidas de
calidad durante 28 dias de almacenamiento a 7 °C, resultando ser una estrategia
precosecha interesante para aumentar el tiempo de almacenamiento.

Palabras clave: Almacenamiento, antioxidantes, color, firmeza, JaMe.

INTRODUCCION

El pimiento (Capsicum annuum L.) es una hortaliza muy valorada por los
consumidores a nivel mundial debido a sus propiedades organolépticas, fisico-quimicas y
a su valor nutricional (Dobdn-Suarez et al., 2021). A nivel comercial, el pimiento verde en
fresco presenta unos atributos de calidad que determinan la decision de compra de los
consumidores. Dichos atributos se centran comunmente en el tamafio, color y firmeza del
pimiento verde. Ademads, esta hortaliza presenta un alto contenido en compuestos
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antioxidantes como la vitamina C o 4cido ascorbico, carotenoides y flavonoides, entre otros
compuestos fenolicos (Raybaudi-Massilia et al., 2017; Dobon-Suarez et al., 2021). En la
actualidad, se demandan productos que no sean nocivos para la salud humana y sean mas
respetuosos con el medio ambiente. Recientemente, se ha realizado una investigacion sobre
la aplicacion de un tratamiento precosecha con dcido salicilico (AS) en pimiento verde, con
la finalidad de aumentar el rendimiento del cultivo y la calidad del mismo en el momento
de la recoleccion, asi como el mantenimiento de la misma durante el almacenamiento
postcosecha (Dobon-Sudrez et al., 2021).

El jasmonato de metilo (JaMe) es una hormona vegetal enddgena, derivada del
acido jasmonico (AJ). Dicho compuesto es sintetizado en la planta de forma natural e
interviene en procesos fisioldgicos de la misma como son la floracion, la germinacion y el
crecimiento y desarrollo del fruto. Ademas, induce la resistencia sistémica adquirida (RSA)
frente a estreses abidticos y bioticos. Actualmente, existen distintas investigaciones que
evaluan el efecto del tratamiento postcosecha con JaMe sobre la reduccion de la incidencia
de dafos por frio o chilling injury (CI) en pimiento (Wang et al., 2019; Fu et al., 2022). Sin
embargo, solamente existe un estudio que evalua la aplicacion precosecha de JaMe sobre
la reduccion de los dafios por frio (Venkatachalam et al., 2018). Por lo tanto, debido a la
excasa informacion existente sobre el efecto del tratamiento precosecha con JaMe sobre la
calidad del pimiento verde, el objetivo principal del presente trabajo de investigacion es
evaluar su efecto sobre los parametros fisioldgicos, fisico-quimicos y funcionales de la
variedad ‘Herminio’ en el momento de la recoleccion y durante 28 dias de conservacion
postcosecha.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio experimental y material vegetal

En el presente estudio, se utilizd pimiento verde tipo ‘Lamuyo’, variedad
‘Herminio’, cultivado en una parcela experimental perteneciente a un invernadero
comercial, localizado en El Raal (Murcia), durante las campaifias de cultivo de 2020 y 2021.
En el afio 2020, se seleccionaron 130 plantas distribuidas en 5 bloques al azar (26 plantas
por bloque) para cada tratamiento. Los tratamientos fueron: JaMe aplicado a dos
concentraciones (0,1 y 1 mM) y control (plantas tratadas con agua destilada). En base a los
resultados obtenidos en la primera campana, en 2021 se aplico la concentracion de JaMe
mas efectiva en la mejora de los parametros de calidad. Los tratamientos se aplicaron
mediante pulverizacion foliar en 7 momentos claves del ciclo de cultivo del pimiento verde,
separados por 21 dias aproximadamente. Los pimientos fueron seleccionados de forma
homogénea y se trasladaron al laboratorio del Grupo de Post-Recoleccion de Frutas y
Hortalizas para su analisis y posterior almacenamiento postcosecha. Para cada muestreo, se
realizaron lotes de tres réplicas (n = 3) con 5 pimientos por réplica (15 pimientos en total)
para cada tratamiento. Los muestreos se realizaron tanto en el dia de la recoleccion (dia 0)
como a los 7, 14, 21 y 28 dias de conservacion postcosecha a 7 °C. Los pardmetros
analizados fueron los siguientes: pérdida de peso, tasa de respiracion, firmeza, color
externo, solidos solubles totales, acidez total, fenoles totales y actividad antioxidante total,
tanto de la fase hidrosoluble como liposoluble, de los pimientos evaluados.

Pérdidas de peso, tasa de respiracion, parametros fisico-quimicos y funcionales
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Las pérdidas de peso se determinaron semanalmente con ayuda de una balanza
Radwag WLC 2/A2 (Radwag Wagi Elektroniczne). Los pimientos se pesaron el dia de la
recoleccion (dia 0) para cada lote elaborado (7, 14, 21 y 28 dias). Los resultados se
expresaron en tanto por ciento (%) respecto al peso inicial (dia 0) y como la media = ES
para cada tratamiento. La tasa de respiracion se cuantificé mediante un cromatografo de
gases ShimadzuTM 14A (Kyoto, Japon) con un detector de conductividad térmica de
acuerdo con el protocolo descrito por Garcia-Pastor et al. (2020). Por otro lado, la firmeza
se analizd en cada pimiento de forma individual utilizando un Texturometro TAXT2i
(Textura Analyzer, Stable Microsystems, Godalming, UK) y aplicando una deformacion
del 5 % en la superficie del pimiento. El color externo y el contenido en solidos solubles
totales (SST) y acidez total (AT) se evalud de acuerdo el protocolo descrito por Dobon-
Suarez et al. (2021) en pimiento verde. De igual forma, las determinaciones funcionales del
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante total, presente en la fase hidrofilica
(AAT-H) y lipofilica (AAT-L) del extracto, se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo
citado anteriormente (Dobon-Suarez et al., 2021).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de las diferentes determinaciones analiticas se expresaron
como la media + ES de tres réplicas (n = 3). En el analisis estadistico, la fuente de variacion
fueron los tratamientos aplicados en ambas campaias de cultivo. En la campaia de 2020,
se realizo una comparacion de medias entre tratamientos a través de un analisis de varianza
(ANOVA) para un nivel de significancia de p < 0,05 usando el test de Tukey-b. Por otro
lado, durante la campana de 2021 se realizo una comparacion de medias usando el test #-
Student para determinar si existian diferencias significativas para un nivel de significancia
de p < 0,05 entre los pimientos tratados y controles. Dicho andlisis estadistico se realiz6
con el paquete de software SPPSS v.17.0 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los pimientos tratados con JaMe a ambas concentraciones (0,1 y 1 mM) mostraron
una pérdida de peso significativamente inferior en comparacion con los pimientos control
a partir de los 14 dias de conservacion a 7 °C, observandose dicho efecto en ambas
campafias de cultivo. El tratamiento con JaMe 0,1 mM fue el mas efectivo retrasando las
pérdidas de peso del pimiento verde durante el almacenamiento postcosecha (Tabla 1). Por
otro lado, los pimientos tratados con JaMe, especialmente a la menor concentracion
ensayada, mostraron de forma significativa una menor tasa de respiracion y, por tanto, una
reduccion en la actividad metabodlica del pimiento verde. Dicha reduccion fue observada
tanto en el momento de la recoleccion como a lo largo de la conservacion para ambas
campaifias de cultivo (Tabla 1).

El contenido de sélidos solubles totales (SST) y acidez total (AT) mostrd una
mejora significativa en el momento de la recoleccion y a los 28 dias de almacenamiento en
los pimientos recolectados de las plantas tratadas con JaMe 0,1 mM en ambas campanas de
cultivo (Tabla 1). De igual modo, los pimientos tratados mostraron un color verde mas
intenso, reflejado por un menor angulo hue, frente a los controles en el momento de la
recoleccion y se mantuvo durante la conservacion, destacando los pimientos tratados con
JaMe 0,1 mM (Tabla 1). Los pimientos tratados con JaMe a ambas concentraciones, 0,1 y

125



1 mM, mostraron niveles de firmeza significativamente superiores frente los pimientos
controles al final del periodo de conservacién postcosecha (Tabla 1). Dichos resultados
fueron repetidos durante la campana de 2021 (Tabla 1). Respecto a la calidad funcional, el
tratamiento con la concentracién de 0,1 mM mostr6 una mejora significativa en ambos afios
experimentales en comparacion con los pimientos control. De este modo, se observo un
incremento significativo en el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
hidrosoluble y liposoluble por parte del tratamiento precosecha tanto en el momento de la
recoleccion como a lo largo del almacenamiento en postcosecha (Tabla 1). Otro estudio
reciente de investigacion ha evaluado el efecto de JaMe aplicado en precosecha sobre el
cultivo de granada ‘Mollar de Elche’, donde los resultados también mostraron una mejora
de los parametros fisico-quimicos de calidad del fruto (Garcia-Pastor et al., 2020). Ademas,
en dicho estudio se observo una mejora en la capacidad antioxidante total y los compuestos
fendlicos por parte del tratamiento.

CONCLUSIONES

En conclusion, la aplicacion precosecha de JaMe a la concentracion de 0,1 mM
mediante pulverizacion foliar podria ser una buena estrategia para la mejora de la calidad
fisico-quimica y funcional del pimiento verde en el momento de la recoleccién. Ademas,
dicho tratamiento ha mostrado que es efectivo retrasando las pérdidas de calidad que
ocurren en este tipo de hortaliza durante su conservacion postcosecha prolongado de 28
dias a 7 °C, conduciendo a un incremento en el tiempo de almacenamiento.
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TABLAS

Tabla 1. Pérdida de peso, tasa de respiracion, parametros fisico-quimicos y funcionales del
pimiento verde tratado con jasmonato de metilo (JaMe) a las concentraciones de 0,1 y 1
mM y no tratado (control) en el momento de la recoleccion y tras 28 dias de
almacenamiento a 7 °C. Los datos representados pertenecen a dos campaiias de cultivo (afio
2020y 2021).!

Campaiia 2020 Campaiia 2021
i Dias de
Parametros ., Control JaMe 0,1 mM JaMe 1 mM Control JaMe 0,1 mM
conservacion
0 - - - - -

7 2,57+£0,26* 2,43 +£0,19* 2,33+£0,14* 1,52 +£0,122 1,41 £0,06?

Pérdida de peso (%) 14 5,00 + 0,340 3,69 + 0,197 4,68 +0,36%" 2,80 +0,08° 2,29 £0,09*

21 6,29 £0,15° 5,62 +£0,15% 5,73 £0,22% 5,06 + 0,20 4,47+0,112

28 8,09 +0,22Y 6,91 £0,312 7,16 +0,322 6,56+ 0,17° 5,84 +£0,122

0 93,51 £2,31° 78,67 = 3,392 82,03 £ 3,26% 87,17 4,64 71,05+ 2,577

Tasa de respiracion 7 18,78 £ 0,89 14,25 +£0,51* 16,84 £ 0,61° 18,19+ 0,67° 14,65+ 0,412
(mg CO» kg™ ') 14 15,59 + 0,61 13,48 £ 0,30? 13,44 £ 0,49* 16,53 + 0,38 12,65 £ 0,472
gL ke 21 14,39£0,76° 10,83 +0,29° 11,94 024>  14,02+£0,52> 11,21 + 0,38
28 12,41 £0,47° 9,52 +0,35% 10,21 +0,36* 11,90 £ 0,34° 10,04 + 0,272

0 4,40 £ 0,06* 4,68 £0,07° 4,73 £0,04° 3,99 +0,05° 4,13 £ 0,02

7 4,60 +£0,07* 4,83 £0,01° 4,88 = 0,04° 4,04 £0,02* 4,15 + 0,03

SST (g 100 g1 14 480+0,01* 5,00 £ 0,03 4,92 £0,02° 4,10 £ 0,052 4,25+ 0,020

21 4,90 £ 0,08? 5,55 +£0,03" 5,10 +£ 0,092 4,20+ 0,03 4,34 + 0,03

28 5,08 +0,08? 5,72 £ 0,040 5,17 +£0,07? 4,37 £0,05* 4,59 + 0,04

0 0,20 +£2 10732 022 +4 107" 0,21 +3 103 0,22 +4 10732 0,24 +3 103

7 0,19 +£7 1073 0,207 1032 0,20+ 8 1032 0,20+6 103 0,22 +4 103

AT (g 100 g 14 0,17 510732 0,18 £ 6 10732 0,17+9 103 0,14 £ 510732 0,182 103"
21 0,16 £4 10732 0,17 £4 10732 0,16 +4 103 0,14 +£3 10732 0,16 £ 6 103"

28 0,14 +£3 10732 0,15+2 103" 0,15+2 103 0,10+5103 0,12+4 103
0 124,84 + 0,36 121,47 £ 0,402 122,71+ 0,78%* 125,06 + 0,28 121,58 + 0,432
7 126,96 + 0,61 123,33 £ 0,63? 124,64 +0,33* 128,83+ 0,39 125,51 +0,48*
Color externo (° hue) 14 127,69 + 0,39° 124,49 + 0,832 126,30 = 0,60** 128,56 + 0,29 126,82 + 0,34*
21 129,10 +£0,81" 125,54 £ 0,472 127,89 £0,36%* 129,23+ 0,21* 127,68 + 0,44*
28 132,50 + 0,45 129,78 + 0,27* 130,70 £ 0,47* 12991 +£0,17° 128,27 + 0,33

0 3,90 £ 0,21 527 +0,15Y 4,54 +0,18* 423+0,212 4,97 +0,16°

7 3,75 +0,132 4,72+0,18° 3,93 £ 0,072 3,72 +£0,19? 4,51+ 0,220

Firmeza (N mm™") 14 2,89 +£0,19* 3,58 £0,10° 3,35+0,16% 3,05+0,172 3,95+0,15°

21 2,24 +£0,10* 3,14£0,17° 2,74 £0,15° 2,90 £ 0,092 3,54+0,21°

28 1,45+ 0,16* 1,98 £ 0,08P 1,81 £0,14° 2,63 +£0,07* 2,98 +0,10P

0 87,98 £1,09* 96,15 +2,17° 86,09 £ 1,94* 67,87 £0,58* 77,15 +0,81°

Fenoles totales 7 91,75 £1,73%2 97,97 +1,67° 97,52 £1,717 75,02 +£1,69* 81,14 + 1,44
(mg 100 g) 14 95,61 + 1,43 100,57 + 1,19° 101,25 +£1,370 77,82 +£2,022 85,56 + 1,84

& g 21 100,33 + 1,71* 111,96 + 1,15° 112,47 + 1,74b 84,52 £2,36* 92,66 = 1,63P

28 111,08 + 1,69* 117,00 + 1,47° 114,02+ 1,83%» 88,53 +£1,102 94,66 + 1,19P
0 106,30 + 5,74* 123,81 + 3,50 104,97 + 0,532 110,22 + 4,232 139,33 + 4,45
AAT-H 7 117,59 + 2,09* 134,83 + 3,92b 126,79 £ 2,50 128,59 +2.90* 140,42 + 3,10°
(mg 100 g 14 138,12 £ 2,81% 150,17 + 3,74° 154,09 +3,89> 131,25+ 2,39* 142,14 + 2,60°
& & 21 155,66 + 3,26* 167,05 £2,67" 165,03+ 1,51 142,33 +3,32* 158,47+ 457"
28 203,38 + 4,52 245,00 + 4,25¢ 217,00+ 2,54> 174,00+ 2,87 187,25+ 4,15
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0 19,12+ 1,01* 21,60 + 1,55* 18,74 £ 0,98* 11,67 +£0,44* 15,04 +0,32°

AAT-L 7 21,50 +0,93* 28,64 +1,76° 20,79 £ 1,21* 14,93 + 0,42* 22,48 £0,17°
(mg 100 ) 14 23,36 + 1,09* 34,79 £2,13b 26,62 +1,73* 16,00 £ 0,18* 27,09 £ 0,74°
21 30,62 +1,15% 39,94 +1,07° 30,28 + 1,82 27,43 +0,31* 30,01 +£0,59°

28 32,97 +1,15* 41,25 +1,74b 34,57 +1,28* 30,50 = 0,24* 38,54 + 0,47°

! Las letras muestran diferencias significativas entre los tratamientos evaluados para un

nivel de significancia de p < 0,05 en cada una de las campaiias de cultivo.
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Resumen

La exportacion a ultramar de ciruelas de tipo japonés se ha convertido en una
prioridad a nivel nacional pero especialmente para la industria hortofruticola
extremeiia. El cv. Angeleno es uno de los mas apreciados para mercados ultramar por
su caracter climatérico suprimido y su maduracion lenta. Sin embargo, este cultivar
se caracteriza por garantizar una calidad minima en destinos a ultramar, no
cumpliendo las expectativas de los consumidores a nivel organoléptico. Los
programas de mejora genética de la especie estan trabajando, entre otros objetivos,
en la obtencion de nuevos cultivares con buena aptitud postcosecha para ultramar y
buenas caracteristicas organolépticas. En este trabajo se han evaluado tres nuevos
cultivares de ciruelo japonés, ‘African Rose’, ‘Sunkiss’ y ‘African Delight’
procedentes del programa de mejora sudafricano ARC-Infruitec. Se ha evaluado su
comportamiento climatérico asi como sus caracteristicas fisicoquimicas. Estos nuevos
cultivares presentan caracteristicas idoneas para la exportacion a larga distancia;
ademas, muestran fechas de recoleccion muy interesantes para los productores
extremeiios (‘African Rose’, 1-5 junio; ‘Sunkiss’, 10-15 julio; ‘African Delight’, 15-30
agosto). Estos resultados implementan la exportacion a ultramar como una buena
alternativa o complemento al cv. Angeleno. La renovacion varietal, como escalon
insalvable para el futuro de la ciruela de tipo japonés en Espaiia, pasa por el estudio
de nuevos cultivares con potencial de exportacion a ultramar y fechas precoces de
recoleccion que haga frente a los bajos precios de esta fruta en las ultimas campaiias.

INTRODUCCION

A pesar de que Espana ocupa el 17° lugar en area de cultivo destinada a ciruelo y el
14° en produccion a nivel mundial, nos situamos como la segunda potencia en exportacion
de esta fruta (FAOSTAT, 2022), solo por detras de Chile. A nivel nacional la produccion
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de ciruela se centra en el cultivo en Extremadura principalmente, atribuyéndose a esta
comunidad auténoma el 55,3 % de la produccion total nacional (MAPA, 2022).

La mayoria de la ciruela de tipo japonés (Prunus salicina L.) que se ha venido
produciendo tradicionalmente est4 destinada al consumo en fresco (Okie, 2006) por lo que
posibilitar su transporte a larga distancia en buenas condiciones se traduce en una
importante salida econdmica para este frutal. A pesar de que la ciruela como especie se ha
considerado climatérica (Abdi et al., 1997) pudiendo ser recolectada antes de la maduracion
y alargando asi la posibilidad de exportacion a largas distancias, se ha visto que hay algunos
cultivares climatéricos suprimidos (Abdi et al., 1998; Zuzunaga et al., 2001) no pudiendo
generalizarse por tanto este concepto a todos los cultivares. Este comportamiento
diferencial en la misma especie se ha descrito en otros aspectos agronémicos como la
respuesta a riego deficitario (Martin-Vertedor, 2010) pudiendo deberse a que el ciruelo de
tipo japonés no es una especie pura sino que puede incluir hasta 15 especies de ciruelo en
su genealogia (Okie y Weinberger, 1996). La importante renovacion varietal en las ultimas
décadas en este frutal propicia desconocimiento en aspectos dispares como necesidades de
polinizacion, agroclimaticas y comportamiento postcosecha. En este trabajo se planteo6 la
necesidad de conocer el comportamiento climatérico de nuevos cultivares interesantes de
ciruelo de tipo japonés como alternativa a los cultivares tradicionales mediante el estudio
de su produccion autocatalitica de etileno a través de la activacion del sistema II mediante
etileno exdgeno.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se seleccionaron y numeraron 100 frutos de siete cultivares de ciruelo de tipo
japonés (‘African Delight’, ‘Angeleno’, ‘African Pride’, ‘African Rose’, ‘Golden Japan’,
‘Sundew’ y ‘Sunkiss’) incluidos en la coleccion de cultivares del CICYTEX-La Orden.
Cada uno de ellos fue recolectado en madurez comercial utilizando como referencia una
firmeza media entre 3,5 y 4 Kg-cm™.

Comportamiento climatérico

Un total de 90 frutos sanos por cultivar, en lotes de 10 frutos cada uno, fueron
colocados en 9 jarras de cristal de tres litros estancas con un septum de PTFE-butilo en la
parte superior. Una vez introducido los frutos, antes de cerrar y sellar las jarras, también se
introdujo un recipiente que contenia una solucion de hidréxido de sodio de 1 N para
controlar el exceso de COz en el interior de las mismas. A continuacion, se inyectaron 20
ml de etileno de tres concentraciones diferentes 10 ppm, 100 ppm y 1000 ppm, realizandose
por triplicado para concentracion y cultivar. Los frutos permanecieron en las jarras durante
24h a temperatura y humedad ambiental constante (21,1°C y 64%), realizdndose
mediciones de etileno con un cromatdgrafo de gases con detector de ionizacion de llama
(FID) a TO (medida inicial), T45 (transcurridos 45 minutos), T2 (transcurridas 2h) y T24
(transcurridas 24h). Ademas, para tener un control inicial y final de la calidad de los frutos
tras la aplicacion de etileno exdgeno (100 ppm), se tomaron 10 frutos de cada cultivar al
inicio y al final del ensayo y se determinoé la firmeza con la ayuda de un penetrometro de
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campo, expresando los resultados como kg/cm?. También se determinaron los sélidos
solubles totales (SST) usando un refractometro digital portatil PR-01 (Atago CO.,
LTD, Tokyo, Japan) y expresandose los resultados en °Brix. Finalmente, la acidez titulable
(AT) se determino6 con un valorador automatico DL50 Graphix mediante valoracion hasta
pH 8,1, empleandose una disolucion 0,1 N de NaOH, expresandose los resultados en
gramos de acido malico por 100 gramos de muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto los nuevos cultivares ‘SunKiss’ y ‘African Rose’ mostraron un
comportamiento climatérico suprimido al igual que los cultivares ‘Angeleno’ y ‘Golden
Japan’ (Tabla 1). Este caracter de climaterio suprimido le confiere a estos nuevos cultivares
la potencial capacidad de aguantar largos periodo de almacenamiento, ya que no tienen
respuesta al etileno exdgeno que se pudiera concentrar en la cdmara de almacenamiento o
durante el transporte en barco.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos analizados (Tabla 2), se pudo observar
que los frutos de los cultivares ‘SunKiss’ y ‘African Rose’, no mostraron grandes cambios
ni en firmeza, SST y AT después de 24 horas tras la aplicacion de etileno exdgeno. Tres
cultivares presentaron caracter climatérico (‘African Delight’, ‘African Pride’ y ‘Sundew’),
observandose en el cultivar ‘African Delight’ pequeiias diferencias entre el inicio y el final
del ensayo en cuanto a firmeza, SST y AT lo que muestra que aunque su caracter sea
climatérico, este nuevo cultivar se caracterizaria por tener una maduracion lenta. Por el
contrario el cultivar ‘Golden Japan’ con climaterio suprimido presenta un proceso de
maduracion rapida por lo que los resultados obtenidos muestran que un comportamiento
climatérico o climatérico-suprimido en cultivares de ciruelo de tipo japonés no son
caracteristicas determinantes para definir la capacidad de exportacion a larga distancia de
este frutal haciendo necesario el estudio expreso de cada cultivar que se pretenda exportar.

CONCLUSIONES

No todos los cultivares de ciruelo de tipo japonés pueden considerarse climatéricos ya que
se ha visto que existen cultivares con diferentes comportamientos tanto climatéricos como
climatéricos suprimidos y tanto con maduracion lenta como rdpida. La potencialidad de
exportacion a larga distancia de los cultivares de ciruelo de tipo japonés debe hacerse para
cada cultivar de forma especifica sin caer en generalizaciones para cubrir con éxito las
necesidades del consumidor y los beneficios del productor.
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TABLAS

Tabla 1. Valores medios de etileno producidos por los diferentes cultivares estudiados en
respuesta a la aplicacion de etileno exdgeno a inicio (T0) y al final del estudio (T24)

Produccion de etileno (uL/kg*h)

Antes de aplicacion 24 horas después de aplicacion
Cultivar Comportamiento (TO) 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

‘Angeleno’ Suprimido 0,12 0,02 0,05 0,03
‘Golden Japan’ Suprimido 0,00 0,01 0,02 0,06
‘SunKiss’ Suprimido 0,00 0,08 0,14 0,20
‘SunDew’ Climatérica 0,20 2,50 4,00 6,30
‘African Rose’ Suprimido 0,00 0,72 0,07 0,81
‘African Delight’ Climatérica 0,15 1,20 3,20 4,58
‘African Pride’ Climatérica 0,20 2,35 5,22 8,85

Tabla 2. Valores medios de firmeza, solidos solubles totales (STT) y acidez titulable (AT)

producidos por los diferentes cultivares estudiados en respuesta a la aplicacion de etileno exdgeno
de 100 ppm al inicio (TO0) y al final del estudio (T24)

Firmeza (kg/cm?) SST (°Brix) AT (% ac. malico)
Cultivares Inicio Final Inicio Final Inicio Final
(24 horas) (24 horas) (24 horas)

‘Angeleno’ 3,80 3,55 15,90 15,82 0,61 0,58
‘Golden Japan’ 0,70 0,85 13,02 16,63 1,34 1,37
‘SunKiss’ 2,98 3,28 15,57 15,63 0,89 0,90
‘SunDew’ 2,43 2,10 14,77 15,13 0,82 0,90
‘African Rose’ 3,32 3,26 15,90 16,85 1,12 1,12
‘African Delight’ 3,84 3,78 16,45 16,85 0,62 0,59
‘African Pride’ 3,27 2,70 14,45 14,73 1,10 1,16
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Resumen

El cerezo es un cultivo estratégico para el sector fruticola extremefo en términos de
produccion y comercializacion. En la actualidad, la mayor parte de la produccion se destina
a la exportacion a mercados europeos e internacionales, los cuales precisan de largos
periodos de almacenamiento postcosecha bajo condiciones de refrigeracion. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion precosecha de diferentes
concentraciones de melatonina y acido oxalico, sobre la calidad estandar y bioactiva de
cerezas del cultivar temprano ‘Samba’ sometido a un largo periodo de almacenamiento
postcosecha. Para ello, se realizaron aplicaciones precosecha de melatonina (0,3 y 0,5 mM)
y de acido oxdlico (2 y 5 mM) en tres momentos claves del proceso de desarrollo y
maduracion de los frutos (endurecimiento de hueso, cambio de color y cinco dias antes de
recoleccion comercial). Tras la recolecciéon comercial, las cerezas fueron almacenadas
durante 28 dias a 1 °C y 90-95 % de humedad relativa, analizdndose la calidad estandar
(peso, calibre, firmeza, color de piel y pulpa, solidos solubles totales y acidez) y bioactiva
(compuestos fendlicos) al inicio y final del almacenamiento. La conclusion principal de
este estudio fue que los tratamientos con melatonina y 4cido oxéalico mantuvieron la calidad
estandar y mejoraron las propiedades bioactivas de las cerezas después de 28 dias de
almacenamiento en refrigeracion, en comparacion con los frutos del lote control.

Palabras clave: Prunus avium L, elicitores, refrigeracion, calidad, fitoquimicos.

INTRODUCCION

Para el sector fruticola extremefio, el cerezo (Prunus avium, L) es un cultivo
estratégico en términos de produccion y comercializacion. La mayor parte de la produccion
se exporta a mercados europeos € internacionales, y ello requiere largos periodos de
almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion. Los cultivares tempranos son de
especial interés, porque debido a su precocidad alcanzan elevados precios en los mercados.

La aplicacion precosecha de elicitores como herramienta para mantener la calidad
de los productos vegetales ha despertado un gran interés entre la comunidad cientifica.
Diferentes estudios han concluido que la aplicacién de melatonina (MT) en cereza tiene
una repercusion sobre la tasa respiratoria, firmeza, contenido en compuestos bioactivos, asi
como sobre la actividad antioxidante quimica y enzimatica (Xu et al., 2019; Carrién-Antoli
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et al., 2022). De igual modo, aplicaciones de acido oxalico (AO) entre 0,5 y 2 mM en
precosecha en cereza han dado lugar a un incremento en el tamafo y en el contenido de
compuestos bioactivos (Martinez-Espla et al., 2014).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion precosecha de
diferentes concentraciones de MT y AO, sobre la calidad estandar y compuestos bioactivos
de cerezas del cultivar temprano ‘Samba’ sometido a 28 dias de almacenamiento
poscosecha.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal y disefio experimental

Se utilizaron cerezas del cultivar ‘Samba’ procedente de arboles con trece afios de
edad, injertados sobre el patréon ‘Reboldo’ (Prunus avium, L.), localizados en una finca
comercial a 400 m de altitud en el término municipal de Cabrero (Caceres, Espana). Se
emplearon 3 arboles por tratamiento (CO (control), MT (0,3 y 0,5 mM) yAO (2y 5
mM)). Las aplicaciones se realizaron mediante pulverizacion foliar, en los momentos
claves de desarrollo y maduracion de los frutos (endurecimiento del hueso, cambio de
color y cinco dias antes de la recoleccion comercial).

Tras la recoleccion, las cerezas fueron trasladadas a la central hortofruticola
mediante transporte refrigerado. Se realiz6 una seleccion en base al calibre, color de piel y
ausencia de defectos mediante clasificacion electronica (Cherryway, MAFRODA,
Valencia, Espafia). Ademas, se sometieron a un preenfriamiento por ‘“hydrocooling”
mediante inmersion en agua a 3 °C, conteniendo 60 ppm de cloro (pH=7), pasando la pulpa
de la cereza de 20 °C a 3 °C. Las muestras se analizaron por triplicado. Se tomd una muestra
al azar de 15 frutos, por tratamiento, para la caracterizacion inicial. El resto, se dividié en
lotes homogéneos y se almacenaron en condiciones de atmoésfera ordinariaen cdmara
frigorifica a 1 °C y 90-95% HR durante 28 dias.

Calidad estandar

El peso se determin6 con una balanza electronica Mettler Toledo PB 1502 (Mettler
Toledo, Madrid, Espafia). Para el calibre se tomaron las medidas a la altura de los hombros
de las cerezas (calibre maximo) con un calibrador “ABS Digimatic” digital. La acidez
titulable (AT) y el contenido en solidos solubles (CSS) se evalué en 3 homogenizados por
tratamiento (n=3). Para la AT se pesaron 3 g de homogenizado y se afiadié agua destilada
hasta un volumen de 60 mL.Las valoraciones se llevarona cabo con un valorador
automatico Mettler Toledo T-50 Graphix (Mettler Toledo, Coslada, Madrid, Espafia),
empleando una disolucion 0,1 N de NaOH, y los resultados se expresaron en g de acido
malico por 100 g de muestra fresca. Para cuantificar el CSS se empled un refractometro
digital portatil PR-01 (Atago CO., LTD, Tokyo, Japan), expresandose los resultados en
°Brix. La determinacién de la firmeza se realizo mediante un ensayo de compresion al 3%
sobre fruto entero, con un plato de 25 mm de didmetro y base plana, utilizando un
Texturometro Stable Micro Systems TAXT2i (Aname, Pozuelo, Madrid, Espafia). La
velocidad de desplazamiento fue de 0,2 mm-s™!, se registré la fuerza méxima (N) y, a partir
de la curva de fuerza-deformacion, se calculé la pendiente de la curva (N-mm™).
Se determind el color, de piely pulpa, en las dos caras opuestas del frutocon un
colorimetro de reflectancia Minolta CR-400 (Minolta Camera Co, Osaka, Japon)
(Iluminacion de 65/0° observador estandar 0,8 cm puerto/area de visualizacion).
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Compuestos bioactivos

El analisis de los compuestos bioactivos se realizo a partir de frutos congelados a -
80 °C . La identificacion y cuantificacion de compuestos fenolicos se realizaron por HPLC-
DAD/FLD siguiendo el método descrito por Manzano et al., (2020).

Analisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un analisis de la varianza (ANOV A) mediante el
programa SPSS 21.0 para Windows. En los casos en los que presentaron diferencias
significativas, se realiz6 el test Tukey, para comparacion multiple de medias. Se empled un
nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cerezas fueron seleccionadas por calibre, utilizandose para el estudio las
superiores a 24 mm. Presentaron un peso y calibre medios de 10 g y 28 mm a dia 0, sin
mostrar diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos a lo largo del almacenamiento
(datos no mostrados). En el momento de la recoleccion comercial, no hubo diferencias
significativas (p>0,05) entre tratamientos para los parametros AT y CSS. La AT media fue
de 0,58 g de acido malico/100 g y el CSS medio 15,9 °Brix. Nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por Tijero et al. (2019) con aplicaciones precosecha de MT y por
Martinez-Espla et al. (2014) con AO. Sin embargo, después de 28 dias de almacenamiento,
solamente se observaron diferencias significativas (p<0,05) a nivel de AT entre AO5 y CO
(Tabla 1). Una menor pérdida de acidez es indicativa de un retraso en la senescencia. Por
otro lado, la textura no se vio afectada por los tratamientos precosecha. El valor medio de
la firmeza fue de 1,27 (N'-mm) el dia 0 y 1,74 (N-mm™) después de 28 dias de
almacenamiento. En cuanto al color (Tabla 1) en el caso de la piel, no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos. Sin embargo, para la pulpa a dia 0,
el color de CO fue mas intenso y con diferencias significativas (p<0,05) con respecto al
AO2. Tras 28 dias de almacenamiento, la pulpa de las cerezas CO perdi6 intensidad de
color, con diferencias significativas (p<0,05) con respecto a MTO05 y AO2, los cuales
poseian pulpas mas pigmentadas.

En cuanto los compuestos bioactivos, dentro de los 4cidos hidroxicindmicos se
identificaron el neoclorogénico (NC), clorogénico y p-cumarico (Fig. 1). El1 NC fue el
mayoritario y caracteristico de este cultivar. Ademas, se identificaron un total de cuatro
antocianinas, la cianidina 3-O-glucosido, cianidina 3-O-rutinosido (C-3-R), peonidina 3-
O-glucosido y peonidina 3-O-rutindsido, siendo la mayoritaria la C-3-R. Finalmente,
dentro de los flavonoles, solo se identificd y cuantifico la quercetina 3-O-rutindsido o
rutina. A dia 0, el contenido en acidos hidroxicinamicos fue mayor (p<0,05) para el
tratamiento MTO,5. Las cerezas de los tratamientos MT0,3, MT0,5 y AOS tuvieron un
menor contenido en antocianinas, con diferencias significativas (p<0,05) respecto a CO.
Esta menor sintesis de pigmentos podria estar relacionada con un retraso en la maduracion.
Tijero et al. (2019) mostraron que la aplicacion de melatonina en precosecha provoca un
retraso en la acumulacion de antocianinas, lo que confirma el papel regulador e inhibidor
sobre la maduracion de esta fruta. Ademas, el contenido en flavonoles fue
significativamente menor para MT0,5 y AOS5. Al final del almacenamiento, todos los
tratamientos consiguieron mantener, o incluso incrementar, el contenido en compuestos
bioactivos con respecto al CO, el cual disminuy6 su contenido. Los tratamientos precosecha
con MT y AO mostraron un mayor contenido en compuestos fenolicos, especialmente en
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acidos hidroxicinamicos, con diferencias significativas (p<0,05) respecto a CO, tras 28 dias
de almacenamiento. Por otro lado, esta descrito que los tratamientos con MT mejoran la
conservacion postcosecha de la cereza debido al incremento de la actividad antioxidante
enzimatica y no enzimatica (Xu et al., 2019). También, Martinez-Espla et al. (2014)
demostraron que los tratamientos con AO consiguen incrementar las caracteristicas
bioactivas de las cerezas debido al aumento de los compuestos fenolicos y de la actividad
antioxidante. Estd demostrado el efecto beneficioso que ejercen los compuestos fendlicos
sobre la salud y sobre el retraso de los procesos oxidativos (Serradilla et al., 2017). Por ello,
incrementar la presencia de estos compuestos en los alimentos y en la dieta puede contribuir
a una mejora de la salud y de la calidad de vida.

CONCLUSIONES

La aplicacion precosecha de MT y de AO mediante pulverizacion foliar se plantea
como una herramienta eficaz para mantener y mejorar la calidad estandar y la composicion
bioactiva de cerezas tempranas.
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Tabla 1. Valores medios + error estdndar de acidez titulable (AT), contenido en so6lidos
solubles (CSS), firmeza (N/mm) y color de piel y pulpa (a*/b*). Para cada dia de analisis,

letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre tratamientos, segun el test
de Tukey.

Melatonina

Melatonina

A. Oxalico A. Oxalico
Dia Control
(0,3 mM) (0,5 mM) 2 mM) (5 mM)
0 0,586+0,005 0,577+0,004 0,567+0,007 0,585+0,002 0,579+0,005
AT (% Ac. Milico)
28 0,486+0,003 > 0,510+0,014°® 0,487+0,004 >  0,483+0,017°  0,544+0,011 ?
0  16,900+0,100 15,567+0,437  15,600+0,058  15,800+0,643  15,700+0,173
CSS (°Brix)
28  14,367+0,033  14,200+0,458  15,000+0,404  15,433+0,176  14,000+0,208
0 1,330+0,046 1,259+0,041 1,307+0,044 1,19540,044 1,24440,040
Firmeza (N/mm)
28 1,798+0,136 1,714+0,089 1,667+0,074 1,758+0,077 1,750+0,051
. 0 3,035+0,061 3,023+0,081 3,092+0,056 2,92240,054 3,024+0,083
Color de piel
(a*/b¥)
28 2,463+0,111 2,497+0,066 2,496+0,068 2,389+0,044 2,639+0,034
0 2,054£0,082* 1,881+0,087® 1,723+0,129%  1,464+0,110® 1,669+0,089
Color de pulpa
(a*/b*) b b
28  1,695+0,067°¢ 1,758+0,050°  2,177+0,068* 2,001+0,075

1,734+0,046 ©

Fig.1. Valores medios expresados en mg-kg! de fenoles totales, 4cidos
hidroxicinamicos totales, antocianinas totales y flavonoles totales, obtenidos mediante
HPLC. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre tratamientos para
cada una de las variables de estudio y fecha, segtin el test de Tukey.
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RESUMO

A maca de Alcobaca, produzida na regiao Oeste de Portugal, associada a um
sabor e aroma caracteristicos, resultantes das condicoes edafoclimaticas da regido,
tem uma elevada procura nos mercados nacional e internacional. E reconhecida a
influéncia das técnicas culturais de pré-colheita e de conservacio pés-colheita nas
caracteristicas de qualidade dos frutos. Este trabalho avaliou a influéncia dos fatores
culturais (fertilizacao azotada e irrigacdo em excesso) e dos métodos de conservacio,
na qualidade gustativa e organolética da Maca de Alcobaca, variedade ‘Royal Gala’.
Foram realizados ensaios em dois pomares e em trés condicoes de conservacio:
Atmosfera Controlada + 1-Metilciclopropeno (AC+1-MCP), AC Dinamica (ACD) e
ACD+1-MCP. Os frutos foram analisados a colheita (T0) e apés 8 meses de
conservacao (T8). Foi determinado o indice de qualidade (IQ) gustativa dos frutos,
em funcao do teor de aciicares e da acidez, e o seu perfil volatil e sensorial.

O calculo do IQ evidenciou um decréscimo, relativamente aos controlos, como
consequéncia da aplicacido de azoto ou rega em excesso. O perfil volatil das macas
analisadas em TO foi caracterizado pela dominancia de frans, trans-a-farneseno e de
acetato de hexilo. Na anailise sensorial, as macas conservadas em ACD+1-MCP
apresentaram maior pontuacio na qualidade global e intencao de compra.

Palavras-chave: Malus domestica; rega; fertilizacdo azotada; atmosfera controlada;

aroma

INTRODUCAO

Produzida nos concelhos do litoral Oeste, a Maca de Alcobaga é um produto
nacional qualificado como IGP (Indicagdo Geogrifica Protegida) pela Unido Europeia e
pelo Ministério da Agricultura (Regulamento CEE n® 2081/92). A Mag¢a de Alcobaga
inclui diferentes variedades, sendo a variedade ‘Royal Gala’ aquela com maior procura no
mercado nacional e internacional. Regra geral, esta variedade apresenta uma polpa
branca, doce, pouco 4cida, sumarenta e igualmente consistente, tornando-a desta forma
muito atrativa (Clube Maga de Alcobacga, 2020).

O azoto é um elemento essencial para o desenvolvimento de qualquer cultura. No
caso particular da macieira, a falta de azoto resulta em frutos de pequeno calibre e limita a
sua produtividade. Contudo, quando aplicado em excesso, pode diminuir a qualidade dos
frutos, devido a coloracdo indesejada, firmeza da polpa e teor de aguicares insuficientes,
desenvolvimento de podriddes e outros problemas de conservacdo (Cheng & Schupp,
2004).

Relativamente a rega, o défice hidrico moderado, quando induzido na fase final de
desenvolvimento do fruto, permite a otimizacdo da qualidade e producdo. No entanto,
aplicada em excesso, apesar de aumentar o calibre dos frutos, afeta negativamente a
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firmeza, bem como a produgdo de compostos volateis responsaveis pelo aroma e sabor
dos frutos, e aumenta a sua suscetibilidade a alteragdes patoldgicas e fisioldgicas
(Nemeskéri, 2007).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade e propriedades organoléticas
das macis da variedade ‘Royal Gala’, colhidas em 2019 e obtidas de quatro modalidades
de campo diferentes de fertilizacdo azotada e rega, em dois locais diferentes. Pretendeu-se
ainda, avaliar o impacto de oito meses de conservacdo em camara frigorifica sob
diferentes condi¢des, por comparacdo do indice de qualidade gustativa, do perfil volatil
(aroma) e das propriedades sensoriais.

MATERIAL E METODOS

As macas (Malus domestica Borkh.), variedade ‘Royal Gala’, colhidas em 2019
foram obtidas de dois Produtores (P1 e P2) de acordo com diferentes modalidades
agricolas de producdo: i) controlo com rega e azoto normal (RNAN), ii) rega normal e
azoto em excesso (RNAE), iii) rega em excesso e azoto normal (REAN), iv) rega e azoto
em excesso (REAE). A rega e fertilizagdo azotada normais correspondem as quantidades
recomendadas nas Normas Técnicas para a Produgdo Integrada de Poméideas. O excesso
de azoto consistiu na aplicacdo de 120 kg N/ha e a rega em excesso no incremento do teor
de 4gua no solo até exceder a capacidade de campo. A avaliacdo foi realizada no
momento da colheita (T0), e apds 8 meses (T8) de conservagdo em camara frigorifica sob
diferentes condi¢cdes: A: Atmosfera controlada + 1-metilciclopropeno (AC+1-MCP),
B: Atmosfera controlada dindmica (ACD) e C: Atmosfera controlada dinimica +
1-metilciclopropeno (ACD+1-MCP).

A andlise qualitativa dos frutos consistiu na determinagdo da dureza, teor de
solidos soliveis (SST) e acidez titulavel (AT)). A partir dos valores de SST e AT
calculou-se o indice de qualidade (IQ) gustativa dos frutos, segundo a férmula: IQ = SST
(g/L) + 10 AT (g/L).

A extracdo da componente voldtil foi realizada por microextracdo em fase sélida
(SPME), a temperatura ambiente, como detalhado em Machado et al. (2021). Cada
extragdo foi realizada em duplicado, utilizando-se duas amostras coletivas, por condicio
de andlise, com 7 frutos intactos cada. Os volateis extraidos foram analisados por
Cromatografia Gasosa (GC) e por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (GC-MS), e utilizados na andlise estatistica, de acordo com o detalhado em
Machado et al. (2021). Os volateis emanados nas diferentes amostras analisadas (indice
de emanacao) foram analisados como detalhado em Tavares (2020).

Os lotes das amostras no momento da colheita (TO) e apds 8 meses de conservacio
(T8), foram avaliados sensorialmente por um painel de 8 provadores semi-treinados
atendendo aos parametros aspeto, cor, textura, sabor e aroma, e ainda quanto a qualidade
global (QG) e intengdo de compra (IC) (ficha de prova).

Os dados foram processados através do software AgroEstat, utilizando a andlise de
variancia seguida pelas comparagdes multiplas das médias por meio do Teste de Tuckey,
para um nivel de significncia de 5% e 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da andlise dos pardmetros fisico-quimicos de qualidade ndo
mostraram diferencas significativas na dureza dos frutos, como consequéncia dos
tratamentos aplicados, com excepcdo dos frutos submetidos a rega em excesso (REAN),
nos quais a dureza foi ligeiramente inferior comparativamente ao controlo (Tabela 1). Em
geral, os frutos do produtor P2 apresentaram valores de dureza mais baixos que os do
produtor P1. Relativamente ao teor de solidos soldveis totais, verificou-se uma
diminuicdo significativa do contetido de agtucares nos frutos submetidos ao excesso de
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azoto (Tabela 1). No caso do produtor P2, esta diminui¢cdo foi mais acentuada, a
semelhanca do observado para os valores de AT. Outros estudos em ‘Golden Delicious’
comprovam o efeito negativo do azoto na AT (Raese et al., 2007). Valores baixos de
acidez titulavel a colheita podem resultar em frutos insipidos, que ndo cumprem os
padroes de qualidade exigidos pelo mercado depois da conservagdo (Musacchi & Serra,
2017). Em concordancia, o cdlculo do indice de qualidade gustativa (IQ) mostrou valores
inferiores nos frutos submetidos ao excesso de azoto (Fig. 1). Segundo Trigueiros (1993)
aceita-se o valor de 170 para o IQ como minimo a colheita, sendo um IQ igual ou
superior a 180 o mais aconselhado. Os frutos da modalidade RNAE e REAE néo
cumpriram os requisitos minimos de qualidade gustativa a colheita (Fig. 1).

Ap6s 8 meses de conservacdo, em geral, o IQ foi inferior nos frutos submetidos a
ambos excessos, em comparacdo aos controlos, e independentemente das condigdes de
conservacdo (Fig. 2). Para todas as modalidades de campo estudadas, os frutos
conservados em condi¢des de ACD+1-MCP foram os que apresentaram maiores valores
de 1Q gustativa.

Os resultados da andlise da componente voldtil de cada uma das amostras
coletivas, agrupadas por produtor, modalidade agricola e método de conservacio,
revelaram uma predominéncia de 10 compostos. A variacdo percentual dos compostos
volateis dominantes estd listada na Tabela 2, de acordo com a sua ordem de eluicdo numa
coluna DB-1, apés extracdo e dessor¢do da fibra por SPME-GC, e caracterizou-se pela
dominancia de trans, trans-o-farneseno e de 2-etil-1-hexanol, para todas as macas
analisadas.

A composicdo percentual dos voldteis extraidos por SPME foi utilizada na
determinagdo da relacdo entre as diferentes amostras por andlise aglomerativa em grupos,
evidenciando dois grupos (clusters), clusters A e B, quimicamente muito correlacionadas
(Scor > 0,88), Fig. 3. O dendrograma, Fig. 3, mostra as amostras agrupadas consoante o
momento temporal, ou seja, as amostras analisadas apds 8 meses de conservacdo (T8)
constituem o cluster A e as amostras analisadas apds colheita (TO) constituem o cluster B.
As amostras do cluster B, no geral, agruparam-se consoante as condi¢des de conservagao,
independentemente do produtor e das condi¢cdes de cultura. Independentemente da
modalidade de campo, e do método de conservacdo utilizado, o armazenamento por 8
meses levou a um decréscimo no indice de emanagdo, com o método C a revelar o efeito
mais negativo sobre a emanacio dos voldteis.

A andlise sensorial, através da avaliacdo de determinados pardmetros tem por fim
a determinagdo da qualidade global (QG) do produto com reflexo na intengdo de compra
(IC). Tendo por base a avaliacdo destes dois indices, a colheita obtiveram-se em todas as
modalidades pontuagdes de (QG) acima do valor 3, valor considerado suficiente (Fig 4a).
Contudo, nos frutos submetidos aos excessos de rega ou azoto verificaram-se valores
inferiores que nos respectivos controlos, especialmente nas modalidades com excesso de
azoto (Fig 4a). Ao fim de 8 meses de conservagdo, foram poucas as macgids que,
comparativamente com a avaliagdo a colheita, obtiveram pontuagdes de (QG) acima do
valor 3, verificando-se a mesma tendéncia para a Intencdo de Compra (IC) (Fig.4 ae b).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem confirmar o efeito prejudicial da rega
e fertilizagdo azotada excessivas na qualidade da maga de Alcobaga. De facto, o cilculo
do IQ evidenciou um decréscimo, relativamente aos controlos, como consequéncia da
aplicacdo de azoto ou rega em excesso no més antecedente a colheita. Este efeito
verificou-se quer a colheita quer ap6s o periodo de conservacdo. O perfil volatil das
macds analisadas em TO foi caracterizado pela dominancia de trans, trans-o-farneseno e
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de acetato de hexilo. Independentemente da modalidade de campo e do método de
conservagdo utilizado, o armazenamento por 8 meses levou a um decréscimo na
emanacdo de voldteis. Na andlise sensorial, as mac¢ads conservadas em ACD+1-MCP
apresentaram maior pontuagdo na qualidade global e inten¢do de compra.
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TABELAS

Tabela 1 - Valores médios (+desvio padrdo, n=20) dos parametros qualitativos dureza,
teor de solidos soliveis totais (SST) e acidez titulavel (AT) dos frutos dos produtores
Pl e P2 a colheita. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencias
significativas entre modalidades do mesmo pomar.

Modalidade Dureza SST AT
(Kg/em®) (°Brix) (g dc. malico/L)
RNAN-P1  6,69+0,58a%  13,48+0,62a* 4,12+0,31a
REAN-P1  6,16+0,72b* 13,16+1,00ab*  4,20+0,24a
REAE-P1  6,62+0,48a*  12,84+0,58b* 4,00+£0,34a
RNAN-P2  580+0,78a  13,33#0,83a**  3,61%0,12a%*
RNAE-P2  567+0,58a  11,99+0,84b**  2,97+0,07b**
REAE-P2 5,670,532  11,95+0,87b**  321+0,22b**

* Significativo ao nivel de significancia de 1%.
** Significativo ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 2. Variacdo minima (Min) e maxima (Max) da composicido percentual dos
componentes maioritdrios (> 10 %) identificados nos volateis extraidos, por SPME,
das amostras de todas as macas analisadas no momento TO e T8.

Componentes RI Cluster A Cluster B
Min Max Min Max

Acetato de hexilo 995 v 2,5 9,0 23,3

2-Etil-1-hexanol 1004 0,7 35,9

Ester 2-etil hexilo 1163 v 13,8 v 0,6

trans,trans-o-Farneseno 1500 55,5 93,6 35,8 55,1

% ldentificacdo 92,4 99,6 98,1 100,0

RI: Indice de retengdo relativo a uma série de n-alcanos C7-C17; v: vestigial (<0,05 %).
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FIGURAS
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Fig. 1 - Indice de qualidade gustativa dos frutos 2 colheita (T0). As barras representam as
médias + desvio padrio.
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Fig. 2 - Indice de qualidade gustativa dos frutos apés 8 meses de conservagdo (T8) em
AC+1-MCP (A), ACD (B) e ACD+1-MCP (C). As barras representam as médias +
desvio padrao.
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Fig. 3. Dendrograma obtido por andlise aglomerativa em grupos da composi¢ao
percentual dos volateis, extraidos por SPME em TO e T8, utilizando o agrupamento
segundo a associacdo média (UPGMA) na definicdo dos clusters. Para definicdo de
abreviaturas vide Material e Métodos.
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Fig. 4 - Apreciacdo da Qualidade Global (QG) e Intencdo de Compra (IC) das macas
imediatamente apds colheita (a) e apés 8 meses de conservacio em AC+1-MCP (A),
ACD (B) e ACD+1-MCP (C) (b).
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Resumo

As praticas culturais, quando nao aplicadas da forma e no momento correto,
podem provocar uma depreciacdo da qualidade e do poder de conservacao dos
frutos. Com o intuito de estudar o efeito do excesso de rega e de fertilizacao azotada,
aplicado no més que antecede a colheita, na qualidade da “Maca de Alcobaca”,
foram realizados ensaios na variedade ‘Gala’. Analisaram-se frutos da campanha
2021 a colheita e apés 5 meses de conservacio em: Atmosfera Controlada + 1-
Metilciclopropeno (AC+1-MCP), AC Dinamica (ACD) e ACD+1-MCP. Avaliaram-
se parametros colorimétricos, biométricos (peso, calibre) e fisico-quimicos (dureza,
solidos soluveis totais (SST) e acidez titulavel (AT)), assim como o aspeto externo e
interno. A colheita verificou-se que a aplicacdo de rega e azoto em excesso
contribuiram para uma diminuicio significativa do peso e calibre dos frutos. Nao se
verificaram diferencas significativas nos parametros fisico-quimicos analisados, com
excecio da AT. O excesso de azoto reduziu significativamente a AT e,
consequentemente, a qualidade gustativa dos frutos. Durante os 5 meses de
conservacao houve uma reducdo significativa da dureza dos frutos,
independentemente do método de conservacao. No entanto, a reducao foi mais
acentuada em AC+1-MCP. O excesso de rega resultou em perdas de peso
significativas. Verificou-se ainda um aumento geral dos SST dos frutos, significativo
na modalidade com rega e azoto em excesso, bem como uma diminuicao geral na
AT, significativa nos frutos do controlo. Os frutos do controlo e sujeitos a ambos
excessos apresentaram maior incidéncia de podridoes e os conservados em AC
evidenciaram mais danos fisicos e desidratacido. Os resultados demonstram o efeito
negativo na qualidade dos frutos, resultante da aplicacio excessiva de azoto e rega, e
destacam a ACD como o sistema mais adequado para conservaciao da maca ‘Gala’.

Palavras-chave: Malus domestica; préticas culturais; atmosfera controlada; parametros
qualitativos

INTRODUCAO

A cultura da macd (Malus domestica Borkh.) assume atualmente uma posi¢do de
destaque no setor fruticola mundial. Em 2020, os cerca de 4,6 milhdes de ha ocupados por
esta cultura produziram mais de 86 milhdes de toneladas de macd, conferindo-lhe o
estatuto de um dos frutos mais produzidos mundialmente em quantidade, apenas superado
pela banana e melancia (FAOSTAT, 2022). Os ultimos dados disponiveis para Portugal
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apontam para uma produ¢do média estimada a rondar as 300 mil toneladas. As magas
produzidas na regido do litoral Oeste e classificadas como Indicacdo Geografica Protegida
sdo denominadas de “Maca de Alcobaca”, que por sua vez representa 20 a 25 % da
producdo nacional e abrange 9 variedades: ‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Royal
Gala’, ‘Casanova de Alcobaga’, ‘Fuji’, ‘Granny Smith’, ‘Reineta’, ‘Jonagold’ e ‘Pink’.

z

A qualidade dos frutos € um conceito dinadmico, determinado pelas exigéncias
vigentes do consumidor, e intimamente relacionado com as praticas agronémicas de
gestdo da cultura. Em maci, a rega e a fertilizacdo influenciam pardmetros qualitativos
dos frutos e a sua capacidade de conservacdo (Musacchi & Serra, 2017). O azoto (N) é
um nutriente indispensavel a qualquer cultura. No caso particular da macieira, a caréncia
de azoto resulta em frutos de pequeno calibre, favorece a alternancia da cultura e limita a
sua produtividade. No entanto, quando aplicado em excesso ou tardiamente, além de
contribuir para o vigor excessivo das drvores e consequente suscetibilidade a fatores
nocivos bidticos e abidticos, pode provocar o atraso na maturacdo dos frutos, coloracdo
indesejada, firmeza da polpa e teor de aguicares insuficientes, e favorecer o aparecimento
de podridoes e bitter-pit (Fallahi et al., 2010). Relativamente a rega, para a cultura da
macd, o déficit hidrico moderado, quando induzido na fase final de desenvolvimento do
fruto, permite a otimizacdo da qualidade e produgdo, promovendo uma coloracio
adequada dos frutos e o aumento do teor de sélidos soldveis, sem comprometer o seu peso
e calibre (Wang et al., 2019). De um modo geral, o excesso de rega, apesar de aumentar o
calibre dos frutos, afeta negativamente a firmeza da polpa, bem como a produgdo de
compostos volateis responsdveis pelo aroma e sabor dos frutos, e aumenta a sua
suscetibilidade a alteracdes patoldgicas e fisioldgicas indesejadas, contribuindo para a
depreciacdo da producdo e para o rapido decaimento da qualidade dos frutos no pds-
colheita (Nemeskéri, 2007).

Assim, pretende-se com o presente estudo avaliar o efeito da fertilizagdo azotada e
rega excessivas efectuadas durante a fase final de desenvolvimento dos frutos, na
qualidade e capacidade de conservacdo da “Maca de Alcobaca”.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados durante a campanha de 2021, em 280 arvores da
cultivar ‘Gala’ (70 arvores/modalidade) pertencentes a um pomar comercial situado no
concelho de Alcobaca, com recurso a um sistema de fertirrega. Definiram-se as seguintes
quatro modalidades de fertilizagdo azotada e de rega aplicadas durante o més antecedente
a colheita: rega e azoto normais (RNAN), que funcionou como o controlo da experiéncia,
rega em excesso com azoto normal (REAN), rega normal com azoto em excesso (RNAE),
e rega e azoto em excesso (REAE). A rega e fertilizacdo azotada normais correspondem
as quantidades recomendadas nas Normas Técnicas para a Produgdo Integrada de
Pomdéideas, ou seja, em média 40 kg N/ha e uma rega que satisfaz as necessidades
hidricas da cultura. O excesso de fertilizacdo azotada consistiu na aplicagdo de 120 kg
N/ha e a rega em excesso no incremento do teor de 4gua no solo até exceder a capacidade
de campo. Apds a colheita, selecionaram-se aleatoriamente 20 frutos/modalidade, de
forma a serem analisados pardmetros indicadores de qualidade. Selecionaram-se também
lotes de frutos das diferentes modalidades, para serem submetidos, durante 5 meses, a 3
condicdes de conservacdo distintas: A: Atmosfera Controlada + 1-Metilciclopropeno
(AC+1-MCP), B: Atmosfera Controlada Dindmica (ACD), C: Atmosfera Controlada
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Dinamica + 1-Metilciclopropeno (ACD+1-MCP). Apds 5 meses de armazenamento,
analisaram-se parametros qualitativos em 20 frutos/modalidade. A andlise qualitativa dos
frutos consistiu na andlise de pardmetros colorimétricos, biométricos (massa e calibre),
fisico-quimicos (dureza, teor de sélidos soliveis (SST) e acidez titulavel (AT)) e na
observacdo visual do seu aspeto externo e interno. A partir dos valores de SST e AT
obtidos calculou-se o Indice de Thiault (IT), indicador da qualidade gustativa dos frutos,
segundo a féormula: IT = SST (g/L) + 10 AT (g/L). Posteriormente, através do software
AgroEstat, os dados foram submetidos a uma andlise de varidncia, sendo as médias
comparadas pelo Teste de Tuckey, para um nivel de significancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Da anélise a colheita verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para
os parametros colorimétricos L* e Chroma (Quadro 1). Os excessos de rega e,
especialmente, de fertilizagdo azotada deram origem a menor luminosidade e intensidade
na cor dos frutos, ou seja, a frutos com uma cor menos viva, menos apeteciveis para o
consumidor e, portanto, com menor valorizacdo comercial (Quadro 1). Contrariamente ao
que geralmente acontece, o excesso de rega (REAN) ndo deu origem a frutos maiores e
mais pesados. De facto, quando associado a um excesso de fertilizacdo azotada (REAE)
resultou mesmo em calibres e pesos significativamente menores do que o controlo
(Quadro 1). O excesso de azoto por si s6 (RNAE) também afetou negativamente e de
forma significativa o peso e calibre dos frutos. Estudos realizados com as cultivares
‘Gala’ e ‘Fuji’ demonstraram que a aplicac@o excessiva de azoto ou de rega ndo resultam
necessariamente em frutos maiores. Pelo contrrio, favorece o crescimento vegetativo e
contribui para coloragdes dos frutos insuficientes (Atay et al., 2017). Relativamente a
dureza da polpa a colheita, ndo se verificaram diferencas significativas nos frutos
provenientes das diferentes modalidades. No entanto, deve referir-se que a modalidade
RNAN produziu os frutos com maior dureza, e que os excessos de rega e de azoto
resultaram em menores firmezas da polpa (Quadro 2). Estes resultados vao de encontro
com os obtidos por Nava et al. (2008) e Yildirim et al. (2016). O equilibrio entre N e Ca
assume um papel importante na firmeza da polpa, sendo o Ca associado a integridade e
resisténcia da membrana e parede celulares. O excesso de fertilizagdo azotada provoca,
além do aumento no tamanho das células, um aumento da razdo N/Ca e diminui¢do da
concentragcdo de Ca nos frutos, contribuindo para uma menor firmeza da polpa. O teor de
solidos soliveis também nao variou significativamente entre modalidades (Quadro 2). O
unico dos parametros fisico-quimicos analisados em que se verificaram diferencas
estatisticamente significativas a colheita foi a acidez titulavel (AT). Os frutos com menor
AT corresponderam aos tratamentos com excesso de azoto e o controlo produziu os frutos
com maior AT. Outros estudos em ‘Golden Delicious’ comprovam o efeito negativo do
azoto na AT (Raese et al., 2007). Uma acidez tituldvel baixa a colheita pode resultar em
frutos insipidos, que ndo cumprem os padrdes de qualidade exigidos pelo mercado depois
da conservacdo (Musacchi & Serra, 2017). O cdlculo do indice de Thiault demonstrou um
decréscimo significativo da qualidade gustativa dos frutos a colheita resultante da
aplicacdo conjunta dos excessos de rega e fertilizacdo azotada, relativamente a
testemunha (Fig. 1). Segundo Trigueiros (1993) aceita-se o valor de 170 para o IT como
minimo a colheita, sendo um IT igual ou superior a 180 o mais aconselhado. Os frutos da
modalidade REAE n@o cumpriram os requisitos minimos de qualidade gustativa a
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colheita (Fig. 1). Os excessos de rega e azoto em simultdneo resultaram num aumento de
10 % da incidéncia de podriddes relativamente ao controlo. Os sintomas observados
corresponderam maioritariamente aos produzidos pela doenca fingica do Pedrado
(Venturia inaequalis (Cke.) Wint.).

Ap6s 5 meses de conservacao verificou-se uma diminuic¢do geral do peso e dureza
dos frutos. Essa diminuicdo foi mais evidente nos frutos conservados em AC + 1-MCP
(Fig. 2). Both (2015) verificou que a manuten¢do da qualidade dos frutos é garantida de
forma mais eficaz em ACD do que em AC. O excesso de rega resultou em perdas de peso
significativas (Quadro 3). Considerando que 95 a 98 % da perda de peso durante o
armazenamento sio explicados pela perda de dgua, este é um resultado expectavel e que
vai ao encontro do obtido por Mpelasoka et al. (2000). Verificou-se ainda um aumento
geral dos SST dos frutos, significativo na modalidade REAE, bem como uma diminui¢io
geral na AT, significativa nos frutos do controlo (Quadro 3). As amostras correspondentes
ao controlo e as sujeitas a excesso de rega e azoto em simultineo, apresentaram maior
incidéncia de podriddes, desidratagdo e danos fisicos, principalmente as conservadas em
AC + 1-MCP. Em AC verificaram-se praticamente o dobro das alteracdes de pds-colheita
verificadas em ACD.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem ndo s6 contrariar a ideia de que
maiores quantidades de dgua e de azoto aplicadas garantem, necessariamente, uma maior
produtividade ou frutos maiores, mas também confirmar o efeito prejudicial da rega e
fertilizacdo azotada excessivas na qualidade da mac¢ad a colheita. De facto, a aplicacdo
excessiva destes fatores, no més antecedente a colheita, afetou negativamente
caracteristicas coloriméticas, gustativas e a firmeza da polpa. Em relacdo a conservacio,
concluiu-se, ainda que de forma pouco consistente, que os excessos de rega e/ou
fertilizacdo azotada influenciaram negativamente a capacidade de conservagdo dos frutos,
contribuindo para uma degradacdo mais acentuada da sua qualidade durante o periodo de
pos-colheita. Confirmou-se a ACD como o sistema mais adequado para conservacdo da
maca ‘Gala’.
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QUADROS

Quadro 1. Valores médios e desvio padrdo de parametros colorimétricos e biométricos
dos frutos a colheita. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas entre modalidades, para um nivel de significancia de 5 %.

Modalidade L* Chroma Peso (g) Diametro (mm)
RNAN 46,49 +796a 41,85+4,53a 150,78 +33,96a 68,89 +537a
REAN 42,47+807b 40,36 +4,29a 143,82+21,36ab 67,30 3,31 ab
RNAE 38,81 £6,00c 37,43+5,33b 126,07+1949b 65,39+3,53Db
REAE 40,83 £6,06 bc 40,57 £4,06a 128,60+16,83b 6526+2,75b

Quadro 2. Valores médios e desvio padrdo de pardmetros fisico-quimicos dos frutos a
colheita. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre
modalidades, para um nivel de significancia de 5 %.

Modalidade (IIZ;‘/‘;‘;ZI‘;) SST (Brix) éc‘:“nféym
RNAN 74120542 1299+070a 414+002a
REAN 7150792 13350882 3.99 % 0,08 ab
RNAE 731+085a 133740742 3.71+007c
REAE 736+£107a 12.95+0.67a 3.87+0,07 b

Quadro 3. Valores médios e desvio padrdo de parametros biométricos e fisico-
quimicosdos frutos a colheita e apds 5 meses de conservacdo. Letras diferentes na

mesma coluna indicam diferencas significativas entre modalidades, para um nivel de
significincia de 5 %.

Modalidade Peso (g) SST (Briv écl.&r:éllL)

enan  Colheita 15078 %33962 12.990,70a 4,140,022
T5 Meses 137,62+ 17,332 1329+049a 3,75 +0,24b

pan Colheita 14382521362 1335%088a 399%006a
T5 Meses 131,72+11,57b 1342+046a 3.88+0,13a

enap Colheita  12607%1949a 133740742 37120052
T5 Meses 12230+ 12,63a 133920452 3894023 a

pap  Colheita 12860+ 1683a 1295%067b 3870052
T5 Meses 137,68+ 18,03a 1332+029a 3,77+0,07a

FIGURAS
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Fig. 2. Indice de Thiault, indicador da qualidade gustativa dos frutos (médias e desvio
padrdo), e valores de referéncia para o periodo referente a colheita.

Fig. 1. Boxplot relativos a dureza dos frutos a colheita e apds 5 meses de conservacio
sujeitos a 3 métodos distintos: Atmosfera Controlada + 1-Metilciclopropeno,
Atmosfera Controlada Dinamica, Atmosfera Controlada Dinidmica + 1-
Metilciclopropeno. Os valores médios para cada modalidade estdo representados por
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Resumen

El cultivo del ciruelo japonés tiene un alto valor socioeconémico en Extremadura,
debido a su elevado volumen de produccion y exportacion. Entre las ciruelas de piel y
pulpa roja destacan los cultivares ‘Black Splendor’ (maduracion temprana) y ‘Prime
Time’ (maduracion media) y entre las de piel negra y pulpa amarilla estan ‘John W’
y ‘Angeleno’ (maduracion tardia). Existe un gran numero de publicaciones que
proponen al acido oxalico como un elicitor capaz de mejorar la calidad global de
distintos productos vegetales. El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la
aplicacion precosecha de distintas concentraciones de acido oxalico (2, 3 y 5 mM)
sobre la calidad fisicoquimica y el perfil de acidos organicos de los 4 cultivares de
ciruela citados anteriormente. Las aplicaciones se realizaron mediante pulverizacion
foliar en 3 momentos claves del crecimiento y desarrollo del fruto (endurecimiento del
hueso, cambio de color y 5 dias antes de la recoleccion comercial). Tras la recoleccion
comercial, se analiz6 el contenido en sélidos solubles (CSS), la acidez titulable (AT) y
el perfil de acidos organicos (malico, quinico, succinico, citrico, oxalico, tartarico y
fumarico) mediante HPLC-DAD. Se observo que la aplicacion de acido oxalico no
incremento el contenido endogeno del mismo, ni alterd el perfil de acidos organicos en
los 4 cultivares estudiados. Sin embargo, las ciruelas tratadas con acido oxalico
presentaron un mayor contenido en acidos malico y quinico, especialmente la
concentracion de 2 mM, aunque sin diferencias significativas (p>0,05). Por otro lado,
se observo un retraso de la maduracion (mayor AT y un menor CSS) en la fruta
tratada lo que permitié una ampliacion en la ventana de recoleccion.

Palabras clave: Prunus salicina Lindl., elicitor, s6lidos solubles, acidez, acidos orgédnicos

INTRODUCCION

Extremadura, con 6.764 hectéreas, es la primera region en cuanto a superficie de
ciruela japonesa (Prunus salicina Lindl.), lo que representa el 47 % del total de la superficie
nacional. La region lidera la produccion con 77.600 toneladas, de las cuales gran parte va
destinada a exportacion (MAPA., 2021). La campafia de ciruela en Extremadura se extiende
desde finales del mes de mayo hasta septiembre, encontrando ciruelas con diferentes
caracteristicas organolépticas. Entre los cultivares de piel y pulpa roja destacan ‘Black
Splendor’ (maduracion temprana) y ‘Prime Time’ (maduracion media) y en los de piel
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negra y pulpa amarilla se encuentran ‘John W’ y ‘Angeleno’ (maduracion tardia), siendo
todas ellas climatéricas, a excepcion de ‘Angeleno’ que es climatérica suprimida.

El pacto verde acordado por la Comision Europea esta impulsando el uso de elicitores y
biorreguladores con el fin de transformar el sector hortofruticola hacia una agricultura mas
sostenible y respetuosa con el medio ambiente. Los elicitores son moléculas que, a bajas
concentraciones, desencadenan los mecanismos de resistencia sistémica frente a estreses
bioticos y abioticos. También promueven las rutas metabolicas relacionadas con la
produccion de metabolitos secundarios en las plantas, induciendo cambios fisiologicos,
morfologicos y acumulacion de compuestos fitoquimicos (Viacava et al., 2018). El acido
oxalico es un acido organico que esta presente de forma natural en los tejidos vegetales y
estd considerado como elicitor. Se ha utilizado en aplicaciones postcosecha para reducir la
incidencia de podredumbres y dafios por frio en distintos tipos de fruta. En precosecha ha
sido aplicado en cerezas (Martinez-Espla et al. (2014); Cortés-Montana et al. (2020)) y en
ciruelas (Martinez-Espla et al (2019), observandose mejoras en la calidad y sistemas
antioxidantes del fruto tras un periodo de almacenamiento postcosecha. El consumo
elevado de acido oxalico puede producir deficiencias nutricionales, entre otros efectos,
debido a la capacidad que posee para unirse a minerales como el calcio, hierro, sodio,
potasio o magnesio (Caliskan 2000). Las personas sanas pueden consumir alimentos con
cantidades pequenias de acido oxalico sin que afecte a su salud, pero no es recomendable
para las propensas a sufrir calculos renales, gota o artritis.

El objetivo del ensayo fue estudiar el efecto de las aplicaciones precosecha de acido oxalico
(2, 3 y 5 mM) sobre el contenido en solidos solubles, acidez titulable y perfil de acidos
organicos, mas concretamente, sobre el contenido endégeno de 4cido oxalico en diferentes
cultivares de ciruelas producidos en Extremadura.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal y disefio experimental

El estudio se llevo a cabo en una finca comercial situada en las Vegas Altas del
Guadiana (Entrerrios, Badajoz, Espafia). Con la intencidon de cubrir la ventana comercial
de las ciruelas producidas en Extremadura, se seleccionaron cultivares tempranos, medios
y tardios, ademas de cultivares de piel y pulpa roja, y de piel negra y pulpa amarilla, asi
como ciruelas con diferente produccion de etileno (climatéricas y climatéricas suprimidas).
Se emplearon 3 arboles para cada concentracion de acido oxalico establecida (AO, 2,3y 5
mM)). Los resultados obtenidos fueron comparados con ciruelas procedentes de arboles
que no recibieron aplicaciones de AO (Control, CO). Los tratamientos se llevaron a cabo
al atardecer mediante pulverizacion foliar, en los tres momentos claves de desarrolloy
maduracion de los frutos (endurecimiento del hueso, cambio de color y cinco dias antes de
la recoleccion comercial). El dia de la recoleccion comercial, se cogié una muestra al azar
de 30 frutos por arbol (90 frutos por tratamiento) para la caracterizacion fisico-quimica en
el laboratorio.

Calidad estandar

Para la determinacion de la calidad estandar se cuantifico el contenido en solidos
solubles (CSS) y laacidez titulable (AT). Para cada cultivar y tratamiento se realizaron 3
homogenizados de fruta (n=3) a partir de los 30 frutos de cada arbol. CSS se cuantifico a
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20°C con un refractometro digital portatil PR-01 (Atago CO., LTD, Tokyo, Japan),
expresandose los resultados en °Brix. La AT fue medida a partir de 3 g de homogenizado
que fueron llevados a un volumen final de 60 mL con agua destilada. Para ello, se emple6
un valorador automatico T-50 Graphix (Mettler Toledo, Coslada, Madrid, Espafia), y una
disolucion 0,1 N de NaOH hasta pH 8,1. La AT se expreso6 en g de 4cido malico por 100 g
de peso fresco.

Perfil de acidos organicos

Para la identificacion y cuantificacion de los acidos organicos se utilizé un equipo
HPLC Agilent 1200 infinity con columna Rezex Organic Acid, ROA-Organic Acid H' de
300 x 7,8 mm (Phenomenex), acoplado a un detector Diodo Array. La longitud de onda
para la identificacion y cuantificacion fue de 210, 8 nm. Para la fase movil se utiliz6 agua
/ H2S04 0.005 N. El volumen de inyeccion fue de 10 pL y la velocidad de flujo fue de 0,5
mL/min. La temperatura de la columna se mantuvo a 55°C usando un horno de columna.

Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizd con el programa SPSS 25
(IBM Statistics, Chicago, IL, USA). Los resultados fueron sometidos a un analisis de la
varianza (ANOVA). En los casos en los que presentaron diferencias significativas, se
realizd el test Tukey, paracomparacion multiple de medias. Se empleé un nivel de
confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los valores medios de CSS y AT de los diferentes
cultivares de ciruela estudiados. Podemos observar que el CSS y el pH fue mayor en los
cultivares tardios, mientras que la AT mas elevada fue registrada en los més tempranos. Se
observo una mayor AT y un menor CSS en la fruta tratada, en los 4 cultivares de ciruela,
poniendo de manifiesto un ligero retraso de la maduracion. Si bien, no se encontraron
diferencias significativas (p=0,05) entre los tratamientos de acido oxalico (2,3 y 5 mM) y
el control. Nuestros resultados van en sintonia con los de Martinez-Espla et al. (2014) y
Martinez-Espla et al. (2018), quienes tampoco encontraron diferencias significativas a nivel
de los soélidos solubles totales y la acidez titulable entre las cerezas y ciruelas tratadas en
precosecha con acido oxalico y los controles. Asimismo, también observaron una tendencia
en el retraso de la maduracion de la fruta que fue tratada con acido oxalico.

Se identificaron y cuantificaron un total de 7 acidos organicos (malico, quinico, succinico,
citrico, oxalico, tartarico y fumarico). El perfil fue similar en todos los cultivares a
excepcion del cultivar tardio ‘Angeleno’, que también presentd acido tartdrico. La
presencia y concentracion de estos compuestos estd muy influenciado por el genotipo
(Usenik et al., 2008). No se encontraron diferencias significativas (p=0,05) en el contenido
en 4cidos organicos entre las ciruelas no tratadas (CO) y las tratadas con las concentraciones
2,3 y 5 mM de acido oxalico. (Figura 1). Los tres acidos organicos mayoritarios fueron el
malico, el quinico y el succinico, representando entre los tres mas de 97,5 % del total. El
cultivar ‘Black Splendor’ mostré el porcentaje més elevado de adcido malico con un 78,6
%, seguido por ‘John W’ con un 67,3%, ‘Prime Time’ un 63,2y ‘Angeleno’ conun 51,3%
en. Las ciruelas tratadas con acido oxalico mostraron un mayor contenido en malico y
quinico, especialmente aquellas en las que se empled la concentracion de 2 mM, aunque
sin diferencias significativas (p>0,05).
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El 4cido oxalico represent6 el 0,20 % en ‘Black Splendor’, 0,09 % en ‘Prime Time’, 0,14
% en ‘John W’y 0,24% en ‘Angeleno’. Debido a que no hubo diferencias significativas
en este acido entre la fruta tratada con acido oxalico y el control, se puede afirmar que la
utilizacion de este elicitor en precosecha es seguro, ya que en ningun caso hubo un
incremento del contenido enddgeno de este acido debido a las aplicaciones realizadas
durante el proceso de desarrollo y maduracion de los frutos.

CONCLUSIONES

El acido oxalico indujo un retraso de la maduracion de las ciruelas, manifestado por
una mayor AT y un menor CSS respecto al control. Las ciruelas tratadas con 4cido oxalico
presentaron un mayor contenido en acidos malico y quinico, especialmente la
concentracion de 2 mM, aunque sin diferencias significativas (p=0,05) con la fruta sin
tratar. La aplicacion por via foliar de 4dcido oxalico no increment6 el contenido endogeno
del mismo en los frutos, ni alter6 el perfil de dcidos organicos en ninguno de los 4 cultivares
de ciruela estudiados, haciendo seguro su implementacion entre las técnicas agricolas y
permitiendo ampliar la ventana comercial, especialmente de los cultivares tardios.
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Tabla 1. Valores medios + desviacion del contenido en solidos solubles (CSS) y acidez
titulable (AT) para los cultivares de ciruela estudiados.

‘Black Splendor’ ‘Prime Time’ ‘John W’  ‘Angeleno’

CSS (*Brix)* 9,90+1,85 11,31£1,44  14,83+1,55  15,45+0,82

AT (% Ac. Milico)* 1,85+0,05 1,44+0,07 1,55+0,10 0,82+0,09

*Valor medio de todos los tratamientos (control y acido oxélico 2, 3 y 5 mM) para cada cultivar de estudio.

Acidos mayoritarios Acidos minoritarios

99 3

5,60
14,49 14,75
14,14 20,40

21,14
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%

33
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Fig.1. Valores medios de acidos orgéanicos, expresados en porcentaje (%), para los
cultivares de ciruela estudiados. Malico (MAL), quinico (QUI), succinico (SUC), citrico
(CIT), oxalico (OXA), fumarico (FUM) y tartarico (TAR).
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Resumen

La naranja sanguina (Citrus sinensis L. Osbeck) esta incrementando su valor
en los mercados debido a que posee un alto contenido en compuestos bioactivos
beneficiosos para la salud, como el acido ascorbico, flavonoides y antocianinas, los
cuales son muy apreciados por los consumidores, cada vez mas conscientes de la
relacion entre alimentacion y salud. Esta naranja se diferencia de las demas
variedades por su color rojo, tanto en la piel como en la pulpa. Estos frutos se
recolectan, segun criterios comerciales, cuando alcanzan su tamafo y coloracion
caracteristica de la variedad. Sin embargo, en concreto para la variedad ‘Sanguinelli’
es frecuente que en muchos frutos la coloracion externa deseada no llegue a
desarrollarse totalmente y estos frutos no se pueden vender como naranjas sanguinas
para consumo en fresco y se destinan a la industria de zumo, a un precio mucho mas
bajo. No obstante, es necesario determinar si la maduracion interna del fruto, incluido
el contenido en antocianinas del zumo, se corresponde con el color externo. Por ello,
en este trabajo se recolectaron frutos en distinto estado de maduracion a lo largo del
desarrollo del fruto en el arbol, en los que se analizé la evolucion de los parametros
de maduracion externos (peso, diametro, color, firmeza y contenido de los pigmentos
presentes en la piel del fruto) y los internos (sélidos solubles totales, acidez total, color
y contenido de antocianinas del zumo). Los resultados mostraron que el tamafio y el
color externo no son indices totalmente fiables para determinar el estado de
maduracion del fruto, ya que el contenido de antocianinas totales del zumo, o el color
interno, no muestran una buena correlacion con el color externo. Es decir, frutos que
no podrian venderse como sanguinas, de acuerdo con su aspecto externo, si que tienen
un contenido de antocianinas elevado y viceversa.

Palabras clave: Citrus sinensis L., color, azicares, antocianinas.

INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas la produccion de naranja sanguina (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) en Espafia ha disminuido, destindndose tradicionalmente su cultivo a la industria
del zumo. No obstante, la alta cantidad de compuestos bioactivos beneficiosos para la salud
presentes en el fruto ha derivado en un incremento reciente de la demanda entre los
consumidores del fruto fresco (Castillo et al., 2014; Morales et al., 2019). Las antocianinas,
caracterizadas por poseer una alta capacidad antioxidante, son el principal compuesto
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encargado de otorgarle a la naranja sanguina su caracteristico color rojo, tanto en la piel
como en la pulpay el zumo. La cantidad de estos pigmentos en el fruto dependera de varios
factores, tales como el cultivo, la madurez del fruto, la region y/o el clima (Legua et al.,
2022). Concretamente, la variedad ‘Sanguinelli’ es la mas comun en Espafia, y esta
caracterizada por poseer una leve pigmentacion en el zumo (Castillo et al., 2014).

El objetivo del presente trabajo ha sido estudiar la evolucion en el arbol de ocho
estados de maduracion de la naranja sanguina, variedad ‘Sanguinelli’. Para ello, se han
evaluado distintos pardmetros de maduracion fisico-quimicos del fruto, siendo la primera
vez que se busca caracterizar los cambios de maduracion externa e interna en el ciclo de
maduracion de esta variedad.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y disefio experimental

El estudio se realizo en arboles de naranja sanguina (Citrus sinensis L. Osbeck),
variedad ‘Sanguinelli’, situados en una finca comercial de Algorfa (Alicante, Espafia). Se
evaluaron un total de ocho estados de maduracion (E1, E2, E3, E4, ES, E6, E7 y ES)
recolectados durante los meses de diciembre de 2021 y febrero de 2022. Los frutos se
clasificaron en funcion de la presencia de color verde/rojo externo, siendo el E1 el fruto
mas verde y el E8 el fruto mas rojo y, por tanto, el mas inmaduro y maduro de forma
externa, respectivamente. Una vez recolectados, los frutos se llevaron al laboratorio donde
se analizaron distintos parametros de maduracion.

Determinaciones analiticas

En primer lugar, se midi6 el diametro (mm) de cada fruto utilizando el pie de rey
digital Mitutoyo de 150 mm. Posteriormente, se pesaron los estados de maduracion con la
balanza Radwag Serie WTC 2000, expresandose el peso en gramos (g). La firmeza se
evalu6 individualmente con el texturometro TX-XT2i, aplicando una fuerza (N) encargada
de causar una deformacion (mm) del 5 % en el didmetro del fruto. El analisis del color
externo se llevo a cabo con el colorimetro CRC200 Minolta Camera Co, expresando los
resultados en angulo hue (° hue).

Posteriormente, se procedié al analisis destructivo donde los frutos se cortaron en
dos mitades. De una de las secciones internas, se midio el color interno (° hue) con el
colorimetro Minolta. A continuacion, se exprimieron ambas mitades con un exprimidor
semiautomatico, con el que se obtuvo un zumo homogéneo que fue filtrado con pafios de
tela. Empleando el refractometro digital Atago PR-101, se midi6 por duplicado el contenido
en solidos solubles totales (SST) del zumo. Ademas, se determino la acidez total (AT) con
el valorizador automatico 785 DMP Titrino, Metrohm, diluyendo 1 mL del zumo en 25 mL
de agua destilada, y realizando una titulacion con 0,1 N de NaOH hasta pH 8,10. El indice
de maduracion (IM) se calculd como el ratio de SST y AT.

Para el analisis del contenido de clorofilas en piel se adapt6 el procedimiento de
Kao et al. (2011). Por otro lado, el contenido de antocianinas, tanto de la piel como del
zumo, fue cuantificado segin el protocolo establecido por Serrano et al. (2005). Finalmente,
se procedio a la extraccion de carotenoides en piel siguiendo el procedimiento descrito por
Al-Idee et al. (2020).
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Analisis estadistico

Se empled el test de Tukey HSD para un nivel de significancia de p < 0,05 entre los
ocho estados de maduracion en aquellos pardmetros que se analizaron por duplicado. El
analisis estadistico se realiz6 con el paquete de software SPSS v. 17,0 para Windows.
Ademas, se realizaron correlaciones entre los pardmetros de maduracion externa del fruto
(firmeza y color externo) y el contenido de antocianinas totales del zumo, asi como dicho
contenido con los pardmetros de maduracion interna (solidos solubles totales).

RESULTADOS Y DISCUSION

El estado mas inmaduro externamente (E1) fue el que obtuvo un menor peso, siendo
el E5 el que mayor peso presentd (Tabla 1). Esto esta relacionado con los resultados de
diametro, donde el E1 y el E5 fueron los estados que mostraron un menor y un mayor
diametro, respectivamente (Tabla 1). Por otro lado, la firmeza no mostr6 una tendencia de
evolucion clara a lo largo de los estados de maduracion estudiados (Tabla 1). Respecto a
los parametros internos, el contenido en SST produce un incremento significativo entre los
estados E1 y E2, aunque se estabiliza a partir del E4. Por otro lado, el ES mostr6 un
contenido de AT significativamente superior al resto de los estados evaluados (Tabla 1).
Dichos resultados establecen que los estados mas maduros externamente (E7 y E8) son los
estados con un mayor IM, mientras que el estado mas inmaduro (E1) es el que presenta el
menor IM (Tabla 1).

El proceso de maduracion externa del fruto se caracteriza por un cambio en la
pigmentacion de la piel de la naranja sanguina, estando determinado por cambios en el
contenido de clorofilas, carotenoides y antocianinas (Habibi et al., 2020). La Tabla 1
muestra que el E8 fue el estado con una tonalidad externa mas rojiza, caracterizada por un
menor ° hue, mientras que el E1 present6 un ° hue significativamente superior. De hecho,
el nivel de antocianinas en zumo y piel fue significativamente superior en los estados mas
maduros externamente (E7 y ES8), lo que explicaria el incremento del color rojo observado
en la piel (Habibi et al., 2020). La cuantificacion de clorofilas estableci6 que el estado mas
inmaduro externamente (E1) fue el que presentd un contenido de clorofilas totales
significativamente mayor al resto de estados, mientras que a partir del ES no se detectaron
(Tabla 1). Por otro lado, el contenido de carotenoides de la piel incrementa de forma
significativa conforme avanza la maduracion externa del fruto, alcanzandose su valor
maximo en el E6, aunque en los estados mas coloreados (E7 y E8) vuelve a disminuir
(Tabla 1), como se ha observado en trabajos anteriores (Lado et al., 2019). Finalmente, no
existe una correlacion entre el color interno y el color externo en la naranja sanguina, pues
aquellos frutos con mayor color rojizo externo no tenian por qué también serlo de forma
interna (R?2=0,114).

CONCLUSIONES

En conclusion, el contenido de pigmentos en piel y pulpa o zumo varia en la naranja
sanguina en funcion del estado de maduracion en el que se encuentre el fruto. No obstante,
los parametros de maduracioén externa que han sido estudiados evolucionaron de forma
independiente a los parametros internos, lo cual podria ser de interés a nivel comercial ya
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que naranjas sanguinas que no adquieren una tonalidad externa rojiza, si que tienen un
contenido de antocianinas en pulpa y/o zumo elevado, y viceversa.
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TABLAS

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos de maduracion externa e interna y contenido de pigmentos en ocho estados de maduracion de naranja
sanguina, variedad ‘Sanguinelli’.!

Parametros El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8
Peso (g) 97,2 106,82 172.,4 182,71 214,6 162,52 155,53 124,59
Didmetro (mm) 56,29 57,2 66,82 67,24 71,68 68,12 64,56 59,60
Firmeza (N mm') 12,68 7,91 8,89 9,82 10,84 8,71 11,97 8,08
Color externo (*hue) 109,88 +2,348 76,85+ 0,021 67,18+ 0,04° 64,610,150  5834+0,12¢  52,46+2,07" 3555+3,74* 30,51 + 3,932
Color interno Chue) 86,65+ 1,42¢ 77,24 +0,34%  61,19+2,958 67,74+ 1,39®  8448+373¢  91,62+0,39" 74,14+240° 59,07+ 2,63
SST (g 100 g™ 430+0,100  9,40+0,01"  10,05+0,05¢ 11,10£0,01¢  11,15+0,05  11,00+0,01¢ 11,50 +0,01¢ 11,40+ 0,01
AT (g 100 gV 1,920,017  1,56+0,01¢ 1,620,014  1,71+0,01¢  231+001"  220+001% 128+0,01* 147+0,01"
M 432+0,05  6,64+001f 577+003¢  648+0,01¢  482+003>  499+001¢  898+0,01"  7,78+0,01¢
Anto(crljgl?gg egr_‘l)zumo 0,026 +0,01*  1,05+0,01¢ 1,48+0,01¢  232+0,01f 1,78+0,01¢  0,65+0,01®  3,29+0,01"  321+0,028
Am‘zfrznllggsg‘??)plel 0,97+0,01*  2,05+003>  2,99+0,08  292+0,12°  677+0,140  894+047¢ 17,81 +0231 26,22+ 1,18¢
Clorofilas enpiel 5y 514 g700 §34811.78° 6037196 36,63 + 0,60 i i i i
(mg 100 g™)
Ca“zfg’llggsg‘??)plel 20,60+ 1,68* 84,71+ 1,85 317,05+ 1,68¢ 223,65+ 1,26° 482,73 +22,798 524,79+ 1,26" 358,0+4,82f 129,27 +5,70¢

'Las letras muestran diferencias significativas entre los estados de maduracion para p < 0,05. El simbolo - equivale a la ausencia de contenido

para el pigmento cuantificado.

161



Efecto de los tratamientos de limoneros con acido y-aminobutirico en
el rendimiento del cultivo y en la calidad del fruto

Fatima Badiche El Hilali!, Alberto Carridon-Antoli', José Manuel Lorente?, Juan M.
Valverde!, Fabian Guillén', Daniel Valero'

! Dept. Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Miguel Hernandez, Ctra. Beniel, km
3,2. 03312, Orihuela, Alicante. fbadiche@umbh.es

2 Dept. Biologia Aplicada, Universidad Miguel Hernandez, Ctra. Beniel, km 3,2. 03312,
Orihuela, Alicante

El acido y-aminobutirico (GABA), es un aminoacido no proteico de cuatro
carbonos, con diferentes funciones en el metabolismo de las plantas, como
sefializacion, modulacion del crecimiento y el desarrollo, regulacion del pH e
induccion de tolerancia al estrés. Actualmente el GABA esta adquiriendo un
interés creciente, aplicado en pre-cosecha o post-cosecha, por sus efectos
retrasando la senescencia y aumentando la tolerancia al estrés por frio o chilling
injury en muchos frutos. En este experimento se trataron limoneros (Citrus lemon
L.) de las variedades Fino y Verna, mediante spray foliar, con GABA (a
concentraciones de 10 mM, 50 mM y 100 mM) en una finca comercial de Orihuela
(Alicante). Los tratamientos se aplicaron mensualmente, realizandose el primer
tratamiento en agosto y el ultimo en noviembre (4 dias antes de la recoleccion) en
el caso de la variedad Fino y de febrero a mayo en la variedad Verna. Los limones
Fino se recolectaron en estado de maduracion comercial verde en noviembre de
2020 y amarillo en febrero de 2021 y los de la variedad Verna en estado verde en
mayo de 2021 y en estado amarillo en junio de 2021. Se analizé el efecto de los
tratamientos sobre la produccion total de los arboles y en cada fecha de recoleccion
y sobre los parametros de calidad de los frutos, como tamafio, color o firmeza. Los
resultados mostraron que tanto en la primera como en la segunda recoleccion los
arboles tratados con GABA obtuvieron una mayor produccion que los arboles que
no habian sido tratados. Este estudio permitira determinar si el acido vy-
aminobutirico podria ser una herramienta eficaz para incrementar la calidad de
estos frutos, lo que seria muy interesante, ya que se trata de un compuesto natural
sin efectos perjudiciales para el medio ambiente y una alternativa a los productos
quimicos comunmente empleados.

Palabras Clave: GABA, precosecha, Citrus lemon L. Fino, Verna, rendimiento, color

INTRODUCCION

La produccion mundial de limon ha aumentado destacablemente en la ultima década.
Con respecto al balance de la campafia 2020/2021, las ultimas estimaciones sitian
finalmente la produccioén de citricos en 7,045 millones de toneladas, un 12,6 % por
encima de la 2019/20 y un 6,2 % superior a la media de las cinco precedentes, y se sitlia
como la cuarta cosecha mas alta, segin las estadisticas del MAPA. Espafa lider6 el
mercado de limon en 2020/2021 con un volumen de producciéon de 1.290.000 toneladas
(MAPA 2021) Los cultivares mas extendidos en esta region son los autoctonos “Fino” y
“Verna”.
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Se trata de un fruto muy apreciado por su composicion, rica en compuestos fendlicos y
otros nutrientes con actividad antioxidante y efectos beneficiosos para la salud. Sin
embargo, es susceptible de padecer desordenes fisioldgicos, bioquimicos y patoldgicos
(Ma et al., 2019) por lo que buscamos tratamientos naturales para evitar estas pérdidas
de calidad.

El GABA es un aminoacido no proteinogénico de cuatro carbonos ubicuo que se
encuentra tanto en eucariotas como en procariotas. En las plantas, el GABA se encontro
por primera vez hace mas de 70 afios. A partir de entonces, su papel fisiologico ha sido
ampliamente estudiado y, hasta la fecha, se ha confirmado no solo como metabolito,
sino también como molécula sefial en las plantas (Li Li. et al., 2021). Su versatilidad
funcional incluye responder a factores de estrés abidtico y bidtico, mantener el
equilibrio de carbono/nitrégeno (C/N) y regular el desarrollo de la planta.

Se aplica ampliamente para reducir el dafo por frio y el dafo oxidativo y para inducir
resistencia a los patogenos (Shang et al., 2011; Yu et al., 2014). Solimani-Aghdam et al.
2016 informo de que el tratamiento exégeno con GABA mantuvo la firmeza y aument6
la capacidad antioxidante.

Por lo tanto, el presente experimento tuvo como objetivo evaluar los efectos del
tratamiento con GABA durante el desarrollo del limén en el arbol en el proceso de
maduracion, asi como en la evolucion del rendimiento y las propiedades de calidad,
utilizando el cultivar “Fino” y “Verna”.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo durante el periodo de otono-invierno de 2020 para la
variedad Fino y durante el periodo de primavera-verano de 2021 para la variedad Verna,
en una finca comercial, bajo practicas agrondmicas estandar para el cultivo de limon.

Se aplicaron 4 tratamientos con GABA (Sigma Aldrich, Madrid, Espafa) a
concentraciones 10, 50 y 100 mM a intervalos de 30 dias aproximadamente. Las
soluciones se rociaron por via foliar con un pulverizador manual. Los frutos se
cosecharon en la fase de maduracion comercial por lo que se realizaron varias
recolecciones. Se determind la produccion total (Kg arbol™! y ntimero de frutos arbol) asi
como el peso de los frutos y el destrio. Otros frutos se trasladaron al laboratorio donde
se clasificaron y se evaluaron parametros de calidad tales como firmeza utilizando un
analizador de textura TX-XT21i, acoplado a una placa de acero aplicando una fuerza del
5% de deformacién, pérdidas de peso, color externo (colorimetro CR-400, Minolta
Camera Co., Tokio, Japon), acidez total (mediante la valoracion de 0,5 mL de zumo con
NaOH 0,1mM hasta pH 8,1 utilizando un valorador automatico) y solidos solubles
totales (SST), utilizando un refractometro digital.

163



RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar, durante la recoleccion se evalud la produccion de los arboles. Las
recolecciones se realizaron cuando los frutos alcanzaron el criterio comercial
establecido por la empresa. Dado que la maduracion de los frutos en el arbol no es
homogénea deben realizarse varias recolecciones. Se evaluaron tanto los frutos
comerciales como lo que no eran comerciales o destrio.

En la tabla 1, que representa los datos de la variedad Fino, podemos observar como en
la primera recoleccion no existen diferencias significativas entre los arboles tratados y el
control. Sin embargo, en la segunda recoleccion, que se realizd dos meses después de la
primera, podemos observar que los arboles tratados presentan mayor numero de
kg/arbol que el control, destacando el tratamiento GABA 100 mM que obtuvo 1934 +
14,75 kg/arbol. En cuanto al destrio, también observamos que es inferior en los arboles
tratados con respecto al control. Si observamos el total de la produccion, los arboles que
habian sido tratados con las distintas concentraciones de GABA produjeron casi un 12%
mas de kg/arbol que el control y a su vez, el destrio fue un 36% menor con respecto al
control.

A continuacion, en la tabla 2, se representan los datos de la variedad Verna. En la
primera recoleccion no hubo diferencias significativas entre los arboles tratados y los
controles, aunque observamos un ligero aumento de la produccion en los arboles
tratados con GABA 10 mM En la segunda recoleccion, podemos observar que los
arboles tratados con GABA 50 mM presentan la mayor produccion en kg/arbol. Si
observamos la produccion total, los arboles tratados con GABA 10 y 50 mM son los
que presentan mayor produccién con respecto al control. En cuanto al destrio, no
observamos que los arboles tratados con GABA obtengan mejores resultados que el
control.

La diferencia en la produccion en kg/arbol se debe a que los arboles tratados con GABA
tenian mayor numero de frutos por arbol que los controles. Esto es debido al efecto del
GABA que disminuye la abscision, reforzando la zona de union entre el fruto y el arbol.
Asi, que en los arboles tratados con GABA encontramos mas frutos que en los arboles
control. Como observamos en la tabla 1, el mayor namero de frutos por arbol se obtuvo
con el tratamiento con GABA 100 mM en el caso de la variedad Fino, alcanzando un
total de 1125 frutos/arbol, mientras el control solo alcanzé los 914 frutos/arbol. Sin
embargo, en la variedad Verna fue la concentracion de GABA 50 Mm la que obtuvo
mayor numero de frutos con respecto al control.

Posteriormente, se analizaron algunos pardmetros de calidad el mismo dia de la
recoleccion (los resultados se muestran en las tablas 3 y 4) Tanto en la variedad Fino
como en la variedad Verna no existen diferencias significativas en practicamente
ninguno de los pardmetros evaluados. La excepcion se presenta en la variedad Verna,
donde observamos como, tanto en la primera como en la segunda recoleccion, los frutos
tratados con GABA obtuvieron mayor firmeza (Tabla 4) que los frutos control.
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CONCLUSION

La aplicacion de GABA como tratamiento de precosecha demostré un efecto
significativo en la mejora la produccién en los limones Fino y Verna, obteniéndose los
resultados mas significativos para el GABA a 100 mM en el caso de la variedad Fino y
GABA 10 y 50 mM en el caso de la variedad Verna. Ademas, estos tratamientos con
GABA no ejercieron ningun efecto negativo sobre los atributos de calidad del limén,
como TSS, TA y firmeza, mejorando esta tltima en el caso de la variedad Verna. En el
futuro, el efecto del GABA en los parametros de calidad durante el almacenamiento a
bajas temperaturas y el papel en los compuestos bioactivos y las enzimas antioxidantes
requiere una mayor investigacion.
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TABLAS

Tabla 1. Efecto en la producciéon, nimero de frutos por arbol y destrio de los
tratamientos con GABA a concentraciones de 10, 50 y 100 mM en limén Fino, en dos
periodos de recoleccion. Los datos son la media = ES

Produccién (Kg/arbol) Produccion (N° de frutos/ arbol) Destrio (Kg/arbol)

1* Rec. 2% Rec. Total 1* Rec. 2% Rec. Total 1* Rec. 2% Rec. Total
Control | 84,19 167,7 251,89 3313+ 661,1 £ 992.4 1,9 37,12 39,11

+10,4a +10,08a | +2048a |304a 473 a +1122a | £0,25a +4,47 a +4,72 a
GABA 85,02 197,62 282,64 3282+ 903,6 £ 1231,8+ | 3,32+ 28,85 32,17
10 mM +8,95a +3,73b +12,68b | 284 a 4240 107 b 0,35b +2,6b +295b
GABA 78,49 173,59 252,08 296,8 + 7717,7 10743+ |25 23,68 26,18
50 mM +11,58a | £13,7b +2528a | 31,2b +223¢ 74,1 a +0,37b +2,39b +2,76 b
GABA 87,11 193,4 280,51 337 903,5 1245,5 3,3 21,8 25,1
100mM | +£9,63a +14,75b | £24,38b | £24,1a +482a +108 b +0,37b +1,76 b +2,13b

Tabla 2. Efecto en la produccion, nimero de frutos por arbol y destrio de los
tratamientos con GABA a concentraciones de 10, 50 y 100 mM en limén Verna, en dos
periodos de recoleccion. Los datos son la media + ES

Produccién (Kg/arbol) Produccion (N° de frutos/ arbol) Destrio (Kg/arbol)

1* Rec. 2% Rec. Total 1* Rec. 2* Rec. Total 1* Rec. 2% Rec. Total
Control | 92,21 63,56 176,14 445,67+ | 407,17 1081,83 8,03 4,52 17,81

+16,73a | £5,14a +439a 77,63 a 34,17 a +55,99a |+£1,69a +0,93a +1,88a
GABA 120,57 71,27 204,05 582 458 + 1222,17 8,71 + 5,68 20,84
10 mM +222a +3,75a +10,52b | £93,54a | 28,02a +77,77b | 1,65a +1,27 a +1,77 a
GABA 99,12 97,05 215,21 475,67+ | 622,83 1314,5+ | 9,48 6,68 30,73
50 mM +691a +12,69b | £1522b | 33,38a +81,85b |99,79b +1,54a +0,85a +4,89b
GABA 84,65 72,85 178,04 441,17+ | 471,17 1128,33 £ | 6,68 5,77 18,85
100mM | +£13,16a | +8,73a +13,72a | 71,01 a +59,36a | 100,68a | £1,28a +1,5a +2,43 a
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Tabla 3. Atributos de calidad (firmeza, tasa de respiracion y acidez total) de limon Fino
procedentes de arboles tratados con GABA a concentraciones de 10, 50 y 100 mM y

control el dia 0 en las dos recolecciones. Los datos son la media + ES

Firmeza (N/mm) Tasa de respiracion (mg/ kg*h) Acidez total (%)
1* Rec. 2 Rec. 1* Rec. 2% Rec. 1* Rec. 2% Rec.
Control 14,93 9,65 13,89 11,53 6,07 5,45
+042a +0,32a +0,76 a +0,14a +0,2a +0,04 a
GABA 14,08 9,18 11,98 9,18 6,39 5,3
10 mM +0,5a +0,23 a +0,22a +0,23 a +0,03a +0,05a
GABA 13,46 9,42 12,37 9,42 5,87 5,07
50 mM +0,45a +0,15a +0,16a +0,15a +0,05a +0,04 a
GABA 14,94 9,34 13,19 9,34 6,12 5,6
100mM | +£042a +0,4a +0,34 a +0,4a +0,04 a +0,08 a

Tabla 4. Atributos de calidad (firmeza, solidos solubles totales y acidez total) de limon
Verna procedentes de arboles tratados con GABA a concentraciones de 10, 50 y 100

mM vy control el dia 0 en las dos recolecciones. Los datos son la media + ES

Firmeza (N/mm) SST (°Brix) Acidez total (%)
1* Rec. 2% Rec. 1* Rec. 2% Rec. 1* Rec. 2% Rec.
Control 13,18 9,96 6,11 5,93 6,07 5,45
+03a +031a +0,04 a +0,03a +0,2a +0,04 a
GABA 14,6 13,31 6,18 5,88 6,39 5,3
10 mM +0,4b +0,36b +0,03a +0,04 a +0,03a +0,05a
GABA 15,06 14,31 6,08 5,88 5,87 5,07
50 mM +0,46 b +0,35b + 0,06 a +0,05a +0,05a +0,04 a
GABA 14,65 14,62 6,13 5,8 6,12 5,6
100mM | £0,52b +0,72b +0,02 a +0,2a +0,04 a +0,08 a
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Resumen

La higuera, perteneciente al género Ficus, es un cultivo caracteristico del area
mediterranea. A nivel nacional, Extremadura es la primera comunidad auténoma en
superficie y produccion de higos con 7.034 hectareas y una produccion anual de 37.382
toneladas (MAPA, 2020). Los higos pueden ser consumidos en fresco, seco y/o
elaborados. Los higos secos tienen la peculiaridad que, por sus nutrientes y
caracteristicas fisico-quimicas, son susceptibles de alteracion por el crecimiento de
mohos. Ademas, determinadas especies de mohos bajo condiciones favorables pueden
producir micotoxinas, las cuales suponen un riesgo para la salud. Por ello, el objetivo
de este trabajo fue la evaluacion de la micobiota a lo largo de los diferentes estados de
maduracion por los que pasa el higo a lo largo de su secado al sol en las variedades
Calabacita y Cuello Dama Blanco. Los recuentos de mohos oscilaron entre no
detectado (nd) y 3,07 log ufc/g y los de levadura entre nd y 3,89 log ufc/g durante la
maduracion del higo. En la variedad ‘Calabacita’, la poblacion de mohos estaba
dominada por especies del género Cladosporium spp. (41,17%) y Penicillium spp.
(38,24%), mientras que en la variedad Cuello Dama Blanco fueron igualmente
Cladosporium spp. (47,61%) y Alternaria spp. (28,57%). A lo largo de la maduracion
se observé que la micobiota varié en ambas variedades. Asi, los géneros Penicillum
spp. Y Cladosporium spp. Fueron los mayoritarios al inicio de la maduracion,
mientras que en los géneros Alternaria spp. Y Aspergillus spp. predominaron en los
estados intermedios. Por tanto, la implementacion de estrategias antifiingicas en esta
fase intermedia del desarrollo del fruto se hace necesaria para prevenir la presencia
de micotoxinas en el producto final.

Palabras clave: Ficus carica L., higo seco, maduracién, mohos, micotoxinas

INTRODUCCION

La higuera (Ficus Carica L.) es una especie cultivada principalmente en los paises
mediterraneos, ya que esta bien adaptada a las altas temperaturas y a regimenes de agua
bajos. Ademas, es un cultivo econdémicamente importante en la zona del Mediterraneo.
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Espaia, es el primer pais productor de higos en la Uniéon Europea con 59.900 t. De esta
produccion, el 62,41% se cultiva en Extremadura (MAPA, 2020). Los higos pueden ser
consumidos tanto en fresco como en seco y/o elaborado. En Extremadura, el higo se
destinada principalmente a la produccion de higo seco, siendo las principales variedades
cultivadas ‘Calabacita’, ‘Cuello Dama Blanco’ y ‘Picholetera’.

Tradicionalmente, el cultivo de la higuera en Extremadura se ha desarrollado en
secano con amplios marcos de plantaciones. El fruto una vez seco, cae al suelo y se
recolecta de forma manual del mismo cada 10 dias, aproximadamente. Esto hace que los
higos secos sean muy vulnerables al desarrollo de mohos filamentosos. Algunos de ellos
pueden ser toxigénicos y si las condiciones son favorables para su crecimiento pueden
producir micotoxinas, las cuales suponen un riesgo para la salud de los consumidores. Entre
ellas, destacan por su toxicidad e incidencia en este producto las aflatoxinas (AFs) y
ocratoxina A (OTA). Sin embargo, estudios previos han indicado que la contaminacion de
los higos secos con mohos toxigénicos comienza durante el secado al sol en el arbol,
durante las etapas de desarrollo de los frutos (Gilbert and Senyuva, 2008). Por ello, el
objetivo de este trabajo fue la evaluacion de la micobiota a lo largo de los diferentes estados
de maduracién por los que pasa el higo en el arbol hasta su secado al sol en las variedades
Calabacita y Cuello Dama Blanco.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Las muestras de higo a lo largo de la maduracion fueron tomadas a partir de arboles
de 8 afos de edad de las variedades Calabacita y Cuello Dama Blanco localizados en una
finca experimental en la “Finca La Orden-Valdesequera” (Guadajira, Badajoz),
perteneciente al Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de Extremadura
(CICYTEX). Las higueras en esta finca estaban bajo condiciones de regadio (3000- 3500
m°>/ha entre junio y septiembre). Se establecieron un total de 8 estados de maduracion para
la variedad Calabacita, siendo H1 el estado inicial (5-8 cm) hasta H8 (higo seco) y 5 estados
de maduracion para la variedad Cuello Dama Blanco, siendo H1 (16-20 cm) hasta HS (higo
seco). Se realizaron dos tomas de muestras en cada variedad y en cada toma de muestra se
recogieron 15 frutos de cada estado de maduracion. El andlisis estadistico se realiz6 con el
programa SPSS para Windows, 25.0.

Recuentos microbiologicos y aislamiento de cepas

Diez gramos de cada muestra fueron tomados de forma aséptica en bolsas estériles
y se homogeneizaron con 90 mL de agua de peptona estéril. Posteriormente, se prepararon
diluciones decimales seriadas con agua de peptona y 0,1 mL de cada dilucion se sembro en
Agar de Patata Dextrosa (PDA) acidificado a pH 3,5 con una solucién estéril de acido
tartarico al 10% (p/v). Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 5 dias. Después de la
incubacion, se contaron las colonias de mohos, y los resultados se expresaron como log
ufc/g.

Seguidamente, se aislaron al azar tres colonias de moho de las diluciones mas altas
en placas de PDA vy se realizaron pases hasta obtener cultivos puros. Las esporas fueron
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recogidas con una solucion de Tween 80 al 0,05% (p/v) y almacenadas a -80°C en una
solucion de glicerol (50% v/v) hasta su utilizacion.

Identificacion y caracterizacion de los aislamientos

Los aislados de mohos fueron sembradas en agar PDA e incubados a 25°C durante
4 dias. Posteriormente, se extrajo el ADN gendmico de cada aislado de moho con el kit
“Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit” de Zymo siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los aislados fueron identificados a nivel de género mediante la amplificacion
por PCR del espaciador transcrito interno ITS1/ITS2-5.8 S rDNA utilizando los cebadores
ITS1 e ITS4 y posterior secuenciados. Las secuencias obtenidas se compararon con la base
de datos GenBank usando el software BLAST algorithm. La identificacion de los aislados
a nivel de género fue determinada sobre el porcentaje de méxima similitud.

RESULTADOS Y DISCUSION
Recuentos de mohos

En la Figura 1 se muestra la evolucion a lo largo de los diferentes estados de
maduracion de los recuentos de mohos en las variedades Calabacita y Cuello Dama Blanco.
Los recuentos oscilaron entre no detectado (nd) y 3,07 log ufc/g en las dos variedades
analizadas a lo largo de los diferentes estados de maduracion. En la variedad ‘Calabacita’
se observo un incremento significativo (p>0,05) en los recuentos de mohos en el estado HS.
Los resultados obtenidos fueron similares a los mostrados por Villalobos et al. (2018) en
higos secos de estas mismas variedades secados de forma natural al sol.

Identificacion de los aislamientos

La incidencia de los diferentes géneros de mohos identificados en los higos secos
en ‘Calabacita’ y ‘Cuello Dama Blanco’ se muestra en la Figura 2. En general, el género
mayoritario en las dos variedades estudiadas fue Cladosporium, con 41,18% de los
aislamientos identificados en ‘Calabacita’ y 47,62% en ‘Cuello Dama Blanco’. Otros
géneros de mohos identifcados en niveles importantes fueron Penicillium spp. y Alernaria
spp. Concretamente, Penicillium spp. (38,24%) y Alernaria spp. (11,76%) en ‘Calabacita,
mientras que en ‘Cuello Dama Blanco’ la dinamica fue a la inversa con Alternaria spp.
(28,57%) y Penicillium spp. (14,28%) (Fig. 2). Ademas, destacar que, la incidencia del
género Aspergillus fue baja, 5,88% en la variedad Calabacita y 4,76% en ‘Cuello Dama
Blanco’ de los aislamientos identificados. Sin embargo, debido al potencial toxigénico de
algunas especies de este género, su presencia se considera uno de los mayores problemas
asociado a la infeccion por mohos en los higos secos (Ait Mimoune et al., 2018).

En la Tabla 1 se presentan las identificaciones de los mohos obtenidas en los
diferentes estados de maduracion establecidos en ‘Calabacita’ y ‘Cuello Dama Blanco’. La
diversidad de los géneros fue mayor en los estados H1, H2 y H5 en ‘Calabacita’ y en el H4
en ‘Cuello Dama Blanco’. En cuanto a la distribucion de los géneros identificados, en los
estados iniciales y finales predominaron los géneros Penicillium spp. y Cladosporium spp.
mientras que en los estados H3, H4 y H5 predominan mohos toxigénicos como Alternaria
spp. y Aspergillus spp (Tabla 1). Buchanan, Sommer y Fortlage (1975) informaron que los
frutos verdes son mads resistentes a la colonizacion por Aspergillus, pero que al madurar
pierden su resistencia. La mayoria de los géneros encontrados en los distintos estados de
maduracidn contienen especies potencialmente toxigénicas. Heperkan (2006) reportd que
la micobiota mas comun que se encuentra colonizando los higos secos son Aspergillus
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section Nigri, Aspergillus section Flavi, Fusarium spp. y Penicillium spp. Una
identificacion mas especifica a nivel de especie de los aislados obtenidos, utilizando
marcadores genéticos como la B-tubulina y la calmodulina, podria contribuir a aclarar el
riesgo de contaminacién con especies toxigénicas en el higo seco a lo largo de su
maduracion en el arbol.

CONCLUSIONES

El desarrollo fungico puede observarse en el higo a lo largo de su proceso de
maduracion. Se encontr6 que la poblacién fungica dominante fue Cladosporium spp.,
Penicillium spp., Alternaria spp. y Aspergillus spp. conteniendo alguno de estos géneros
especies productoras de micotoxinas. Por tanto, la implementacion de estrategias
antifungicas en esta fase intermedia del desarrollo del fruto se hace necesaria para controlar
la presencia de micotoxinas en el producto final.
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TABLAS

Tabla 1. Identificacion de mohos a nivel de género a lo largo de los diferentes estados de
maduracion en las variedades Calabacita y Cuello Dama Blanco.

H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 HS8
Cladosporium Cladosporium Cladosporium Cladosporium Cladosporium Penicillium Cladosporium
Penicillium  Penicillium Alternaria Aspergillus  Penicillium - Penicillium

Eiicoccum Alternaria Asieriillus

Paraphoma  Cladosporium Cladosporium Cladosporium Cladosporium
Penicillium  Penicillium Alternaria Alternaria
Aspergillus
Penicillium
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Fig. 1. Evolucion de los recuentos de mohos a lo largo de los diferentes estados de
maduracion en las variedades Calabacita (C) y Cuello Dama Blanco (CDB). ®®Indican
diferencias significativas (p<0,05) dentro de una misma variedad entre los diferentes
estados de maduracion.
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Fig. 2. Prevalencia de los mohos en los higos durante todas las etapas de maduracién en las
variedades Calabacita (C) y Cuello Dama Blanco (CDB).
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Resumen

En esta conferencia se va a exponer los ultimos avances llevados a cabo a través de
tratamientos precosecha y su impacto en la calidad de frutas en el momento de la
cosecha y durante su almacenamiento post-recoleccion, con especial énfasis de los
compuestos bioactivos con actividad antioxidante. Dentro de los tratamientos,
considerados innovadores y de caracter natural, se estudiaran la melatonina y el
acido y-aminobutirico. Entre las frutas que se han utilizado estos elicitores se
estudiaran los efectos en cereza, granada y limon. En todos los casos se ha
comprobado un aumento del rendimiento de los cultivos, asi como un mayor
contenido de compuestos bioactivos. Durante el almacenamiento, los parametros de
calidad y los compuestos fitoquimicos se mantienen durante el almacenamiento en
refrigeracion, un retraso del proceso de maduracion poscosecha de estos frutos no
climatéricos, y una extension de la vida util. Finalmente, se discutira el efecto de
algunas variables tales como momento de aplicacion, dosis aplicada y nimero de
tratamientos. Mediante esta conferencia se va a exponer los principales resultados
obtenidos del Proyecto Retos RTI2018-09966-B-100 del Ministerio de Ciencia e
Innovacion.

Palabras clave: Antocianinas, Fenoles, Antioxidantes, Calidad, Elicitores

INTRODUCCION

Las plantas se encuentran en su habitat natural sometidas a diferentes tipos de
estrés tanto bidticos (hongos, bacterias y virus) como abidticos (radiacion ultravioleta,
salinidad, altas y bajas temperaturas, ozono y sequia), lo que afecta a la produccion del
cultivo. Las plantas no son testigos pasivos frente a la avalancha continua de estos
estreses, y al igual que otros organismos, se defienden mediante la activacion de varios
mecanismos (Savvides et al., 2016). Investigaciones recientes han demostrado un proceso
de sefiales de tipo quimico que actuan como sensores de estrés e inductores de sefiales de
estrés en plantas. Este proceso se puede obtener mediante la aplicacion de elicitores, que
son compuestos de bajo peso molecular que imitan a un estimulo de estrés abiotico u otros
factores bidticos. Sobre la base de su origen, hay dos grupos distintos: elicitores bioticos
abioticos. En este trabajo se presentan resultados de elicitores de naturaleza quimica, pero
de origen natural, como melatonina y el 4cido y-aminobutirico (GABA). Los elicitores
aplicados en precosecha inducen cambios morfologicos, fisioldgicos y bioquimicos (Zhu
et al., 2016) que pueden afectar a la produccion y calidad de frutos (Drobek et al., 2019),
asi como modular los compuestos bioactivos con actividad antioxidante (Baenas et al.,
2014), e incluso modificaciones genéticas (Awan et al., 2017).
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MELATONINA

En la actualidad, los consumidores demandan alimentos mas sanos, a la vez que
frescos, seguros y duraderos. Las ultimas décadas han sido testigos de un tremendo
crecimiento en el uso de elicitores en la agricultura, por lo que el Consejo Europeo de la
Industria de los Bioestimulantes, y con el objetivo de un marco legal para la
comercializacion de estos productos, los definié como “Sustancia(s) que contiene(n) y/o
microorganismos cuya funcion cuando se aplica a las plantas para estimular los procesos
naturales para mejorar/beneficiar la absorcion de nutrientes, la eficiencia de nutrientes,
tolerancia al estrés abiotico y la calidad del cultivo” (EBIC, 2012).

La melatonina puede ser considerada como una hormona vegetal que ha ganado
mucha atencion en los tltimos afios y reconocida como un bioestimulador frente al estrés
de la planta, si bien esta fitohormona no esta atin autorizada, si bien puede influir en otras
hormonas vegetales (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014; 2018).

Nuestro grupo, fue pionero en aplicar melatonina como tratamiento precosecha en
granada (Garcia-Pastor et al., 2017). Melatonina a 0,1 mM increment6 la produccion y el
peso de los frutos, asi como el contenido de azucares y los compuestos bioactivos en el
momento de la recoleccion. El siguiente afio se repitio el tratamiento y las granadas se
almacenaron durante 3 meses, y se observo que la granada tratada con melatonina 0,1
mM mantuvo atributos de calidad mas altos que, como la acidez, sélidos solubles, firmeza
y un mejor control de la pérdida de peso (Medina-Santamarina et al., 2021a). Ademas, la
melatonina estimul6 la sintesis de antocianinas en los arilos, por lo que incremento el
color interno de la granada ‘Mollar de Elche’. Por lo que respecta al contenido de
compuestos bioactivos, el tratamiento con melatonina conllevo a un aumento de fenoles
totales, antocianinas totales y actividad antioxidante total en el momento de la recoleccion
y durante el almacenamiento postcosecha (Lorente-Mento et al., 2021). Resultados
similares se han obtenido en uva de mesa durante la maduracién en el arbol, donde las
uvas tratadas con melatonina mostraron mayor uniformidad del color y mayor peso, cuyo
mecanismo de accion podria deberse a través de su interaccion con ABA vy etileno (Pérez-
Llorca et al., 2019).

En cereza, la aplicacion de melatonina a dosis de 0,1, 0,3, y 0,5 mM a variedades
de ‘Prime Giant’ y ‘Sweet Heart’ tuvo unos efectos positivos en cuanto a la reduccion de
las pérdidas de peso, acidez y firmeza. Ademas, las concentraciones de fenoles totales y
antocianinas fueron mas altas en la fruta tratada, asi como la actividad de los enzimas
antioxidantes catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y peroxidasa (POD) y
alargando la vida util (Carrion-Antoli et al., 2022). Las especies reactivas de oxigeno
(ROS) se reconocieron inicialmente como subproductos toéxicos del metabolismo
aerébico. En los ultimos afios, se ha hecho evidente que las ROS desempefian un
importante papel de sefalizacion en las plantas, controlando procesos como el
crecimiento, el desarrollo y, especialmente, la respuesta a estimulos ambientales bioticos
y abioticos. Para asegurar la supervivencia, las plantas han desarrollado una maquinaria
antioxidante eficiente que tiene dos brazos, (1) componentes enzimaticos como
superoxido dismutasa (SOD), CAT y APX. (2) antioxidantes no enzimaticos como el
acido ascorbico (AA), compuestos fenodlicos, flavonoides y carotenoides (Das y
Roychoudhury, 2014). Por tanto, la melatonina es capaz de estimular ambos sistemas
antioxidantes en cereza, los cuales son capaces de mantener la calidad durante mas
tiempo, incrementando los sistemas antioxidantes en el momento de la cosecha y tras el
almacenamiento.
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En albaricoque, el tratamiento con melatonina a variedades de 'Colorado' y
'Mikado', aument6 de los parametros de calidad en la cosecha, como el peso del fruto, la
firmeza, y el rendimiento del cultivo. Durante el almacenamiento a la temperatura de 8 y
1 °C (temperatura de dafos por frio) se comprobo que la evolucion de los pardmetros
responsables de la reduccion de la calidad de la fruta, tales como pérdida de peso, firmeza,
y pérdidas de acidez, se retrasaron en los frutos tratados, Ademads, se redujeron los
sintomas de dafio por frio debido a la reduccion de la produccion de etileno encontrada
en los frutos tratados (Medina-Santamarina et al., 2021b). En melocotén, se ha
demostrado que la melatonina confiere tolerancia al frio durante el almacenamiento a baja
temperatura, lo que parece estar relacionado principalmente con su actividad antioxidante
(Cao et al., 2018), el aumento de la respuesta sistémica de defensa (Cao et al., 2016) y el
aumento de la sintesis de poliaminas en tomate (Aghdam et al., 2019).

Como concusion, se puede afirmar que se han obtenido efectos muy positivos para
mantener la calidad de los frutos no climatéricos como granada y cereza, y frutos
climatéricos como albaricoque. No obstante, los efectos de la melatonina dependen de la
dosis aplicada, y por tanto se necesitan mas investigacion para comprender mejor el papel
de la melatonina en el control del desarrollo del fruto. Resulta interesante comprobar
cémo en melocotdn tratado con melatonina produjo una mayor cantidad de acido -
aminobutirico (GABA) a través del aumento de la enzima glutamato descarboxilasa y
expresion de genes de poliamino oxidasa, relacionada con el metabolismo de las
poliaminas (Cao et al., 2018)

ACIDO Y- AMINOBUTIRICO (GABA)

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es un aminoacido no proteinico de 4 carbonos
que se encuentra de forma natural tanto en plantas como en animales. Existen también
otros isomeros como el acido a-aminobutirico (AABA), también conocido como
homoalanina, y el 4&cido -aminobutirico (BABA) que también tienen un papel fisiologico
en animales (AABA), mientras que el BABA es una molécula natural en las plantas
(Oketch-Rabah eet al., 2021). El GABA se encuentra naturalmente en pequefias
concentraciones en muchas frutas y hortalizas, y se acumula bajo varias condiciones de
estrés abidtico jugando un papel fisioldgico como equilibrio redox, osmoproteccion,
ajuste osmotico y funciones antioxidantes, entre otras (Signorelli et al., 2021).

En humanos, es bien sabido que el GABA tiene multiples propiedades promotoras
de la salud, ya que juega un papel como neurotransmisor inhibidor de la corteza neuronal
que actiia sobre el sistema nervioso central, pero también se considera un compuesto
bioactivo en alimentos con diferentes funciones, como antiinflamatorio, antidiabético,
antihipertensivo y anticancerigeno (Jain y Ghodke, 2021).

La aplicacion precosecha de GABA en limén se estudio por primera en limén.
Para ello, se utilizaron 3 dosis (10, 50 y 100 mM) a limo6n ‘Fino’ durante 2 campafias
consecutivas (2019 y 2020). Se evaluad el papel de GABA sobre el crecimiento y
rendimiento de frutos (kg arbol™! y ntimero de frutos arbol™!) y los atributos de calidad del
limo6n al momento de la cosecha. El limén ‘Fino’ generalmente se cosecha en diferentes
etapas de madurez para cumplir con los requisitos del mercado, y lo normal con 2 fechas,
una en noviembre y otra en febrero. El tamano y el color de la fruta son dos de las
principales caracteristicas que determinan cuando se debe recolectar la fruta. Durante el
otofio, a medida que la temperatura comienza a descender (por debajo de los 13 °C), el
fruto comienza a cambiar de color debido a la descomposicion de la clorofila y la
aparicion del color amarillo de la piel, cuyos principales pigmentos son los carotenoides,
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mientras que en la segunda cosecha el fruto estd completamente amarillo. Los
tratamientos con GABA en limonero fueron muy efectivos para mejorar el rendimiento
del cultivo, determinado tanto por la produccion (kg arbol™") como por el nimero de frutos
arbol-1 para las 2 temporadas y las 2 fechas de cosecha, siendo el efecto mayor luego de
la aplicacion de GABA a 100 mM (Badiche et al., 2022). El contenido de s6lidos solubles,
la acidez y la firmeza no se vio afectado por los tratamientos con GABA. Como
conclusién, en este trabajo se ha demostrado la eficacia del GABA como elicitor para
incrementar la produccion y mantener la calidad del limén ‘Fino’. En el futuro, el efecto
de GABA en otros cultivares de limon, como 'Verna', y el papel en los compuestos
bioactivos y las enzimas antioxidantes requieren mas investigacion.
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Resumen

La granada es un fruto estacional, de elevada calidad y en concreto, la variedad
‘Mollar de Elche’ es muy apreciada por los consumidores por su dulce sabor, baja
acidez y agradable aroma. Sin embargo, los agricultores tienden a adelantar la fecha
de recoleccion, ya que la fruta temprana alcanza mayores precios en el mercado,
aunque en detrimento de la calidad. El objetivo de este trabajo fue determinar si la
fecha de recoleccion a lo largo de la campaiia, influye en los parametros de calidad
organoléptica, nutritiva y funcional de la granada ‘Mollar de Elche’, lo que nos
permitiria dar recomendaciones al sector hortofruticola al respecto. Las granadas se
recolectaron en una finca comercial de Albatera (Alicante), en estado de maduracion
comercial, segin color externo y tamaio, el 30 de septiembre, 15 y 24 de octubre de
2019yel 6y 21 de octubre de 2020. Se analizaron parametros de calidad organoléptica
(tamaiio, color externo e interno, solidos solubles y acidez), nutritiva (contenido en
acidos y azicares) y funcional (polifenoles y antocianinas). Los resultados muestran
que el nimero de frutos fue menor en el afio 2019 con respecto al afio 2020, ademas el
peso de éstos es mayor en la 1? recoleccion en comparacion a las otras recolecciones.
Los valores de firmeza y solidos solubles totales fueron ligeramente superiores en el
afio 2020 aunque no se observaron diferencias entre las diferentes fechas de
recoleccion en ambos afios. Sin embargo, el color de la corteza externa y de los arilos
si que aumenté de forma significativa en el parametro a* entre las diferentes
recolecciones debido a un aumento de la concentracion de antocianinas, siendo este
aumento mas significativo en el afio 2020 con respecto al 2019. Este aumento también
se vio reflejado en el contenido de polifenoles totales.
Palabras clave: Punica granatum L, acidez, firmeza, azicares, antocianinas

INTRODUCCION

La granada (Punica granatum L.) es una especie originaria de Iran y el norte de la
India y que desde hace cientos de afos se ha extendido y cultivado por toda la region del
Mediterraneo. El color de los arilos, el contenido de azlcares y acidos organicos, asi como
su aspecto externo son los principales atributos de calidad de esta fruta. Ademas, numerosos
estudios cientificos han demostrado que su consumo tiene efectos beneficiosos para la
salud, destacando su contenido en antocianinas y otros compuestos fenolicos (Pirzadeh et
al., 2021). La granada ‘Mollar de Elche’ es el cultivar mas cultivado en Espaia ya que es
muy apreciado por los consumidores debido a su alta concentracion de azlcares y baja
acidez (Fernandes et al., 2017). Larecoleccion de la granada se realiza normalmente cuando
el fruto alcanza el estado optimo de comercializacion. Dado que la composicion quimica
se modifica durante la maduracion en el arbol, es importante determinar el momento 6ptimo
de recoleccion. Si la recoleccion se realiza demasiado pronto son frutos son de baja calidad
porque ain no han desarrollado su color, aroma y sabor caracteristico y si se realiza
demasiado tarde se obtienen frutos de elevada calidad, aunque su deterioro después de la
recoleccion es mas rapido y disminuyen las posibilidades de conservacion. Durante la
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maduracion de la granada se produce una acumulacion de azucares y una disminucion de
la acidez en los arilos (Kulkarni et al., 2005). Por otro lado, el color de los arilos aumenta
debido a la acumulacion de antocianinas, pigmentos responsables de su color rosado-rojo-
granate (Miguel et al., 2004). Por lo tanto, el objetivo principal del presente trabajo fue
determinar cudl seria el momento dptimo de recoleccidon para obtener frutos de maxima
calidad organoléptica (color de la corteza y de los arilos, firmeza, acidez y °Brix) y
funcional (contenido total de polifenoles y antocianinas) en un estudio realizado en los afios
2019y 2020.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Para este estudio se utilizaron arboles de granado (Punica granatum L.) en una
parcela comercial situada en Elche (Alicante) durante los afios 2019 y 2020. Las granadas
fueron recolectadas segun necesidades comerciales de la empresa y cuando alcanzaron los
estandares de calidad establecidos (mas de 350 g de peso y mas de 13 °Brix de solidos
solubles totales). En el afio 2019 se realizaron 3 recolecciones: 30 de septiembre y 15y 24
de octubre. Y en el afio 2020 se realizados 2 recolecciones: 6 y 21 de octubre. Las diferentes
fechas de recoleccion de los frutos se debe a que la produccion de granada en el arbol es
heterogénea, es decir, unas granadas maduran antes que otras. Un total de 15 frutos se
tomaron al azar en cada recoleccion y se trasladaron de forma inmediata al laboratorio
donde se analizaron los siguientes pardmetros de maduracion.

Métodos analiticos

El peso de los frutos se determind mediante una bascula digital cuyo resultado fue
expresado en gramos y son la media = ES. El contenido de sélidos solubles totales (SST)
se midio, por duplicado, en el zumo obtenido al exprimir 100 gramos de arilos con una tela
doble de algodon utilizando un refractometro digital (Atago PR-101, Atago Co. Ltd., Tokio,
Japén) a 20 °C. Los resultados se expresaron como g.100 g™ en peso fresco y son la media
+ ES. La acidez total (AT) se midi6 por duplicado en el mismo zumo, utilizando 1 mL de
zumo diluido en 25 mL de agua destilada, el cual se valoré con NaOH 0,1N hasta un pH
8,1en un valorador automatico (785 DMP Tritino, Metrhom) y los resultados se expresaron
como g equivalentes de acido malico 100 g*! en peso fresco y son la media + ES. El color
de la corteza externa y de los arilos de la granada se determiné utilizando un colorimetro
Minolta (CRC200 Minolta Camera Co., Tokio, Japon) y fue expresado en a*. La firmeza
se midio individualmente en cada fruto, utilizando un analizador de textura TX-XT2i
(Stable mycrosystems, Godalming, Reino Unido), que aplic6 una fuerza para lograr una
deformacion del 5% del didmetro del fruto. Los resultados se expresaron como la relacion
entre la fuerza aplicada y la distancia recorrida (N.mm™) y son la media + ES. Las
antocianinas y polifenoles totales se analizaron mediante el método descrito por Lorente-
Mento et al., (2021). Los resultados se expresaron como mL.100 mL! para las antocianinas
y mg.100 g'! para los polifenoles y son la media + ES. Los analisis estadisticos se realizaron
con el software SPSS, version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Los datos se sometieron
a un analisis de la varianza (ANOVA), las medias se compararon mediante pruebas t de
Student y las diferencias se consideraron significativas a p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
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El nimero de frutos totales recolectados en el ano 2019 fue estadisticamente
superior (p<0,005) con respecto al afio 2020, presentando en el 1" afio un total de 215 frutos
y 125 frutos en el 2° afio (Tabla 1). En cuanto al peso de los frutos, la 1* recoleccion del
afio 2019 presentd valores superiores con respecto a la 2* y 3* recoleccion (Tabla 1). Lo
mismo ocurri6 en el afio 2020. Ello es debido a que el tamafio es un criterio fundamental
(junto con el color de la corteza) para decidir qué fruto se recolecta o no. Ademas, es
interesante sefalar que el peso de las granadas de la tercera o segunda recoleccion en 2019
y 2020, respectivamente, fue menor que el de las recolecciones anteriores. Esto indica, que
aunque los frutos se dejen en el arbol mas tiempo, su crecimiento ya no aumenta. En cuanto
a la firmeza, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes fechas de recoleccion en ninguno de los dos afios. Relativo al color de la corteza
externa, en la 1* y 2% recoleccion del afio 2019 no se apreciaron diferencias significativas
entre ambas fechas de recoleccion, sin embargo, la 3 recoleccion present6 un valor superior
del parametro a* (14,84) con respecto a la 1* y 2% recoleccion, presentando diferencias
estadisticamente significativas. Por otro lado, en el afio 2020 se observaron diferencias
entre la 1* y 2% recoleccion, con valores del parametro a* de 11,5 y 15,5, respectivamente
(Tabla 1). En cuanto al color de los arilos, la 1* recoleccion del afio 2019 presentd valores
inferiores del pardmetro a* en comparacion con la 2* y 3? recoleccion. Ademads, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos tltimas recolecciones.
Sin embargo, el afio 2020 si se observaron diferencias en el color de los arilos entre las dos
recolecciones (Tabla 1). La acidez disminuy6 ligeramente entre las diferentes fechas de
recoleccion, sin embargo, el contenido de sélidos solubles totales no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes fechas de recoleccion, presentando
valores comprendidos entre 15 y 16 °Brix (datos no mostrados). El contenido de
antocianinas totales aument6 desde la primera a la Gltima recoleccion en ambos afios y fue
significativamente mayor en 2020 que en 2019 (25 y 15 g 100 mL™"), respectivamente.
Finalmente, el contenido de polifenoles totales también fue superior en el 2° afio con
respecto al 1" afio, con valores de 65y 55 g.100 g-!, respectivamente (datos no mostrados).
Destacar que la concentracion de antocianinas en la ultima recoleccion, que son los frutos
mas maduros era de 16,43 mL.100 mL"! en el 2019 y de 25,79 mL.100 mL! en €1 2020. Y
este mayor contenido de antocianinas se puede relacionar con las temperaturas maximas y
minimas que se registraron en octubre del afio 2020 con respecto a octubre del afio 2019,
que fueron de 26,2 y 26,1 °C de T* maximay 10,9y 13,2 °C de T* minima, respectivamente.
Todos estos cambios indican la evolucion del proceso de maduracion de la granada en el
arbol, es decir, disminuye la acidez y aumenta el color debido a la sintesis de las
antocianinas (Pareek et al., 2015; Kulkarni et al., 2005). Ademas, teniendo en cuenta que
las antocianinas aumentan desde la primera hasta la ultima recoleccion, y que son
compuestos con actividad antioxidante y que ejercen beneficiosos para la salud (Doostkam
et al., 2020; Pirzadeh et al., 2021), seria recomendable recolectar las granadas en un estado
de maduracion avanzado para garantizar su contenido en estos compuestos bioactivos.

CONCLUSIONES

La granada, debido a su aspecto atractivo y a sus caracteristicas organolépticas y
funcionales, posee un elevado potencial para conquistar nuevos mercados. Sin embargo,
una recoleccion temprana da lugar a frutos de mayor tamafio pero con una menor coloracion
y por tanto, menos atractivos para los consumidores que demandan granadas con una
coloracion intensa de los arilos. Ademads, tendrian una baja concentracion de compuestos
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bioactivos con propiedades antioxidantes como son los fenoles, incluidas las antocianinas.
Por tanto, se recomienda recolectar las granadas en un estado mas avanzado de maduracion,
aunque seria necesario desarrollar tecnologias, pre- o post-cosecha, para mantener su
calidad organoléptica y funcional y aumentar su periodo de conservacion.
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Tabla 1. Parametros de produccion y fisioldgicos de las granadas en el momento de la
cosecha y analizadas a 20 °C. Afios 2019 y 2020.
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Aifio 2019 Afio 2020
Recolecciones Recolecciones

Parametro 1? 22 32 1? 2
N° frutos/arbol ~ 16,8343,10°  122,50+16,50> 77,33+16,37¢ 63,10£7,36°  64,30+7.87°
Peso frutos (g)  425+12,63*  353+33,32° 343+16,58 441+12,492 37746,24°
Firmeza 30,76£0,96°  31,22+1,40°  29,36+1,44° 33,3141,08°  32,57+0,98°
(N.mm™)
(Cail)or COMICZA 1] 4440.43* 12,78+0,91*  14,84+0,80" 11,51£0,77*  15,56+0,77°
Color arilos (a*) 8+0,56° 10,95+0,50  12,15+0,80° 9,95+ 0,54*  12,55+0,44°
Antocianias

+0,192 +0,36° +0,43b +0,692 +1,42b
(mL100mLYy SS019%  16:036 16,43+0,43 22,2140,69°  25,79+1,42

Los datos son la media = SE. Diferentes letras minusculas presentan diferencias
significativas (p < 0,05) entre recolecciones para cada afio.
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Estudio de dafios por frio en dos variedades nuevas de granada en el sudeste
Espaiiol.
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Resumen

La introduccion de nuevas variedades tempranas ha llevado al estudio de su
comportamiento durante la conservacion, de dos variedades de granadas rojas como
Purple Queen® y Smith la primera se caracteriza por su baja acidez (0,37+ 001%) y
la segunda por su acidez (2,20+0.04%). Para ello se han almacenado a dos
temperaturas, 2°C y a 12°C durante 75 dias, empezé a detectarse un deterioro por
dafio por frio (2°C) en las dos variedades estudiadas en el periodo de un mes, siendo
este dafio muy superior para la variedad Smith con claros dafos superficiales.
Ademas a esta temperatura se produjo perdidas de antocianinas, pero
produciéndose un aumento en los frutos conservados a 12°C. Las pérdidas de peso
fueron menores para la Purple Queen®. No existiendo diferencias significativas en la
variacion de otros componentes como son la acidez y azucares.

Palabras clave: Calidad, dafos por frio, conservacion, temperatura

INTRODUCCION

En el sudeste espafol el cultivo mayoritario de granada es de la variedad Mollar
de Elche, y su produccion se centra en el mes de Octubre principalmente, por lo que
algunos productores esta introduccion variedades de granadas rojas mas tempranas que
comienzan a finales de Agosto y principios de Septiembre, como medida de adelantar la
comercializacion de estos frutos como son “Purple Queen” de sabor dulce y pifion
semitierno y la variedad “Smith” se caracteriza por ser mas acida y su indice de madurez
es agrio, (Tozzia et al., 2020). Dependiendo de las variedades, después de la recoleccion
se pueden producir una serie de alteraciones durante el almacenamiento y sobre todo en la
conservacion larga en el tiempo, produciéndose una pérdida de calidad debido a dafios
mecanicos, dafios por frio o “Chilling Injury” y podredumbre por algun tipo de
microorganismos como Alternaria o Penicilium, Kader AA (2006). En este trabajo se
estudio el comportamiento de estas dos variedades introducidas en el mercado, en dos
condiciones de temperatura 2°C y 12°C durante la conservacion y su efecto en la calidad
del fruto.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon granadas (Punica granatum L cv.) “Purple Queen” (PQ) y “Smith”
(Sm) de una finca situada en el término de Albatera. Se recolectaron con las
caracteristicas para su comercializacion a primeros de septiembre. Una vez recolectada se
conservaron durante 75 dias en dos condiciones de temperatura 2 °C y 85% HR, y a 12
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°C, 90% HR, mas 2 dias a 20 °C de “Self-life”. El disefio experimental consistio en la
elaboracion de lotes homogéneos, de 5 granadas cada uno, para cada muestreo de 15 dias
se realizaron 2 lotes por variedad y muestreo. Para la evaluacion del efecto de la
conservacion en las granadas, se determinaron las pérdidas de peso, tasa de respiracion y
pardmetros fisico quimicos como son: color CieL*a*b*, textura, solidos solubles totales
(SST) y acidez total (AT) y Antocianos totales, segun Garcia-Pastor et al., (2020a) y
dafos por frio o “Chilling Injury” (CI) externamente e internamente y ademas se
determiné la fuga de electrolitos “lon Leakage” (IL) (Garcia-Pastor et al., 2020b). Los
resultados son la media + ES de los datos obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 podemos ver el efecto de la conservacion de estas dos variedades
durante el almacenamiento hasta los 75 dias. Se observd, que durante la conservacion la
variedad Smith se produjo las mayores pérdidas de peso y en concreto las conservadas a
2°C, con una diferencia de un 3-5%, mayor de pérdidas que la Purple Queen para las dos
temperaturas de conservacion. En cuanto a la firmeza la variedad PQ en el momento de la
recoleccion (31,79+£1,48 N-mm-1) fue superior al inicio y durante todo el periodo de
conservacion con respecto a la variedad Smith (22,34+0,9 N-mm™") donde se observo una
menor firmeza y ablandamiento del fruto llegando a valores de 8-9 N-mm™ en el ultimo
muestreo. Para los parametros de SST no se vieron diferencias significativas durante el
almacenamiento para una misma variedad, como se esperaba por ser frutos climatéricos,
Kader, (2006), pero si se observaron diferencias entre las dos variedades, se vio que para
PQ fue de 13,5+0,15 °Brix y superior para Sm 15,4+0,03. Con respecto a la acidez (AT)
para cada una de las variedades se produjo un descenso durante la conservacion, pasando
en PQ de 0,37+0,01 a 0,28 y en Sm al inicio de 2,2+0,4 a 1,53 a los 75 dias de
conservacion, siendo esta acidez unas 6 veces superior a la obtenida en PQ.

Con respecto a la evolucion del color (Tabla 1) podemos apreciar una ligera
disminucién del indice Hue* de la piel en la variedad PQ, pero la mayor disminucion fue
en los arilos de los frutos conservados a 12°C, donde se produjo un mayor oscurecimiento
de estos. Mientras que en la variedad Sm no existieron diferencias durante el periodo de
conservacion.

Con respecto al CI se observaron dafios en los frutos almacenados a 2°C mientras
que los almacenados a 12°C no presentaron dafios significativos durante este periodo de
conservacion. En la Fig. 1.A se aprecian los mayores dafios por frio tanto externos como
internos de la corteza (CI) en la variedad Sm a partir de las dos semanas de conservacion
(CI=2,5), mientras que estos niveles de dafios en la variedad PQ se alcanzaron a partir de
las 8 semanas de conservacion (CI = 2,3), este mismo efecto ocurri6 en la parte interna de
la corteza. Estos dafios observados en la piel de las granadas estan relacionados con el
estudio de la fuga de electrolitos de la corteza (IL) donde su efecto se ve incrementado
con el descenso de temperatura, como se puede ver en la Fig. 1.B, para las dos variedades
se aprecia una mayor fuga de electrolitos (IL) durante la conservacion a 2°C, estas fugas
son debido a los dafios producidos en las membranas celulares, con cambios en la
composicion de fosfolipidos de acidos grasos (Lurie et, at. 1987), donde a partir de los 15
dias esta fuga fue mayor para la variedad Sm alcanzando valores del 82,5% a los 60 dias
de conservacion frente al 65% de la variedad PQ.
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Si tenemos en cuenta la evolucion de los antocianinos totales Fig. 2, en el
momento de la recoleccion la variedad Sm presenta mayor cantidad de antocianinos en el
zumo (128,343,4 mg-L-1), mientras que la PQ es de 89,7+1,1 mg-L-1, observandose un
aumento durante la conservacion a temperaturas de 12°C, el aumento en PQ llega a
equipararse a las antocianinas de la Sm en el momento de la recoleccion, efectos similares
de aumento de antocianos ocurre en granada “Mollar de Elche” a 10°C Garcia-Pastor et al
2020a,mientras que a temperaturas bajas se mantienen o sufren una ligera disminucion de
antocianos.

CONCLUSIONES

De las dos variedades de granada tempranas estudiadas, las granadas “Smith” son
las que mayor dafos por frio y ablandamiento del fruto se produce a las primeras semanas
de conservacion, mientras que la “Purple Queen” es la que mantiene mejor los parametros
de calidad hasta los 60 dias de conservacion, con una menor pérdida de peso y menores
dafios por frio, mantenimiento o aumentando los antocianos totales a las distintas
temperaturas de conservacion.
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TABLAS

Tabla 1.- Propiedades Fisico-quimicas de los frutos de granadas “Purple Queen” y

“Smith” conservadas a 2°C y 12°C +2 dias a 20°C durante 75 dias, (media + ES).

Purple Queen Smith
20 | 12°C 20C | 12°C
Pérdida de Dia 0 0 0
peso Dia 75 | 22,2+0,50 | 14,63£0,96 | 25,59+0,7 | 19,41+1,44
Firmeza Dia 0 31,79+1,48 22,34+0,9
Dia 75 | 16,24+0,98 | 11,40+0,48 | 8,37+0,53 | 9,30+0,45
. Dia 0 13,5+0,15 15,4+0,03
SSTOBIX) 7075 [ 13.6320,02 | 13,5320,02 | 15,0320,08 | 15,0720,02
AT Dia 0 0,37+0,01 2,2+0,4
(2100 g") | Dia75 | 0,28+0,01 | 031+0,01 | 1,53+0,06 | 1,59+0,01
Hue* externo |- 2120 30,19+0,85 25,04+0,40
Dia 75 | 29,81£2,04 | 26,8+2,85 | 24,52+1,11 | 23,52+1,41
Hue* interno 2120 32,82+1,47 27,99+0,52
Dia 75 | 31,48+1,86 | 24,52+1,11 | 2561=1,69 | 24,39+0,94
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Figura 1.- A) Evolucion de dafios por frio “Chilling Injury” (CI) (externos e internos en la
piel) y B) fuga de electrolitos “lon Leakage” (IL), de granadas “Purple Queen” y
“Smith” almacenadas durante 75 dias. Los datos son la media + ES (n=10).
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Figura 2.- Evolucion de Antocianos totales en zumo de granadda, de las variedades
“Purple Queen” y “Smith” almacenadas durante 75 dias + 2 dias a 20 °C. Los datos
son la media + ES (n=10).
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Resumen

Adelantar el inicio de la recoleccion del limén es un aspecto clave para que los
productores puedan conseguir la maxima rentabilidad de sus cultivos. En este
sentido, se utilizan unos portainjertos, variedades y técnicas agronémicas que
buscan conseguir los calibres demandados por los mercados y consumidores en el
menor tiempo posible. Este procedimiento tiene un efecto sobre el desarrollo del
fruto en el arbol, que en post- cosecha, se traslada a su vida 1til. En este trabajo se
han seleccionado dos parcelas; una estrategia intensiva de riego y fertilizacion al
inicio de campafia encaminada a recolectar la mayor cantidad de frutos lo antes
posible, y otra, en la que no se realiza esta aplicacionintensiva, por lo que se reduce
el riego y fertilizantes aplicados. Se seleccion6 el limon de la variedad ‘Fino’
injertada sobre Citrus macrophylla. y se analizaron los parametros de calidad
fisico-quimica en el momento de la recoleccion y durante 35 dias a 10 °C. Cada7 dias
se les midieron las pérdidas de peso, firmeza, sélidos solubles totales y acidez
titulable. Al mismo tiempo, estos resultados se completaron con el color y la
incidencia de podredumbres. Los resultados mostraron unas menores pérdidas de
peso y tasa de respiracion en los limones de la parcela tratamiento, siendo la
firmeza, solidos solubles totales y acidez titulable también superiores a los limones
de la parcela control. Finalmente, la produccion de etileno e incidencia de
podredumbres fue mayor en los frutos recolectados en la parcela control. Por lo
tanto, aplicar estrategias excesivamente agresivas para adelantar el inicio de la
campafia de recoleccion del limon afectaria negativamente a la calidad de los
frutos, lo que incrementaria la aparicion de podredumbres durante el
almacenamiento refrigerado y con ello las reclamaciones por parte de los clientes.

Palabras clave: Limon, Pérdidas de peso, Firmeza, Podredumbres, Calidad.

INTROCUCCION

El limon (Citrus limon L. Burm.f) es uno de los frutos con mas superficie cultivada
del mundo, siendo el tercer citrico mas importante en produccion con 8,5 millones de
toneladas en la campaiia 2018, s6lo por detrds de naranjas y mandarinas (FAO, 2018).
Ademas, el limon es muy apreciado por consumidores de todo el mundo debido a su sabor
unico, alto valor nutricional y compuestos bioactivos. En Espafia las principales
variedades cultivas son la ‘Fino’ y la ‘Verna’, cuya produccion se inicia a finales de
septiembre y finaliza a mediados de julio del afio siguiente. Por lo tanto, la industria
dedicada a la comercializacion de limén en Espafia depende de las importaciones durante
aproximadamente dos meses al afio. Esta situacion junto a la necesidad de limones de
mayor calidad y el aumento de los precios a principios de campafia hace que adelantar el
inicio de la recoleccion sea un objetivo fundamental para la mayor parte de productores.
Asi, los agricultores disefian sus plantaciones con variedades tempranas, siendo la ‘Fino’
injertada sobre el patron Citrus macrophylla 1a mayoritaria en Espafia. Ademas, se aplican
unas estrategias de riego y fertilizacién que promueven el incremento de tamafio del fruto,

189


mailto:vserna@umh.es

lo que tiene un efecto sobre la calidad final de los frutos (Romero et al., 2006). El agua
es un recurso fundamental para el manejo de los cultivos, y cuando es aplicada en grandes
cantidades puede acelerar el engorde del fruto. Sin embargo, la acumulacién de agua en
los frutos puede reducir el contenido en solidos solubles totales, acidos orgénicos y
compuestos fenolicos (Di Matteo et al., 2021). El exceso de humedad también puede
incrementar la incidencia de podredumbres y afectar a la sostenibilidad de la plantacion,
ya que el agua es un recurso limitado. La nutricion de la planta también se modifica para
acelerar el incremento de tamano de los frutos. En este sentido, el uso de nutrientes
inorganicos como el nitrogeno (N) y el potasio (K) son fundamentales, ya que ambos
estan involucrados en importantes etapas de la planta como el crecimiento y desarrollo,
su productividad y la calidad de los frutos (Stefaniak et al., 2017). Sin embargo, se ha
publicado que un exceso en la fertilizacion con N puede reducir la efectividad de los
sistemas antioxidantes durante el proceso de detoxificacion de compuestos reactivos del
oxigeno (ROS) (Piikki y Stenberg, 2017). Mientras que un exceso de K se ha relacionado
con una reduccion en la asimilacion de calcio en manzanas, lo que determin la vida util
del fruto durante el almacenamiento refrigerado (Szewczuk et al., 2008). Por lo tanto, el
presente estudio tuvo como objetivo esclarecer los efectos del incremento del riego y la
fertilizacion (tratamiento intensivo) con N y K sobre la calidad fisico-quimica del limén
durante el almacenamiento refrigerado.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y disefio experimental

El experimento se desarrolld en una finca comercial en Cartagena (Murcia,
Espafia). Se seleccionaron dos parcelas con arboles de la variedad ‘Fino’ injertados sobre
Citrus macrophylla con una edad de 8 afios y sistemas de fertirrigacion independientes.
El tratamiento fue aplicado desde mediados de junio hasta principios de septiembre
coincidiendo con la etapa de crecimiento del fruto. Durante este periodo se increment6 el
riego un 30 % y la fertilizacion con N y K un 70 % (tratamiento intensivo), comparado
con la parcela control a la cual se le aplicaron 280 m* h'!, 18 kg N h'! y 40 kg K ha''. Los
fertilizantes utilizados para este experimento fueron nitrégeno liquido organico y oxido
de potasio, ambos aplicados mediante un sistema de fertirrigacion.

Los limones fueron recolectados de tres bloques formados por 10 arboles
distribuidos al azar en la parcela control y tratamiento el 10 de octubre de 2021. Estos
frutos fueron primero desverdizados y luego divididos en seis lotes con 10 frutos y tres
réplicas, manteniendo los bloques de campo. Los frutos seleccionados fueron
homogéneos en color, tamafio y sin desperfectos fisicos en la piel. Luego, fueron
almacenados a una temperatura de 10 °C y una humedad relativa del 85 %. Tras 0, 7, 14,
21,28 y 35 dias de almacenamiento un lote de cada réplica fue cogido al azar para realizar
las diferentes determinaciones analiticas.

Parametros de calidad

Las pérdidas de peso (PP) fueron medidas utilizando una balanza Radwag WLC
2/ A2 (Radwag wagi Elektroniczne; Radom, Polonia) con 2 cifras decimales de precision.
Los resultados se expresaron como el porcentaje (%) de pérdida de peso de cada lote con
respecto a su peso inicial. La firmeza se midi6 con el analizador TX-XT2i (Stable
Microsystems; Godalming, Reino Unido) acoplado a una sonda que presenta una placa
con un disco de acero plano. Para determinar la firmeza del fruto el disco de acero de la
sonda aplicd una fuerza constante sobre la superficie del fruto hasta producirle una
deformacion del 5 % respecto a su diametro ecuatorial, expresando los resultados en N
mm-'. El color se midié en tres puntos de la zona ecuatorial del fruto utilizando un
colorimetro Minolta (CRC200; Minolta, Osaka, Japon) y los resultados se expresaron
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utilizando el pardmetro a*. Los solidos solubles totales (SST) fueron medidos utilizando
un refractometro digital (Hanna Instruments, Rhode Island, USA) y la acidez titulable
(AT) con un valorador automatico (785 DMP Titrino, Metrohm, Herisau, Switzerland)
donde 0,5 mL de zumo fueron neutralizados con NaOH 0,1 mM hasta pH 8,1. Los s6lidos
solubles totales y la acidez titulable fueron expresados como °Brix y g de acido citrico
equivalentes en 100 mL, respectivamente. Finalmente, la incidencia de podredumbres se
cuantificd calculando el porcentaje de fruta podrida (frutos con ablandamiento y/o
crecimiento de micelio) para cada tratamiento. Los resultados de podredumbres se
muestran respecto al porcentaje (%) de podridos acumulados. Todos los parametros se
midieron de forma individual en cada fruto de cada réplica, siendo los resultados la media

+ EE.
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados como la media = EE de tres réplicas
al azar para cada parametro analizado. Los datos obtenidos se sometieron al analisis de la
varianza (ANOVA), y luego se aplico el Test de Tukey para evaluar las diferencias
significativas (p < 0,05) encontradas entre los tratamientos. Los analisis se realizaron
utilizando SPSS, version 22 (IBM Corp.; Armonk, Estados Unidos).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las pérdidas de peso (PP) es uno de los parametros de calidad mas importantes
para la comercializacion del limoén. Los resultados mostraron que las PP en los limones
tratados fueron un 25 % menores que en los controles (Tabla 1). Estos resultados
coincidieron con los publicados por Pagéan et al. (2011) en mandarinas sometidas a
restricciones de riego, ademas, este estudio relaciond que los frutos con las menores PP
presentaron una mayor integridad en la pared celular. En cuanto a los SST y la AT, fueron
un 20 % y un 8 %, respectivamente, mayores en los tratamientos que en los controles en
el momento de la recoleccion. Las diferencias iniciales se mantuvieron durante el
almacenamiento refrigerado, a pesar de que tanto en el control como en el tratamiento los
SST y la AT fueron disminuyendo (Tabla 1). Existe cierta controversia respecto al efecto
que tiene la restriccion del riego y los bajos niveles de fertilizacion con N/ K sobre los
SST del fruto. Asi, se ha publicado que elevados niveles de riego y fertilizacion redujeron
los SST en tomates (Davies y Winsor, 1967). Mientras que, Javarina et al. (2012) publico
también en tomate que niveles elevados de K incrementaron el contenido en SST.
Respecto a los efectos del exceso de riego y fertilizacion con N/ K sobre AT existe un
mayor consenso, ya que dichas condiciones favorecen un descenso en la acidez de los
frutos debido al catabolismo del acido citrico y al incremento del porcentaje de zumo
(Navarro et al., 2010). La firmeza fue un 20 % mayor en los frutos procedentes de los
arboles tratados comparado con los controles en el momento de la recoleccion,
manteniéndose las diferencias durante el almacenamiento refrigerado (Tabla 1). Estas
diferencias podrian estar relacionadas con la asimilacion de calcio (Ca) en los frutos, ya
que el exceso de fertilizacion con N/ K la reduce (Drake et al., 2002). Respecto al color,
los resultados mostraron que el pardmetro a* en los frutos de arboles control fue de 3 a 5
veces mayor que en los tratados en el momento de la recoleccion y durante los 35 dias de
almacenamiento (Tabla 1). En este sentido, Wen et al. (2021) publicé que la fertilizacion
con N/ K en naranjas aument6 la biosintesis de carotenoides en la piel. Finalmente, la
incidencia de podredumbres se redujo en los tratamientos un 75 % respecto a los controles
(Tabla 1). Lo que se podria relacionar con el descenso en los sistemas antioxidantes del
fruto, debido a un exceso de fertilizacion con N (Ibrahi et al., 2007).
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CONCLUSIONES

En general, el incremento del riego y de los niveles de fertilizaciéon con N/ K
disminuyeron la calidad de los limones durante el almacenamiento refrigerado, limitando
asi su vida util. Sin embargo, estas estrategias son necesarias para alcanzar el tamafio
comercial demandado, lo mejoran la competitividad del tejido productivo.
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Tabla 1. Efecto del tratamiento en las pérdidas de peso (PP), solidos solubles totales
(SST), acidez titulable (AT), firmeza, color y podredumbres en limones almacenados a

10 °C.
Parametros Control Tratamiento intensivo
Almacenamiento (dias) 0 35 0 35
PP (%) 49+03 6,6 +0,3
SST (° Brix) 9,1+0,1 8,4+0,1 7,0+0,1 6,7+0,2
AT (g 100 mL) 6,8 0,1 6,5+0,1 6,3+0,1 58+0,1
Firmeza (N mm™) 14,5+0,4 9,5+0,2 11,7+0,3 7,0+04
Color (a*) -1,5+0,2 0,6 =0,1 -0,5+0,1 3,5+03
Podredumbres (%) 1,5+0,3 6,1 £0,6
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Resumen

La actividad antioxidante denota la habilidad de ciertos compuestos bioactivos
para mantener la estructura y funcién de las células llevando a cabo una correcta
eliminacion de radicales libres, inhibicion de reacciones de peroxidacion de lipidos o
previniendo el dafio celular. Esta actividad antioxidante, que caracteriza a las frutas,
es también la base de los mecanismos de prevencion de enfermedades como el cancer,
las reacciones inflamatorias y el envejecimiento.

La conservacion de dichos compuestos bioactivos beneficiosos para la salud,
como son los compuestos fendlicos y vitaminas (en concreto la C), es a su vez un
marcador del nivel de senescencia de las frutas puesto que en los procesos propios de
la maduracion se producen destrucciones de tejidos que dan lugar a sustancias
oxidantes. La combinacion de eliminadores de etileno como el permanganato de
potasio y la radiacion UV, que actian como oxidante de esta hormona, pueden
ralentizar los procesos de maduracion de la fruta, lo que puede contribuir a preservar
dichos compuestos bioactivos.

Se estudio el efecto de la instalacion de atrapadores de etileno, dentro de
camaras refrigeradas, sobre la cantidad de compuestos fendlicos, vitamina C y
capacidad antioxidante (método ORAC) de albaricoque y melocoton durante un
periodo de conservacion postcosecha de 24 dias. Los resultados mostraron que los
frutos conservados con eliminacion de etileno constante mantuvieron unos niveles de
capacidad antioxidante, concentracion de vitamina C y cantidad de compuestos
fendlicos mayores que los que no tenian dicho sistema, llegando en algunos casos a ser
el doble que en las muestras control.

Palabras clave: compuestos fendlicos; acido ascorbico; calidad postcosecha; ORAC.
INTRODUCCION

La maduracion de la fruta es un proceso complejo que implica multiples procesos
que promueven diversos cambios, tanto fisicos como fisioldgicos, que conducen a un
deterioro progresivo de los productos (Crisosto et al., 2001; Palou & Crisosto, 2003; Barry
& Giovannoni, 2007; Argenta et al., 2016; Yildirim et al., 2018; Alvarez-Hernandez et al.,
2019). Este proceso, con la tecnologia actual, no puede detenerse, pero si ralentizarse
(Bower et al., 2003; Hiwasa et al., 2003; Horak et al., 2016). En frutas de hueso como el
albaricoque Alvarez-Hernandez et al., (2020) demostrd que sin una eliminacion de etileno
correcta se produce una aceleracion de los procesos de maduracion de los frutos,
incluyendo posibles pérdidas de componentes beneficiosos para la salud, entre ellos los
antioxidantes.
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Los compuestos antioxidantes de las frutas y hortalizas estan sujetos a cambios
cualitativos y cuantitativos durante el almacenamiento y la maduracion que, en algunos
casos, son negativos, disminuyendo la concentraciéon de dichos compuestos (Villa-
Rodriguez et al., 2015). Los frutos producen especies reactivas del oxigeno (ERO) dentro
de su metabolismo normal, las cuales pueden aumentar durante periodos de estrés como
puede ser el almacenamiento postcosecha (Noctor & Foyer, 1998). Las fuentes mas
comunes de ERO son la cadena de trasporte de electrones en los cloroplastos y mitocondria,
la fotorrespiracion y la actividad de ciertas enzimas antioxidantes como las peroxidasas
(Moller, 2001; Asada, 2006).

La produccioén de ERO es una caracteristica intrinseca del proceso de maduracion
de frutas, importante en el proceso de deterioro oxidativo. Estas ERO dafinas para los
tejidos vegetales son posiblemente amortiguadas con la accidon antioxidante de la vitamina
C y compuestos fendlicos entre otros, provocando su pérdida durante el proceso. Cuanto
mas avanzada esté la maduracion menor concentracion de compuestos antioxidantes
estaran presentes.

En el proceso de maduracion en tomates, Jimenez et al., (2002) registraron un
incremento en la formacion del radical superoxido, acumulacion de perdxido de hidrogeno,
aumento de la peroxidacion lipidica y en los productos de oxidacion de proteinas. También
en tomate, Mansourbahmani et al., 2018 mostrd en su estudio que mediante la eliminacion
de etileno se consiguid minimizar la pérdida de fenoles totales (Folin-Ciocalteau) y
capacidad antioxidante (ORAC). Muzzaffar et al., 2018 reportd6 que mediante la
eliminacion de etileno por 1-MCP (molécula de sintesis que actia como analogo del
receptor del etileno bloqueando el acceso del etileno a su punto de recepcion en las
membranas celulares) se pudo retrasar la pérdida de compuestos responsables de la
capacidad antioxidante del albaricoque durante el almacenamiento. Este autor concluy6
que los albaricoques son una fuente excelente de carotenoides, vitamina C y polifenoles; el
etileno es el principal factor interno que provoca un aumento brusco de la respiracion, lo
que conlleva una pérdida de estos compuestos bioactivos; su eliminacion en este contexto
se revela como clave.

Existen diversos métodos para asegurar una eliminacion efectiva de etileno. Segin
Alonso-Salinas et al., (2022), Kim et al., (2019) y Wei et al., (2021), la eliminacion del
etileno por oxidacidon con permanganato potasico (KMnOys) es el método mas optimo en
términos de coste-efectividad. Esta molécula actiia como oxidante de etileno; para poner
en contacto ambos compuestos se emplean materiales como nanoesferas, sepiolita y carbon
activo entre otros (Janjarasskul & Suppakul, 2018).

La fotocatalisis también es una técnica adecuada para la eliminaciéon del etileno
(Ibhadon & Fitzpatrick, 2013; Keller et al., 2013; Kaewklin et al., 2018; Kim et al., 2019).
Mansourbahmani et al., (2018) estudio el efecto de la eliminacion de etileno mediante UV-
C sobre la conservacion de tomate, mostrando datos elevados de conservacion en los
parametros: vitamina C, compuestos fenolicos totales y actividad antioxidante.

El objetivo de este estudio es determinar el efecto de la combinacién de métodos de
eliminacion de etileno (KMnO4 y UV-C con longitud de onda de 254 nm) sobre la
conservacion postcosecha de la capacidad antioxidante de dos frutos de hueso como son el
albaricoque y el melocoton. Los métodos empleados para determinan dicha actividad
antioxidante fueron los siguientes: la determinacion de vitamina C, compuestos fendlicos
totales y método ORAC.

MATERIAL Y METODOS
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Material vegetal

Cuarenta kilos de melocoton y albaricoque de las variedades ‘Romea’ y ‘Bulida’
fueron suministrados por La Vega de Cieza, S.C.A. (Cieza, Murcia, Espaiia) y la Sociedad
Cooperativa Frutas Caravaca (Caravaca, Murcia, Espafia) respectivamente. Ambos
productos se cosecharon de forma tradicional y se conservaron a 1 + 1 °C hasta su transporte
al laboratorio para su posterior analisis.

Disefio experimental

Tanto en albaricoque como en melocoton se siguid el mismo disefio experimental.
40 kg de piezas de fruta se distribuyeron aleatoriamente en tres camaras de conservacion
(CC) de 150 litros de volumen (Eurofred Cool Head RCG200, Eurofred S.A., Barcelona,
Cataluna, Espana), estableciendo los tratamientos de eliminacion del etileno de la siguiente
manera:

- C: tratamiento control a 1 + 1 °C
- F: tratamiento filtro de eliminacién de etilenoa 1 + 1 °C
- FUv: tratamiento filtro de eliminacion de etileno +UV a1l £ 1 °C.

El sistema de eliminacion de etileno fue disefiado y patentado por la empresa
"Nuevas Tecnologias Agroalimentarias (KEEPCOOL) (Molina de Segura, Murcia,
Espafia)", patente n® 2548787 (2016). E1 método empleado consiste en una maquina (M-
CAM 50) que fuerza el paso del aire a través de un filtro de KMnOg4 anclado en el centro
activo de sepiolitas, la composicion granulométrica de esta mezcla aparece detallada en la
patente anteriormente mencionada. Este aparato fue modificado para incorporar una
lampara de luz UV-C (TUV 254 nm, Philips, Amsterdam, Holanda). Segin (Yildirim et
al., 2018), una desventaja derivada de este método es que la exposicion a los rayos UV
puede tener un efecto negativo en la calidad de los alimentos. Para evitar este posible efecto
adverso, en este estudio se modifico el sistema de eliminacion de etileno para que el haz de
luz se centrara en el etileno forzado a pasar dentro de la méquina y no en los productos.

Parametros analizados

La concentracion de etileno (C2Ha) expresada en nmol ' kg h!, didxido de carbono
(CO») expresada en nmol! kg! h! y oxigeno (O2) expresada en % de las camaras de
conservacion fue monitoreada diariamente usando un analizador de gases (Felix Three F-
950, Felix Instruments, Camas, WA, USA).

Para la determinacion de &cido ascorbico se llevo a cabo adaptando el método de
2,6 diclorofenol-indofenol de Nielsen, (2017) expresandolo en mg 100 mL . Para el
analisis de compuestos fendlicos totales (CFT) se adapté el método Folin-Ciocalteau
descrito por Kidron et al., (1978) expresandolo en mg 100 g'!. En la determinacién de la
capacidad antioxidante se adaptd el método ORAC descrito por Lopez-Miranda et al.,
(2016), expresandolo en pmol 100 g™'.

En la determinacion de acido ascorbico y fenoles totales se hicieron promedio de 8
mediciones en 8 frutos diferentes por cdmara de almacenamiento y dia; en el analisis de la
capacidad antioxidante por método ORAC se realizaron un total de 16 mediciones por
tratamiento, 2 por fruto. Los dias de andlisis fueron: 0, 4, 7, 12, 18 y 25.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Comparacion de los valores medios inicial y final (25 dias) de los diferentes tratamientos
(control, 1 °C-C, eliminacion de etileno con filtro de KMnOa, 1 °C-F, y eliminacion de etileno con sistema
completo, 1 °C-FUv) aplicados sobre melocoton y albaricoque. Se muestran los parametros analizados: acido
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ascorbico, contenido total de fenoles y capacidad antioxidante por método ORAC. Letras diferentes para
cada tratamiento representan diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey con el
objetivo de ver la evolucion de cada parametro en cada tratamiento.

MELOCOTON ALBARICOQUE
Parametros analizados Inicial 1°C-C  1°C-F 1 °C-FUv Inicial 1°C-C  1°C-F 1 °C-FUv
Ac. Ascorbico (mg 100mL™) 22,17 7.75¢ 13.50¢ 16.25° 10.38* 5.25¢ 7.00¢ 8.25%
Fenoles totales (g kg™) 0.59*  0.29° 0.37° 0.40° 0.35° 0.31° 0.342 0.36°
ORAC (umoles Trolox kg™) 3.26* 1.744 2.29¢ 2.61° 2.96* 1.85° 2.952 3.10*

A partir de los resultados mostrados en la tabla 1 anterior se observa que el empleo
del sistema completo de eliminacioén de etileno (1 °C-FUv) se diferencio a dia final del
tratamiento control en todos los parametros analizados en ambas frutas. Con respecto a la
cantidad inicial en melocoton, el contenido en acido ascorbico en el tratamiento control (1
°C-C) se redujo un 65 %, mientras que para el tratamiento 1 °C-FUv la reduccién en 25 dias
fue de un 25 %. De igual manera, los fenoles totales y la capacidad antioxidante del
melocoton se redujeron enun 51 % y un 46 % respectivamente para el tratamiento Control,
mientras que para el tratamiento 1 °C-FUv las pérdidas fueron del 32 % y del 19 % en
ambos parametros.

Una tendencia similar fue también observada en albaricoque. La reduccion de acido
ascorbico, fenoles totales y capacidad antioxidante en el tratamiento control fue del 49 %,
11 % y del 38 % respectivamente, mientras que en el tratamiento 1 °C-FUv la reduccion
del contenido de acido ascorbico fue del 20 %, mientras que el contenido en fenoles totales
y capacidad antioxidante se ha mantenido practicamente invariable durante todo el proceso
de conservacion con eliminacion de etileno.

Por otro lado, el tratamiento 1 °C-FUv también mostr6 diferencias significativas con
el tratamiento 1 °C-F en la concentracion de acido ascorbico de melocotdn y albaricoque,
ORAC en melocoton y cantidad de fenoles totales en albaricoque.

CONCLUSIONES

Los resultados anteriormente expuestos responden a la hipdtesis planteada al inicio
del estudio. Estos sugieren que el empleo de una correcta eliminacion de etileno puede
suponer un retraso en la pérdida de capacidad antioxidante de los frutos tratados mediante
el retraso de su maduracion. En concreto, el sistema completo empleado (1 °C-FUv) fue
mas eficaz manteniendo las propiedades antioxidantes analizadas que el empleo exclusivo
de filtros de KMnO4. Dicho efecto se atribuye a una eliminacion de etileno mayor gracias
al empleo de luz UV-C y a una correcta circulacion del aire.
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Resumen

Conservar los frutos manteniendo su calidad intacta durante mas tiempo es
uno de los mayores retos en la postcosecha. El empleo de eliminadores de etileno como
el permanganato de potasio y la radiacion UV es una de las alternativas mas viables.
Por otro lado, debido a la subida de precio de la electricidad, los costes de conservacion
se han incrementado notablemente.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la combinacion de los
atrapadores de etileno y la temperatura de conservacion sobre la calidad postcosecha
de pera de la variedad Ercolina con Denominacion de Origen Protegida (D.O.P) de
Jumilla, asi como del consumo energético requerido durante la conservacion.

El estudio se llevo a cabo en diferentes camaras de refrigeracion (equipadas
con y sin atrapadores de etileno) a dos temperaturas diferentes (1 +1°Cy 8+ 1 °C)
durante 28 dias. Se realizaron analisis de parametros cualitativos (peso, firmeza,
acidez, grados brix, acido ascérbico y capacidad antioxidante) los dias 0, 7, 14,21 y 28
de conservacion, y se registro diariamente el gasto eléctrico de las diferentes camaras
de conservacion. Las peras conservadas a menor temperatura (1 °C) presentaron
parametros mas estables. Sin embargo, los resultados mostraron también que los
frutos conservados a mayor temperatura (8 °C) con eliminacion de etileno presentaron
una evolucion cualitativa postcosecha mejor que los conservados unicamente a baja
temperatura (1 °C), pero con la ventaja de presentar un ahorro energético cercano al
10 %. Por tanto, el empleo de esta combinacion de eliminadores de etileno fue clave
para mantener a calidad postcosecha de la pera ademas de conseguir un notable
ahorro energético.

Palabras clave: Ahorro eléctrico; Calidad de frutas; Pyrus communis L.
INTRODUCCION

La maduracion de la fruta es un proceso complejo que implica multiples procesos
que promueven diversos cambios, tanto fisicos como fisioldgicos, que conducen a un
deterioro progresivo de los productos (Alvarez-Hernandez et al., 2019; Argenta et al., 2016;
Barry & Giovannoni, 2007; Crisosto et al., 2001; Palou & Crisosto, 2003; Yildirim et al.,
2018). Este proceso, con la tecnologia actual, no puede detenerse, pero si ralentizarse
(Bower et al., 2003; Hiwasa et al., 2003; Horak et al., 2016). En frutas de hueso como el
albaricoque Alvarez-Hernandez et al., (2020) demostrd que sin una eliminacion de etileno
correcta se produce una aceleracion de la pérdida de peso, firmeza, TA, cualidades
organolépticas y aumento de SSC entre otros. En pera Charoenchongsuk et al., (2018)
mostraron una relacion entre la pérdida de color debido a la alta exposicion al etileno, la
degradacion de la clorofila y el ablandamiento de la pera de variedad ‘Russet’. Este efecto
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puede estar relacionado con la posible produccion de radicales libres en los procesos de
degradacion propios de la maduracion.

En cuanto a la pera de la variedad tratada en este estudio (‘Ercolina’), segin el
informe de la "DOP pera ‘Ercolina’ de Jumilla" realizado en 2011 por Jests Garcia
Brunton, las peras de la variedad ‘Ercolina’ pertenecen al grupo de frutos climatéricos,
caracterizdndose por tener un tamafio medio, carne blanca y jugosa. Su piel es verde y se
torna amarilla al madurar, proceso que se produce muy rapidamente. Por este ultimo
motivo, es imprescindible almacenarlos correctamente en atmosferas sin etileno. Su tiempo
maximo de almacenamiento es de 3 semanas (Jesus Garcia Brunton, 2011).

Existen diversos métodos para asegurar una correcta eliminacion de etileno. Segun
(Alonso-Salinas et al., 2022; Kim et al., 2019; Wei et al., 2021), la eliminacion del etileno
por oxidacion con permanganato potasico (KMnOs) es el método mas interesante en
términos de coste-efectividad. Para poner en contacto el KMnOy y el etileno, este agente
oxidante se ancla en los centros activos de materiales adsorbentes como las zeolitas, el
carbon activado, las nanoesferas de carbon y el gel de silice, entre otros (Janjarasskul &
Suppakul, 2018). Estos materiales porosos se utilizan a menudo como ingredientes activos
que se anaden al material de envasado como portadores de sistemas de eliminacion de
etileno (Esturk et al., 2014).

La fotocatalisis también es una técnica adecuada para la eliminacién del etileno
(Ibhadon & Fitzpatrick, 2013; Kaewklin et al., 2018; Keller et al., 2013; Kim et al., 2019).
La luz UV se ha estudiado ampliamente como sistema de degradacion del etileno gracias a
su reactividad fotoquimica (Mansourbahmani et al., 2018).

El objetivo de este estudio es determinar el efecto de la propuesta de eliminacion
combinada de etileno (KMnO4 y UV-C 254 nm) en la conservacion postcosecha de la pera
‘Ercolina’ conservada a 1 °C y 8 °C. Ademas, se evaluod si seria factible aumentar la
temperatura de almacenamiento a 8 °C manteniendo la calidad mediante el uso de dicha
eliminacion combinada de etileno. Ninguno de los puntos mencionados ha sido probado
antes.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Cuarenta kilos de pera de la variedad ‘Ercolini’ [Pyrus communis (L.)] fueron
suministrados por la Cooperativa Hortofruticola Campos de Jumilla (Jumilla, Murcia,
Espafia). Esta variedad tiene la certificacion D.O.P. en Jumilla. Las peras se cosecharon de
forma tradicional y se conservaron a 1 = 1 °C hasta su transporte al laboratorio para su
posterior analisis. Los indices de cosecha son los siguientes: peso medio (116 + 10 g),
diametro ecuatorial medio (54.3 + 2.5 mm), firmeza media (52.6 = 4.5 N), contenido en
solidos solubles CSS (11.8 £ 0.9 %), acidez total AT (0.35 = 0.06 %), indice de madurez
medio IM (33.71) y color medio (a*: -10.9 + 2.8; b*: 40.3 +£ 4.8; L*: 70.1 £ 3.6).

Disefo experimental

Todas las peras disponibles fueron dispuestas aleatoriamente en seis camaras de
conservacion (CC) de 150 litros de volumen (Eurofred Cool Head RCG200, Eurofred S.A.,
Barcelona, Catalufia, Espafia). La eliminacion del etileno y los tratamientos de temperatura
se disefiaron de la siguiente manera:

- 1°C-C: tratamiento controla 1 £ 1 °C
- 1 °C-F: tratamiento filtro de eliminacion de etilenoa 1 £ 1 °C
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- 1 °C-FUy: tratamiento filtro de eliminacion de etileno+UV a 1 + 1 °C.
- 8 °C-C: tratamiento controla 8 £ 1 °C

- 8 °C-F: tratamiento filtro de eliminacion de etileno a 8 £ 1 °C

- 8 °C-FUyv: tratamiento filtro de eliminacién de etileno+UV a 8 £ 1 °C

El sistema de eliminacion de etileno fue disefiado y patentado por la empresa
"Nuevas Tecnologias Agroalimentarias (KEEPCOOL) (Molina de Segura, Murcia,
Espana)", patente n° 2548787 (2016). El método empleado consiste en una maquina (M-
CAM 50) que fuerza el paso del aire a través de un filtro de KMnO4 anclado en el centro
activo de sepiolitas, la composicion granulométrica de esta mezcla aparece detallada en la
patente anteriormente mencionada. Este aparato fue modificado para incorporar una
lampara de luz UV-C (TUV 254 nm, Philips, Amsterdam, Holanda).

Pardmetros analizados

La concentracion de etileno (C2Ha4) expresada en nmol ' kg h'!, didxido de carbono
(CO,) expresada en nmol! kg! h'! y oxigeno (O2) expresada en % de las camaras de
conservacion fue monitoreada diariamente usando un analizador de gases (Felix Three F-
950, Felix Instruments, Camas, WA, USA).

El peso se midid con una balanza de precision (Gram RZ, Gram Group, L Hospitalet
de Llobregat, Catalufia, Espafia) y se expreso en gramos. La firmeza se determind con un
texturometro CT3 (AMETEK Brookfield, Middleboro, MA, USA) equipado con un cabezal
de 35 mm de altura y 6 mm de didmetro mediante una puncién en la zona ecuatorial de la
pera de 10 mm a una velocidad de 0.5 mm s, los resultados se expresaron en Newtons. El
color se determind de acuerdo al Sistema CieLab mediante un colorimetro (Hunterlab
Colorflex EZ, Hunterlab Reston, VA, USA). Los valores de diferencia de color AE se
calcularon de acuerdo a CIE 1976.

El contenido en solidos solubles (CSS) se determin6 a 20 °C mediante un
refractdometro manual (Atago Manual master-o, Atago Tokyo, Japan) y se expresd en
porcentaje. Para la determinacion de acidez total (AT) se empled el método de titulacion
descrito por Zhang et al., (2017) y se expresé en porcentaje. El indice de madurez (IM) se
obtuvo mediante el cociente entre CSS y AT.

Para la determinacion de 4cido ascorbico se llevd a cabo adaptando el método de
2,6 diclorofenol-indofenol de Nielsen, (2017) expresandolo en mg 100 mL!. Para el
analisis de compuestos fenodlicos totales (CFT) se adaptd el método Folin-Ciocalteau
descrito por Kidron et al., (1978) expresandolo en g kg'!. En la determinacion de la
capacidad antioxidante se adaptd el método ORAC descrito por Lopez-Miranda et al.,
(2016), expresandolo en pumoles kg!. En todos los parametros analizados se hicieron
promedio de 7 mediciones diferentes por camara de almacenamiento y dia, los dias de
analisis fueron: 0, 7, 14, 21 y 28.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Comparacion de los valores medios inicial y final de los diferentes tratamientos aplicados
(control, 1 y 8 °C-C, eliminacion de etileno con filtro de KMnOs, 1 y 8 °C-F, y eliminacion de etileno con
sistema completo, 1 y 8 °C-FUv). Se muestran los pardmetros analizados mas destacados: peso, firmeza,
contenido en solidos solubles (CSS), acidez titulable (AT), acido ascorbico, contenido total de fenoles y
capacidad antioxidante por método ORAC. Letras diferentes para cada tratamiento representan diferencias
estadisticamente significativas segun el test de Tukey con el objetivo de ver la evolucion de cada parametro
en cada tratamiento.
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Parametros analizados Inicial 1°C-C 1 °C-F 1 °C-FUv 8 °C-C 8 °C-F 8 °C-FUv

Peso (%) 100 82.91¢ 91.73% 97.142 89.92°¢ 91.08° 93.18°
Firmeza (N) 48.95 34.37° 43.432 44.96* 26.10¢ 33.00° 37.39°
CSS (%) 12.50 15.50° 12.50¢ 12.50¢ 17.50% 15.25° 15.00°
AT (%) 0.37 0.18° 0.292 0.332 0.15° 0.19* 0.21°
Ac. Ascorbico (mg 100 mL") 5.00 2.88°¢ 3.75% 4.38° 1.63°¢ 2.00¢ 3.13¢
Fenoles totales (g kg™) 0.49 0.26° 0.35° 0.39° 0.214 0.29° 0.36°
ORAC (pmoles kg™) 4.17 2.18°¢ 2.832 3.14* 1.784 2.21°¢ 2.56°

Tal y como se puede observar en la tabla 1 los productos tratados con el sistema
completo de eliminacion de etileno a temperaturas bajas (1 °C-FUv) registraron unos
mejores resultados, concluyendo en una mejor conservacion postcosecha.

Por otro lado, los tratamientos 1 °C-C y 8 °C-FUv no mostraron diferencias
significativas entre ellos en los parametros de firmeza, CSS, AT, y acido ascorbico; en el
peso, contenido total de fenoles y la capacidad antioxidante el tratamiento 8 °C-FUv
present6 valores un 11 %, 38 % y 44 % superiores respectivamente. El consumo energético
de las camaras conservadas a 1 °C fue 48 Kw h™! de media, mientras que en las cdmaras
conservadas a 8 °C fue de 42 Kw h™!, una diferencia del 12.5 %.

CONCLUSIONES

Los resultados mostrados sugieren que la aplicacion de esta novedosa combinacion
de métodos de eliminacion de etileno (tratamiento 1 °C-FUv) conservo la calidad
postcosecha de la pera D.O.P. Jumilla mas eficazmente comparado con el control. Ademas,
se puede extraer la conclusion de que el aumento de temperatura hasta los 8 °C no tuvo un
efecto degradante ni se observaron pérdidas de caracter microbiologico en el tratamiento 8
°C-FUv comparado con el tratamiento control (1 °C-C). Esta ultima conclusion supone
disponer, después de 28 dias, de peras de una buena calidad junto con un ahorro energético
del 12.5 % al conservarlas a 8 °C, muy relevante teniendo en cuenta la situacion actual.
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Resumen

La apertura reciente del mercado chino para la exportacion de ciruela se ha
convertido en una prioridad para los productores de ciruelo europeo (Prunus
domestica L.), debido a la buena aceptacion que esta ciruela tiene por sus
caracteristicas organolépticas. Para ser exportada a China, la ciruela europea debe
reunir un minimo de 18 °Brix y 3 kg.cm de presion. Debido a la variabilidad de los
frutos y al caracter destructivo de estos indices de cosecha, el objetivo de este trabajo
fue determinar este punto de maduracion mediante la tecnologia no destructiva DA-
Meter (IAD) en el cultivar ‘Reina Claudia’. Para ello, se hizo un seguimiento de la
maduracion de los frutos en el arbol, desde 26 dias antes de recoleccion comercial
(RC) hasta 14 dias después de RC, determinandose en cada fecha el peso, calibre, color
de piel y pulpa, firmeza, sdlidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT) e indice
de maduracion no destructivo (IAD). Los resultados revelaron que los estados de
maduracion mas verdes estuvieron directamente relacionados con valores mas
elevados de IAD, firmeza y acidez titulable, mientras que los estados de maduracion
mas avanzados estuvieron relacionados con el color de la piel, solidos solubles y la
relacion SST/Acidez. Asimismo, se pudo comprobar que la firmeza y la concentracion
de SST deseados fueron alcanzadas 2 dias después de la RC. En conclusion, el DA-
Meter se ha mostrado como un equipo eficaz para determinar el momento 6ptimo de
cosecha para exportacion a China de forma no destructiva.

Palabras clave: DA-Meter, maduracion, indice de cosecha, calidad
INTRODUCCION

China se ha convertido en un mercado estratégico para la exportacion de productos
agroalimentarios debido a su elevado consumo, a las tasas de crecimiento de su clase media
y a la demanda creciente de productos importados (ICEX, 2019). Para poder exportar fruta
a China es necesaria la creacion de protocolos de exportacion que un reducido nimero de
paises consiguen tras largos procesos de negociacion burocratica entre ambas partes. Las
exportaciones de fruta espafiola a China han crecido en los ultimos afios favorecidas por la
entrada en vigor en 2016 de un nuevo protocolo para ciruela y melocoton y, posteriormente,
en 2018 para uva de mesa. Las frutas de importacién son percibidas en China como
productos de cierta exclusividad, reservados a las clases media y alta, siendo muchas veces
objetos de regalo (ICEX, 2019). En este sentido, la exportacion de ciruela europea (Punus
domestica L.), yareconocida ampliamente por sus excelentes caracteristicas organolépticas
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en el mercado europeo, se ha convertido en una prioridad para los productores y
comercializadores, ya que tienen la oportunidad de abarcar un mercado muy exigente con
un producto muy valorado, con la consiguiente repercusion econémica para el sector. En
términos de calidad, para que la ciruela europea pueda ser exportada a China, debe reunir
un minimo de 18 °Brix y una firmeza de la pulpa de 3 kg.cm™ de presion de acuerdo con el
protocolo de exportacion establecido. Por tanto, es importante conocer el momento exacto
de recoleccion de la fruta para que llegue con las caracteristicas de calidad exigidas en
destino.

El momento de la recoleccion se realiza segiin unos indices de cosecha, que en fruta
de hueso generalmente son calibre, cobertura de color, firmeza y contenido en so6lidos
solubles totales. Estos indices de cosecha tradicionales, ademas de ser destructivos, no
siempre son reproducibles, debido a que se ven influenciados por el cultivar, area y sistemas
de produccioén y las condiciones edafoclimaticas (Crisosto et al., 2004; Usenik et al., 2008;
Guerra y Casquero, 2009). De ahi la necesidad de implantar el uso de nuevas tecnologias
no destructivas que permitan conocer el estado de maduracion de forma facil, fiable y
reproducible. Entre estas tecnologias, se encuentra el DA-Meter, un instrumento portatil,
que determina el indice de madurez (IAD) a través de la absorbancia en el rango activo de
las clorofilas mediante espectroscopia visible e infrarrojo cercano (Vis/NIR) (Velardo-
Micharet et al., 2021).

El objetivo de este trabajo fue determinar el momento exacto en el que la ciruela
‘Reina Claudia’ consigue ese punto de maduracion exigido por el mercado chino mediante
la tecnologia no destructiva DA-Meter (IAD).

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal y disefio experimental

El ensayo se realiz6 en ciruela europea (Prunus domestica, L.) ‘Reina Claudia’ en
una finca comercial de Jaraiz de la Vera (Céceres). Se marcaron un total de 60 frutos
procedentes de 3 arboles, sobre los que se realizoO un seguimiento periddico de la
maduracion del fruto en el arbol, desde C1 (26 dias antes de recoleccion comercial) a C8
(14 dias después de recoleccion comercial), segin se recoge en la Tabla 1. En cada fecha
de muestreo se cogieron 10 frutos en un estado de maduracion similar al de los marcados
en los arboles para las determinaciones posteriores de calidad.

Métodos de analisis

El peso de cada fruto se determindé de forma individual usando una balanza
electronica (Metter Toledo PB 1502). El calibre se determiné con un calibrador de lazo,
expresandose los resultados en milimetros (mm). El color de piel y pulpa se realiz6 en las
dos caras opuestas del fruto con un colorimetro portatil Minolta CR-400 empledndose las
coordenadas de color CIE L*a*b*. Ademas, el indice CIRG (Usenik et al., 2008) fue
también calculado. La firmeza se determind con un texturometro Stable Micro Systems
TAXT21, mediante ensayo de penetracion con sonda de 8 mm de didmetro, expresandose
la firmeza en Newton (N). Los solidos solubles totales (SST) se midieron con un
refractometro digital portatil PR-01 (Atago CO., LTD, Tokyo, Japan), expresandose los
resultados en °Brix. La acidez titulable (AT) se determin6 con un valorador automatico
DL50 Graphix mediante valoracion hasta pH 8,1, empleandose una disolucion 0,1 N de
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NaOH, expresandose los resultados en gramos de acido malico por 100 gramos de muestra.
El ratio STT/AT también fue calculado. El indice de madurez no destructivo (IAD) se
deterrminé con el equipo DA-Meter (TrTuroni, SRL, Italia).

El tratamiento estadistico de los resultados se realiz6 con el programa informatico
SPSS 25.0 (IBM Statistics, Chicago, IL, USA). Se realizo un ANOVA y la comparacion
de medias se llevd a cabo mediante el test de Tukey (p<0,05). La relacion entre los
parametros estudiados con el indice IAD fue evaluada mediante el analisis del coeficiente
de correlacion de Pearson con un nivel de significacion de p<0,01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el proceso de maduracion, los frutos aumentaron de forma significativa de
peso y calibre (Fig.1), adquiriendo el tamafio definitivo en la cosecha 5 o recoleccion
comercial (RC), con un peso medio de 30,23 g y un calibre de 38 mm de diametro. De entre
todos los parametros de color medidos, el indice CIRG (Tabla 2) fue el que mostré una
mayor informacién sobre los cambios de color ocurridos en la piel a lo largo del proceso
de maduracion, junto con los pardmetros a* y b* (Fig. 2), mientras que en la pulpa el
pardmetro a* fue el que mejor definié los cambios de color asociados a la maduracion (Fig.
2). Es de destacar que los frutos conservaron la coloracion verde de la piel (valores
negativos de a*) mientras permanecian en el arbol, a diferencia de la pulpa que adquiri6
tonalidades amarillas (valor positivo de a*) en los frutos maduros (C8). Nuestros resultados
coinciden con los descritos por Usenik et al. (2014), quienes afirmaban que los cambios de
color de piel y pulpa eran menos evidentes que los de firmeza y SST durante la maduracion
de ciruelas europeas.

La firmeza descendi6 a medida que avanzaba la madurez de los frutos llegando a la
recoleccion comercial (C5) con un valor de 32,79 N (Fig.1), produciéndose una bajada
brusca en C7, 9 dias después de la recoleccion comercial. Acorde a Guerra y Casquero
(2008), las ciruelas europeas estarian para recolectar cuando su valor de a* es de -12 y -13
y la firmeza de la pulpa es de 35-40 N.

Los SST aumentaron progresivamente a lo largo del proceso de maduracion del
fruto hasta C7, con valores de 21 °Brix. Por el contrario, la AT disminuy6
significativamente (p<0,05) a lo largo de la maduracion (Tabla 2). La relacion SST/AT
aumento progresivamente a medida que el fruto maduraba, siendo el valor medio de este
indice en la recoleccion comercial de 15,54 (C5) frente 30,08 que fue el valor mas alto
alcanzado en los frutos madurados en el arbol (C8).

El indice de maduracion obtenido con el DA-Meter (IAD) esté relacionado con el
contenido en clorofilas del fruto, el cual es elevado en etapas tempranas de desarrollo del
fruto (valores elevados de IAD) y va disminuyendo a medida que avanza el proceso de
maduracion (valores inferiores de IAD). En ciruela ‘Reina Claudia’, los valores del indice
IAD evolucionaron desde 2,28 en la C1, hasta 1,87 en recoleccion comercial y 1,25 en los
frutos maduros y cosechados en C8, siguiendo una tendencia lineal descendente (Fig. 1).
Estos valores distan mucho de los descritos en diferentes cultivares de ciruela japonesa
(Velardo-Micharet et al., 2021), poniéndose de manifiesto la dificultad de obtener indices
de cosecha generales.

Entre los parametros estudiados, los que mejor se correlacionaron con el indice de
madurez no destructivo IAD (Tabla 3) fueron el peso, calibre, a* piel, b* piel, CIRG piel,
a* pulpa, firmeza, SST y AT. Nuestros resultados coinciden con los descritos previamente
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en nectarina (Bonora et al., 2014), melocoton (Pinto et al., 2015) y ciruela (Infante et al.,
2011) sobre la buena correlaciéon encontrada entre el IAD y los indices de cosecha
tradicionales. Finalmente, se pudo comprobar que la firmeza y la concentraciéon de SST
deseados para exportacion a China fueron alcanzadas 2 dias después de la RC (C6).

CONCLUSIONES

El presente estudio confirma que el IAD puede ser utilizado como medida no
destructiva para determinar el momento 6ptimo de cosecha para exportacion a China del
cultivar ‘Reina Claudia’, ya que existe una elevada correlaciéon con los parametros de
cosecha tradicionales. Por lo tanto, el DA-meter proporciona una medida rapida y precisa,
en tiempo real y adecuada del estado de madurez del fruto, pudiéndose utilizar tanto en
campo como en las centrales fruticolas.
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TABLAS

Tabla 1. Periodicidad y fecha de los diferentes momentos de recoleccion estudiados.

Cultivar Cosecha Fecha
C1 26 AC 4-julio
C2 19 AC 11-julio
C3 13 AC 17-julio
Ciruela ‘Reina C4 5AC 25-julio
Claudia’ C5 RC 30-julio
Cé6 2 DR I-agosto
C7 9 DR 8-agosto
C8 14 DR 13-agosto

AC: antes de recoleccion comercial; RC: recoleccion comercial; DR: después de

recoleccion comercial

Tabla 2. Evolucién del indice CIRG en piel y pulpa, SST y AT de los frutos a lo largo de

la maduracidn.

COSECHA CIRG piel CIRG pulpa SST (*Brix)  Acido malico (%)
Cl 0,62+0,02de 0,94£0,07ab 12,5340,52¢ 1,55+0,03a
C2 0,60+0,02¢ 0,74+0,03cd 13,47+0,03¢ 1,28+0,02¢
c3 0,62+0,01de 1,03+0,06a 12,97+0,24¢ 1,38+0,02b
C4 0,66+0,01d 0,70+0,03d 15,60+0,62d 1,150,01d
C5(RC) 0,74+0,06¢ 0,83+0,03bc 16,4040,46¢ 1,06:0,04e
C6 0,75+0,02¢ 0,80£0,05¢d 18,03+0,59b 0,94+0,02f
C7 0,87+0,09b 1,0120,18a 21,00+0,54a 0,7940,02¢
Cs 0,96+0,06a 1.05+0,12a 21,47+0,27a 0,710,02h

Medias + DS. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre

cosechas (p<0,05)

210



Tabla 3. Correlacion de los pardmetros de peso, calibre, color piel y pulpa, firmeza, SST y

AT con IAD.

Correlacion de Pearson IAD
Peso (g) -0,755%*
Calibre (mm) -0,779%*
a* piel -0,861%*
b* piel -0,862%*
CIRG piel -0,923%*
a* pulpa -0,846**
Firmeza (N) 0,847**
SST(°Brix) -0,925%*
AT (% ac. malico) 0,925%*
SST/AT -0.948**

**La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Fig. 1. Evolucion del peso, calibre, firmeza e IAD de los frutos a lo largo de la maduracion.
Para cada variable, datos marcados con letras diferentes implican diferencias
significativas entre fechas (p<0,05 segun el test de Tukey HSD).
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Interaccion entre tolerancia al dafio por frio, azicares y acidos organicos de seis
variedades de granada
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Resumen.

La granada es un fruto muy sensible a los dafios por frio (DF) a temperaturas de
almacenamiento inferiores a 7 °C. En este trabajo se ha evaluado la sensibilidad a los
dafios por frio de seis variedades de granada Punica granatum L. (Wonderfull’,
"Kingdom’, "Bigfull’, "Acco’, "Purple Queen” y "Mollar de Elche’) almacenadas a 2 °C
y 10 °C durante 30 dias. Se han cuantificado los DF externos e internos de la epidermis
de los frutos y se han relacionado con la fuga de electrolitos (FE), contenido de sélidos
solubles totales (SST) y acidez titulable (AT) antes del almacenamiento y a los 30 dias
de conservacion. La FE en el dia 30 de almacenamiento no ha sido el indice que mejor
correlaciona la severidad de los dafios por frio entre las 6 variedades. Sin embargo, la
AT de los frutos y los dafios de la epidermis se ajustaban a ecuaciones de tipo
exponencial creciente (r>>0.97), indicando que los frutos con una mayor AT son mas
sensibles a los DF y exhiben mas dafios internos. En este sentido, el acido citrico se
acumulo en las granadas mas sensibles (Wonderfull’, “Kingdom"), mientras que el
acido malico se degrado. Los tres azicares identificados en todas las variedades han
sido sacarosa (~1%), glucosa (~49.5%) y fructosa (~49.5%). La sacarosa se ha
degradado en las variedades muy sensibles al frio, mientras que en las menos sensibles
al frio se ha acumulado. La concentracion de glucosa y fructosa no se modificaron
durante el almacenamiento frigorifico a 2 °C. En conclusion, la AT de estas seis
variedades de granada en el momento de su recoleccion es un parametro a considerar
para predecir su sensibilidad a los DF, asi como la acumulacion de acido citrico y la
degradacion de acido malico durante el almacenamiento.

INTRODUCCION.

La granada es uno de los frutos de mayor interés en las comarcas de la Vega Baja del Segura
y Elche, tanto por su productividad, rentabilidad como valor social. Es necesario intentar
mejorar los sistemas de conservacion y comercializacion para ofrecer productos de una
mayor calidad evitando las pérdidas de calidad postcosecha ocasionadas por podredumbres
y dafos. El dafio por frio (DF) en postcosecha es una fisiopatia producida por el uso de
temperaturas de conservacion frigorifica no adecuadas a determinadas especies vegetales
sin llegar a alcanzar temperaturas de congelacion. Particularmente en la granada, esta
fisiopatia ocasiona alteraciones tanto en la superficie como en el interior de la epidermis
con la aparicion de pardeamientos y depresiones, decoloracion de los arilos y
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pardeamientos de los segmentos blancos que separan los arilos (Sayyari et al., 2011). Esto
conlleva a la depreciacion del fruto cuando los DF se visualizan en el exterior de la
epidermis. Sin embargo, si los DF son internos, los frutos dafiados pueden llegar hasta el
consumidor. En el caso de la granada, habitualmente se ha considerado que esta fisiopatia
se produce a temperaturas de conservacion inferiores a 7 °C. Es frecuente encontrar
temperaturas inferiores a 7 °C en las camaras frigorificas cuando no existe una temperatura
homogénea dentro de ellas, siendo menores en las zonas mas bajas, o cuando no estan bien
disefiados los sistemas de produccion y control de temperatura. No obstante, la sensibilidad
de los frutos puede variar en funcidon de la variedad. En este sentido se sabe que la
sensibilidad a la aparicion de DF de variedad de granada Wonderfull es mayor (<7 °C) que
la de la variedad Mollar de Elche (<5 °C) (Pareek et al., 2015).

Se ha demostrado que la tolerancia a los DF est4 favorecida por la respuesta metabodlica
(carbohidratos, fenoles y fenilpropanoides) y de adaptacion al estrés en variedades no
sensibles a los DF (Kashash et al., 2019). Sin embargo, no se conoce la relacion entre la
sensibilidad a DF de diferentes variedades de granada y el contenido de dcidos organicos y
azucares.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental.

Para realizar este trabajo, se han recolectado bajo criterios comerciales durante los
meses de septiembre y octubre de 2019, seis variedades de granada (Punica granatum L)
(Purple Queen - 4 septiembre; Acco y Bigfull - 10 septiembre; Kingdom, Mollar de Elche
y Wonderfull - 11 de octubre) procedentes de una finca de Albatera-Alicante. Las granadas
se seleccionaron exentas de dafos, podredumbres y fisiopatias. Para cada variedad se
realizaron tres lotes de 3 réplicas de 10 frutos. El primer lote lo constituian los frutos recién
recolectados y los otros dos se almacenaron durante 30 dia a 10 y 2 °C y un 90% de HR,
posteriormente se mantuvieron tres dias a 20 °C. En cada uno de los frutos se le evaluaron
los DF, tanto en la superficie como en el interior de la epidermis, se cuantifico la fuga de
electrolitos, se analiz6 el contenido de SST, AT y se identificaron y cuantificaron los dcidos
organicos y azucares

Evaluacion dafios por frio.

El indice de DF se evaluo individualmente basandose en el porcentaje de la
superficie afectada por sintomas (deshidratacion, pardeamiento y picado). Se utilizé una
escala heddnica de referencia de 5 puntos para evaluar el indice de dafios por frio externa e
interna de la siguiente manera: 1 (sin dafos), 2 (0-10%), 3 (10-30%), 4 (30-50%) y 5
(>50%).

Evaluacion de los solidos solubles totales y acidez titulable, acidos organicos y
azucares

La cuantificacion de SST, AT y la determinacion y acidos orgénicos y azucares se
realiz6 conforme a Sayyari et al. (2011). Los acidos organicos y azicares se cuantificaron
por HPLC Hewlett-Packard serie 1100. El sistema de elucion consistié en 4cido fosforico
al 0,1 % funcionando isocraticamente con un caudal de 0,5 ml min—1. Los 4cidos organicos
y azlcares se eluyeron a través de una columna Supelco (Supelcogel C-610H, 30 cm x 7,8
mm, (Supelco Park, Bellefonte, EE. UU.). Los acidos se detectaron por absorbancia a 210
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nm mientras que los azucares se detectaron mediante detector de indice de refraccion. Para
la cuantificacion se utilizaron curvas estandar de acidos y aztcares puros. Los resultados
se expresaron como g 100 mL™! para los azicares y los acidos orgénicos.

Analisis estadistico

El efecto de las temperaturas de conservacién sobre las diferentes variables
determinadas en las seis variedades de granada, se ha estudiado mediante Analisis de la
Varianza (ANOVA). Cuando las diferencias inducidas por los diferentes tratamientos han
resultado significativas, las medias se han separado mediante el test de Tukey. Ademas, se
han realizado regresiones lineales y no lineales de tipo exponencial entre las diferentes
variables analizadas. Todos los analisis se han realizado con el software SPSS version 11.0
para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos los frutos almacenados durante 30 dias a 10
°C no sufrieron DF. Sin embargo, todos los frutos que fueron almacenados durante 30 dias
a 2 °C mostraron diferentes niveles de severidad a los DF, siendo las variedades 'Kingdom’
y "Wonderfull” las que mas DF internos y externos manifestaron, seguidas de "Acco” y
‘Bigfull” y por ultimo las menos sensibles fueron "Purple Queen” y "Mollar de Elche” (p
<0.01) (Fig 1). Ademas, los DF en la cara interna de la epidermis de todas las variedades
analizadas fueron mayores que los de la exterior, pero siempre guardando Ila
proporcionalidad del dafio entre las variedades, como se puede comprobar con el alto nivel
de correlacion entre ellas (r* = 0.89) (Fig 1). En este sentido, se demuestra que existe una
diferente tolerancia, respuesta metabolica y adaptacion de las variedades de granada a los
DF (Kashash et al., 2019).

La FE incremento significativamente en las pieles de los frutos durante los 30 dias
de almacenamiento a 2 °C (p <0.01). Ademas, la FE de los frutos almacenados durante 30
dias a 2 °C no se correlaciond con los DF internos (r*= 0.1) y externos (r’= 0.02). Sin
embargo, si hubo una alta correlacion entre la FE de los frutos recién cosechados y los
dafios internos (r?= 0.8) y externos (r’= 0.63) de la piel de los frutos almacenados durante
30 dias a 2°C (Fig 2). La FE de los frutos recién recolectados podria servir como prediccion
a los DF actuando como indicador del estado de la membrana de los frutos. Como se ha
comprobado, la composicion de las membranas puede ser determinante en la aparicion de
DF, la composicion lipidica de la membrana de la epidermis se modifica como
consecuencia de los DF, los 4cidos grasos disminuyen y ademas la fraccion de acidos grasos
poliinsaturados disminuye respecto a los acidos grasos saturados (Mirdehghan et al., 2007).

El contenido de SST de todas las granadas estaba comprendido entre 13.5-16.3
°Brix, siendo las variedades "Mollar de Elche’, 'Kingdom” y Wonderfull” las que
mostraban una mayor concentracion de SST >15 °Brix, mientras que "Acco’, 'Bigfull" y
"Purple Queen” tenian un contenido de SST <14 °Brix. Los tres azlicares identificados en
todas las variedades fueron sacarosa con una concentracion inferior al 0.06 g 100 mL! (1%
del total de azucares), glucosa y fructosa, con una concentracion < 6 g 100 mL™! (~49.5%
del total de azucares respectivamente). La sacarosa se degradd en las variedades mas
sensibles al frio (‘'Kingdom” y "Wonderfull’), mientras que en las variedades menos
sensibles al frio ("Purple Queen” y "Mollar de Elche’) la sacarosa se acumulo.
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La AT de los frutos fue significativamente diferente entre las diferentes variedades
(p <0.01). Las variedades mas acidas fueron 'Kingdom” y "Wonderfull” con una AT
superior a 1.2 g 100 mL™!. Mientras que las variedades *Acco’ y "Bigfull” tenian una AT
proxima a 0.7 g 100 mL™! de 4cido citrico; por ultimo, las variedades “Purple Queen” y
"Mollar de Elche” su AT fue inferior a 0.4 g 100 mL! de 4cido citrico. De forma global, la
AT de las variedades mas sensibles al DF, 'Kingdom” y "Wonderfull’, increment6
significativamente (p <0.05) durante el almacenamiento a 2 °C debido principalmente a la
acumulacion de acido citrico. Sin embargo, en las variedades menos sensibles a DF (*Purple
Queen” y 'Mollar de Elche’) la AT no incrementd significativamente durante el
almacenamiento a 2 °C. En este sentido, los DF internos estaban correlacionados de forma
exponencial con la AT de los frutos (r>= 0.97) y con el contenido de 4cido citrico en
particular (r*= 0.95). El 4cido mélico, mayoritario en las variedades menos sensibles a DF,
no estaba correlacionado con los DF. El 4cido mélico fue minoritario en las variedades mas
sensibles a los DF (~0.06 g 100 mL™") y se degrado durante su almacenamiento frigorifico.
Sin embargo, en las variedades mas resistentes a DF (*Acco” y "Mollar de Elche’), el 4cido
malico fue el mayoritario (~0.1 g 100 mL™") y no se modificé durante el almacenamiento.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos podemos concluir que el contenido de 4cidos organicos,
en particular acido citrico, también puede jugar un papel primordial sobre la estructura de
las membranas y en la aparicion de DF principalmente en la cara interna de la epidermis y
en los segmentos blancos que separan los arilos.
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Fig. 1. Dafio

Fig. 2. Regresiones entre la fuga de electrolitos de las pieles de las 6 variedades de granada en el
dia 0 (o) y después de 30 dias almacenadas a 2 °C (e) y la presencia de dafios por frio en la

Dafio por frio externo

por frio interno y externo en la epidermis de 6 variedades de granadas.
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Resumen

Las cerezas son frutos muy valorados por los consumidores, pero son muy
perecederos y tienen una reducida vida util, incluso en condiciones de refrigeracion.
La melatonina es una hormona implicada en la respuesta a los distintos tipos de estrés
en plantas y tiene una repercusion importante sobre la calidad de los frutos. El
objetivo de este trabajo fue aumentar la calidad de la cereza en la recoleccion y
durante la conservacion mediante tratamientos del arbol con melatonina. El ensayo
se llevé a cabo en una finca comercial de Murcia sobre las variedades ‘Prime Giant’
y ‘Sweet Heart’. Se aplicaron tres tratamientos de melatonina a concentraciones de
0,1, 0,3 y 0,5 mM, en los momentos claves del desarrollo del fruto. Las cerezas se
recolectaron en estado de madurez comercial y posteriormente se conservaron a 2 °C
durante 0,7, 14 y 21 dias, tras los que se realizaron las determinaciones analiticas. Los
arboles tratados presentaron un mayor porcentaje de frutos comerciales respecto al
control. En la recoleccion, los parametros de calidad relacionados con el color, la
firmeza, los solidos solubles y la acidez, fueron mejorados con los tratamientos de
melatonina. Durante la conservacion frigorifica los frutos tratados tuvieron menores
pérdidas de peso, acidez y firmeza y menor evolucion de los sélidos solubles y del color.
Los fenoles y las antocianinas presentaron valores mas altos en las cerezas tratadas,
tanto en el momento de la recoleccion como durante la conservacion y la actividad de
las enzimas antioxidantes se incremento con los tratamientos. Como conclusion, la
melatonina podria ser una herramienta eficaz para mantener la calidad de la cereza
durante la conservacion y reducir el proceso de senescencia.

Palabras clave: Prunus avium, acidez, enzimas antioxidantes, antocianinas, fenoles

INTRODUCCION

La cereza es un fruto con una alta cantidad de compuestos bioactivos con
propiedades antioxidantes, destaca el contenido de fenoles, antocianinas y &cido ascorbico,
los cuales tienen importantes beneficios para la salud de los consumidores (McCune et al.,
2011). La cereza es un fruto muy perecedero y tienen una reducida vida util, incluso en
condiciones de refrigeracion, por lo tanto, hay que emplear una tecnologia precosecha y
postcosecha adecuada para mantener la calidad hasta que llega al consumidor final. La
melatonina es una hormona presente en diversos organismos, en 1995 se descubri6 en
plantas, esta hormona estd implicada en el crecimiento y desarrollo, actia como
antioxidante directo y se trata de una molécula de sefializacion que se encuentra implicada
en la respuesta a los distintos tipos de estrés tanto bidticos como abioticos. La aplicacion
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precosecha de esta hormona incrementa la produccion de los cultivos, aumenta la tolerancia
al estrés y activa el sistema de defensa de las plantas (Wang et al., 2020). Por lo tanto, el
objetivo del trabajo es evaluar el efecto de la aplicacién exdgena de melatonina sobre la
cereza y determinar los principales parametros de calidad y compuestos bioactivos, tanto
en el momento de la recoleccion como tras el almacenamiento postcosecha.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

El ensayo se realizd sobre cerezos de la especie Prunus avium, concretamente sobre
las variedades ‘Prime Giant’ y ‘Sweet Heart’, las cuales estaban injertadas sobre un patrén
‘Santa Lucia 64°. El cultivo estaba ubicado en la finca comercial “Finca Toli” situada en
Jumilla (Murcia). Se realizé un disefio de bloques aleatorios, cada bloque estaba formado
por tres repeticiones de 3 arboles, dando lugar a 9 arboles por tratamiento. Se ensayaron
tres dosis de melatonina 0,1 mM, 0,3 mM y 0,5 mM, los arboles controles se trataron solo
con agua. Las aplicaciones foliares se realizaron mediante pulverizacion foliar utilizando
un volumen de 2 litros por arbol, se aplicaron tres tratamientos durante el desarrollo de la
cereza en el arbol coincidiendo con el endurecimiento de hueso, cambio de color y tres dias
antes de la recoleccion. Las cerezas se recolectaron en estado de madurez comercial
siguiendo el criterio de la empresa, posteriormente se llevaron al laboratorio donde se
analizaron a los 0, 7, 14 y 21 dias de conservacion a 2 °C.

Métodos analiticos

Las pérdidas de peso se evaluaron mediante diferencia de pesada entre el dia inicial
y el muestreo, expresando el valor en porcentaje. El color se midié con un colorimetro
Minolta (CR200, Minolta Camera Co., Osaka, Japon) y se expres6 en coordenadas CIELab
como indice de color a*/b*. Los solidos solubles totales (SST) se cuantificaron con un
refractometro digital (Atago PR-101, Atago Co. Ltd., Tokio, Japon) a 20 °C. La acidez total
(AT) se determind en el mismo zumo con un valorador automatico (785 DMP Titrino,
Metrohm) con NaOH 0,1 N hasta alcanzar un pH 8,1. La firmeza se determind en cada
cereza utilizando un analizador de textura TX-XT2i (Stable Microsystems, Godalming,
Reino Unido), donde se aplic6 una fuerza para conseguir un 3% de deformacion del
diametro ecuatorial.

La extraccion de polifenoles se realizo con 5 g de tejido congelado y 10 mL de
agua:metanol (2:8, v:v), para las antocianinas totales se tomaron 2 g de tejido congelado en
10 mL de metanol:agua:HCI (80:19:1, v:v:v), las determinaciones analiticas se realizaron
siguiendo el método propuesto por Giménez et al. (2016). Catalasa, peroxidasa y ascorbato
peroxidasa se midieron a partir de 5 gramos de tejido congelado que se homogeneizaron
con 10 mL de tampdn fosfato de potasio 50 mM a pH 7,2, con 1% de polivinilpirrolidona
y I mM de 4cido etilendiaminotetraacético. La actividad catalasa se determind como la
bajada de absorbancia a 240 nm durante un minuto, la actividad peroxidasa se midié como
el aumento de absorbancia a 470 nm durante un minuto, la actividad ascorbato peroxidasa
se determind como el descenso de absorbancia durante un minuto a 290 nm. Se define una
unidad de actividad enzimatica (U) como la variacion de 0,01 unidades de absorbancia por
minuto (Giménez et al., 2017).
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Todos los valores se expresaron como la media = ES. El anélisis estadistico se
realizé con el software SPSS, version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Los datos se
sometieron a un analisis de la varianza (ANOVA), las medias se compararon mediante el
test de Tukey y las diferencias se consideraron significativas para un p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion de los tratamientos no afectd a la produccion total en ninguna de las
dos variedades. Las pérdidas de peso se incrementaron en ambas variedades tras 21 dias de
conservacion, pero estas fueron mayores en los controles que en las cerezas tratadas con
melatonina, la variedad ‘Prime Giant’ alcanzo valores de 10,86 + 0.36 % en el control
respeto al = 7 % en los tratamientos, la variedad ‘Sweet Heart’ present6 valores de 6,69 +
0,64 % en el control respeto al = 5 % de los tratamientos. El indice de color a*/b* se
incremento en los tratamientos de melatonina tanto en el momento de la recoleccién como
tras dos semanas de conservacion, posteriormente disminuyd, pero los tratamientos se
mantuvieron en valores superiores al control. La firmeza es un parametro que disminuye
durante el periodo de almacenamiento, pero tanto el dia de la recoleccion como durante el
periodo de conservacion las cerezas tratadas con melatonina presentaron valores superiores
al control. En la variedad ‘Prime Giant’ la acidez y los sélidos solubles fueron superiores
en las cerezas tratadas con melatonina respecto al control, en el momento de la recoleccion
y durante la conservacion, en la variedad ‘Sweet Heart’ no hubo diferencias el dia de la
recoleccion, pero durante la conservacion la acidez presentd niveles mas altos que el control
(datos no mostrados). El aumento de la calidad como consecuencia de la aplicacion de
elicitores también lo ha observado en cereza Martinez-Espla et al. (2014).

Las antocianinas presentaron valores superiores en las cerezas de la variedad ‘Prime
Giant’ y ‘Sweet Heart’ tratadas con melatonina respecto al control, este efecto se observo
tanto en el momento de la recoleccién como durante el almacenamiento postcosecha, en el
cual tras dos semanas de conservacion los niveles tienden a bajar, pero los tratamientos
mantuvieron valores mas altos que el control. Los polifenoles totales tienen una dindmica
similar a las antocianinas, ya que las antocianinas son los principales compuestos fenolicos
presentes en la cereza. La aplicacion de melatonina en frutos de granada también ha
conseguido incrementar los compuestos bioactivos como fenoles y antocianinas, ademas
de mejorar parametros de calidad (Lorente-Mento et al., 2021). Las enzimas antioxidantes
se han determinado en el control y en la dosis de melatonina 0,3 mM, ya que es la que ha
presentado un mejor comportamiento en ambas variedades durante la conservacion. En la
variedad ‘Prime Giant’ la actividad catalasa y ascorbato peroxidasa fue superior en el
tratamiento de melatonina 0,3 mM que en el control, pero durante el almacenamiento
disminuy6, sin embargo, las cerezas tratadas mantuvieron valores superiores al control,
respecto a la actividad peroxidasa incrementd durante la conservacion, pero no hubo
diferencias entre el tratamiento y el control. En la variedad ‘Sweet Heart’ la actividad
catalasa aument6 durante la conservacion en el control y en el tratamiento, pero la dosis de
melatonina 0,3 mM presentd un incremento del 20 % respecto al control. La actividad
ascorbato peroxidasa y peroxidasa se mantuvo mds o menos estable durante la
conservacion, pero los tratamientos presentaron valores superiores al control (Tabla 1).
Resultados similares ha obtenido Sharafi et al. (2021) consiguiendo un aumento de las
enzimas antioxidantes, lo que permite mantener la integridad de la membrana durante su
almacenamiento frigorifico.
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CONCLUSIONES

Los tratamientos con melatonina en cereza mejoran los parametros de calidad en el
momento de la recoleccion y los mantiene durante su conservacion frigorifica en niveles
mas altos respecto al control. Ademas, los compuestos como fenoles, antocianinas y
enzimas antioxidantes presentan valores superiores en la fruta tratada con melatonina, lo
que se traduce en un retraso de la senescencia y un mayor contenido de compuestos
bioactivos con importantes beneficios para la salud de los consumidores.
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Tabla 1. Actividad catalasa, ascorbato peroxidasa y peroxidasa para las cerezas control y
tratadas con melatonina 0,3 mM de la variedad ‘Prime Giant’ (P.G) y ‘Sweet Heart’
(S.H), en el momento de la recoleccion y tras 7, 14 y 21 dias de conservacion. Los datos

son la media + ES.

Enzima Dias Control Melatonina 0,3 mM
0 135,08 + 9,64 182,93 + 6,11
- 7 128,75+ 9,61 161,95 + 8,60
14 117,02 + 7,26 149,79 + 8,06
Actividad 21 116,37 + 6,15 151,19 + 12,28
catalasa
(U min”! g) 0 83,91 + 10,41 107,29 + 7,14
7 94,92 + 7,39 110,80 + 2,71
SH 14 99,50 + 6,73 120,20 + 6,06
21 100,74 + 5,90 123,46 + 8,76
0 118,08 + 4,14 139,21 + 4,32
7 108,51 + 5,02 129,84 + 5,11
Actividad o 14 108,93 + 6,25 130,42 + 6,43
ascorbato 21 107,28 + 6,15 125,19 + 4,38
pero?ii_cliaS_all 0 95,01 + 4,39 111,48 + 4,82
(Umin™¢") 7 102,05 + 2,69 109,37 + 6,71
SH 14 98,90 + 6,44 120,27 + 2,40
21 93,10 + 6,14 110,33 + 4,32
0 51,96 + 1,02 49,67 +2,71
7 67,62 + 2,94 73,13+ 0,71
o 14 72,03 +3,37 72,28 + 2,80
Actividad 21 70,06 + 1,98 76,07 + 1,80
peroxidasa
(U min! g) 0 57,77+ 1,39 63,74 + 3,23
60,50 + 0,33 63,45 + 2,06
S>H 14 55,29 + 1,37 63,62 + 1,73
21 55,42+ 0,72 65,80 + 0,83
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Resumen

La banana es una fruta tropical que tiene una corta vida util y sufre dafios
por frio que se pueden desarrollar tanto en la piel como en el interior del fruto. En
este estudio evaluamos el incremento de la calidad y el efecto en la reduccion de estos
dafios mediante la aplicacion de vapores de jasmonato de metilo (JaMe) y 1-
metilciclopropeno (1-MCP). Tras los tratamientos los frutos se almacenaron a
7°C. Los tratamientos aplicados de forma independiente mejoraron los parametros
de la calidad de los frutos tratados en comparacion con los frutos control. Se
obtuvieron menores pérdidas de peso y mayores niveles de firmeza, y una menor
salida de electrolitos de la piel. Ademas, ambos tratamientos controlaron la
incidencia de los dafios por frio mostrando mejores resultados al combinar ambos
tratamientos. Por tanto, la aplicacion de compuestos de origen natural como el JaMe
de forma individual o en combinacion con 1-MCP podrian ser una herramienta
eficaz a la hora de controlar la maduracién y dafios por frio en la banana.

Palabras clave: maduracion, vida util, refrigeracion, postcosecha, dafios por frio

Introduccion

La banana (Musa acuminata Colla, grupo AAA) es una de las frutas tropicales de
mayor importancia con respecto a su produccién en distintas areas productivas a nivel
mundial. La cv. Johnson perteneciente al subgrupo Cavendish es una de las variedades
mas ampliamente distribuida en las Islas Canarias. El almacenamiento en frio es el
tratamiento mas eficaz para retrasar la maduracion de la fruta. Sin embargo, las
temperaturas de almacenamiento subdptimas pueden causar dafios y pérdidas de calidad
en los frutos. Distintos tratamientos se han utilizado para mantener la calidad y reducir
los dafios por frio, uno de estos tratamientos es el 1-metilciclopropeno (1-MCP) cuya
accion es capaz de retrasar la pérdida de calidad y reducir los dafios por frio (Watkins,
2006). Por otro lado, el jasmonato de metilo (JaMe) es una fitohormona derivada del
acido jasmonico que se encuentra presente de forma natural en el reino vegetal, actuando
como elicitor en procesos fisioldgicos y bioquimicos, asi como frente al estres producido
por las condiciones de refrigeracion (Sayyari et al., 2011). En este estudio, tratamos de
dilucidar las posibilidades del JaMe y del 1-MCP solos o combinados entre si, sobre los
dafos por frio y la vida util.

Materiales y Métodos

Las bananas cv. Johnson perteneciente el subgrupo Cavendish (Musa acuminata
Colla, grupo AAA) objeto de este estudio se recolectaron en estado inmaduro en la Isla
de la Palma y fueron enviadas rapidamente a la peninsula. A la llegada de las bananas se
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aplico etileno durante 24 ha 16 + 1°C. Seguidamente fueron transportados al laboratorio
y seleccionadas. Tras la seleccion de 189 frutos, se agruparon en lotes o tratamientos de
9 bananas divididos en tres muestras de 3 bananas cada uno. Ademas, se seleccionaron
otros 9 frutos para evaluar el dia 0 y establecer asi las condiciones en las cuales llegaron
al laboratorio (datos no mostrados). Los tratamientos aplicados fueron vapores (JaMe
0.01 mM) y 1-MCP (300 ppb) durante 24 horas a 20°C. La dosis de 1-MCP éptima en
estos frutos fue escogida de entre las ensayadas por Moradinezhad et al., (2010) mientras
que la dosis de JaMe se seleccion6 en base a estudios propios. Los tratamientos con 1-
MCP se realizaron mediante la utilizacion de pastillas comerciales liberadoras de este
compuesto a las dosis aplicadas, todo proporcionado por SmartFresh (AgroFresh Inc.,
Philadelphia, PA) en contenedores herméticos de 130 L. Todos los frutos se almacenaron
a 7°C con una humedad relativa del 90 % para ser posteriormente muestreados tras
diversos periodos de almacenamiento en frio méas dos dias méas a 20°C para evaluar la
vida atil. Los parametros como la pérdida de peso, los sélidos solubles y la acidez total
han sido evaluados segln Serrano et al., (2009). Otros parametros como la firmeza, el
color, la fuga de electrolitos y los dafios por frio fueron evaluados visualmente con ligeras
modificaciones, utilizando el método descrito por Hao et al., (2019). Para los dafios por
frio se asignd una escala (0-4) donde 0: sin dafios, el 1: dafio ligero (del 1-20% de la
superficie del fruto afectado), 2: dafio moderado (21-50%), 3: dafio severo (51-80%) y 4:
dafio muy severo (81-100%). El experimento se llevo a cabo en un disefio completamente
aleatorio. Se realizé el anélisis de varianza (ANOVA) y los datos se estudiaron utilizando
el paquete de software SPSS v. 20.0. para Windows. Cuando las diferencias mostradas
por las distintas muestras han resultado ser significativas (p < 0.05) los valores de las
medias + ES se compararon mediante el Test de Tukey.

Resultados y Discusion

Los resultados més relevantes obtenidos tras estudiar el efecto de los distintos
tratamientos aplicados sobre las bananas tras 28 dias a 7°C méas un periodo adicional de
2 dias a 20°C se muestran en la Tabla 1. Las pérdidas de peso tras el almacenamiento
refrigerado alcanzaron los mayores valores en los frutos control (10,11 + 0,69 %) mientras
que los distintos tratamientos fueron capaces de reducir de forma significativa (p < 0.05)
obteniendo valores de pérdida de peso de 8,48 + 0,45y de 8,44 + 0,62 % para las bananas
tratadas con 1-MCP o con vapores de JaMe 0.01 mM respectivamente. Sin embargo,
cuando se aplicaron los tratamientos de forma combinada (JaMe 0.01 mM + 1-MCP) se
observo una pérdida de peso significativamente inferior (p < 0.05) con respecto a la
obtenida cuando se aplican estos tratamientos por separado alcanzando valores de 6,91 +
0,84 %. Las pérdidas de peso en frutas y hortalizas son provocadas por los procesos de
respiracion y transpiracion. Tanto el JaMe como las aplicaciones con 1-MCP son capaces
de reducir las pérdidas de peso mediante un mayor mantenimiento de la integridad de las
membranas celulares, asi como de retrasar su madurez y senescencia (Elbagoury et al.,
2020). Todos los tratamientos ensayados mantuvieron mayores niveles de firmeza con
respecto al control. Sin embargo, los mecanismos involucrados son diferentes. Esta
ampliamente documentado que el 1-MCP reduce el metabolismo de los frutos, retrasando
la maduracion y retrasando la degradacion de las paredes celulares (Watkins, 2006).
Asimismo, y de forma comun en un amplio nimero de distintas especies vegetales, el
JaMe es capaz de mantener la integridad de la membrana mediante una reduccién del
estrés oxidativo (Sun et al., 2013). Ademas, aporta energia adicional en el metabolismo
celular frente a las mayores necesidades que experimentan las células vegetales conforme
avanza la maduracion y senescencia del fruto o su exposicidn a temperaturas suboptimas
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(Aghdam et al., 2018). Por ello la reduccién adicional en las pérdidas de peso obtenida al
combinarse ambas tecnologias podria ser debido a un efecto aditivo entre los efectos
positivos de ambas aplicaciones.

Con respecto al color de las bananas, pudimos comprobar que tanto el color L*
como el angulo Hue* mostraron de forma significativa (p <0,05) unos valores mayores
en los frutos tratados con respecto a los frutos controles. En este sentido se observé un
efecto positivo adicional en el angulo Hue* y en el pardmetro L* cuando los tratamientos
se aplicaron mediante combinacion de estos (JaMe 0.01 mM + 1-MCP).

Tras evaluar el contenido en SST y AT, pudimos comprobar como las bananas
mostraron diferencias en estos parametros cuando se compararon los frutos controles con
el resto de los tratamientos. Sin embargo, las bananas tratadas con JaMe + 1-MCP
mostraron en general una mayor acidez y un menor contenido en sélidos solubles
comparadas con las frutas control. En estudios previos y en consonancia con nuestros
resultados se ha observado que el contenido en azucares no se ve afectado por el
tratamiento de las bananas con 1-MCP (Golding et al., 1998) mientras que si se ve
retrasado por la accién del JaMe (Elbagouri et al., 2020) al retardar la evolucién de la
madurez. En este sentido, tanto la accion del JaMe como la del 1-MCP aplicados de forma
aislada o mediante combinacién mostraron un retraso en el descenso de la AT durante el
almacenamiento como se ha observado en distintos estudios previos en banana y otros
frutos (Watkins, 2006; Wang et al., 2021). Pese a que no se observaron importantes
diferencias tras 28 dias de almacenamiento, si se observé un retraso en la pérdida de AT
en este estudio a lo largo del almacenamiento en muestreos previos (datos no mostrados).

Como el resto de las frutas tropicales, la banana es sensible a los dafios por frio,
provocando pardeamientos y depresiones en la piel. En este estudio las bananas mostraron
dafos por frio a partir de los primeros 7 dias de almacenamiento a 7°C mas dos dias a
20°C como periodo de vida atil (datos no mostrados). Como se puede observar en la Tabla
1, los tratamientos basados en la aplicacion de 1-MCP y JaMe 0.01 mM de forma
independiente 0 como combinacion de ambos, mostraron un efecto significativo (p <
0,05) reduciendo la incidencia de los dafios por frio en las bananas, asi como también la
salida de electrolitos. Ademas, cuando evaluamos la fuga de electrolitos, pudimos
comprobar como pese a que los tratamientos basados en la aplicacion de forma aislada de
1-MCP y JaMe 0.01 mM redujeron de forma significativa (p < 0,05) el incremento de
este pardmetro en un 14,81 y un 10,15 % con respecto a los frutos control
respectivamente. Sin embargo, la mayor reduccion se obtuvo al aplicar 1-MCP + JaMe
0.01 mM reduciéndose la incidencia de los dafios por frio con respecto a las bananas
control hasta un 22,93 %. De forma similar, la combinacién de tratamientos redujo de
forma significatica (p < 0.05) la incidencia de pardeamientos en la piel de las bananas.
Basandonos en los resultados, la menor salida de electrolitos estaria reflejando una mayor
integridad de las membranas celulares debido a los tratamientos aplicados con 1-MCP y
JaMe. Esta mayor integridad seria la responsable de la mayor firmeza de los frutos que a
su vez estaria asociada a una menor incidencia de la evolucién de los dafios por frio. Esta
relacion ha sido observada también en otras variedades de banana tanto tras la aplicacion
de tratamientos con 1- MCP (Jiao et al., 2018) como tras aplicar JaMe en estas frutas
(Elbagouri et al., 2020; Wang et al., 2021).

Conclusion

Los tratamientos aplicados fueron eficaces cuando se aplicaron por separado, sin
embargo, al aplicarse de forma combinada, el impacto sobre la calidad fue superior, por
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ello, la combinacion de tratamientos basados en elicitores como el JaMe con tratamientos
con 1-MCP podrian suponer una importante mejora sobre la calidad de las bananas
especialmente si estas son almacenadas a bajas temperaturas.

Referencias

Aghdam, M.S., Jannatizadeh, A., Luo, Z., Paliyath, G. (2018). Ensuring sufficient
intracellular ATP supplying and friendly extracellular ATP signaling attenuates
stresses, delays senescence, and maintains quality in horticultural crops during
postharvest life. Trends Food Sci. & Technol. 76: 67-81.

Elbagoury, M.M., Turoop, L., Runo, S., Sila, D.N. (2020). Regulatory influences of
methyl jasmonate and calcium chloride on chilling injury of banana fruit during cold
storage and ripening. Food Sci. Nutr. 20,9(2): 929-942.

Golding, J.B., Shearer, D., Wyllie, S.G., McGlasson, W.B. (1998). Application of 1-MCP
and propylene to identify ethylene-dependent ripening processes in mature banana
fruit. Postharvest Biol. Technol. 14: 87-98.

Hao, J., Li, X., Xu, G., Huo, Y., Yang, Y. (2019). Exogenous progesterone treatment
alleviates chilling injury in postharvest banana fruit associated with induction of
alternative oxidase and antioxidant defense. Food Chem. 286: 329-337.

Jiao, W., Xi, Y., Cao, J., Fan, X., Jiang, W. (2018). Regulatory effects of CaCl2, sodium
isoascorbate, and 1-methylcyclopropene on chilling injury of banana fruit at two
ripening stages and the mechanisms involved. J Food Process Preserv. 42:e13442.

Moradinezhad, F., M. Sedgley, A.J. Able. (2010). Effect of pre-ripening chilling
temperatures on ripening, shelf life and quality of bananas treated with 1-
methylcyclopropene. Int. J. Food Sci. Technol. 45(2):312-318.

Sayyari, M., Babalar, M., Kalantari, S., Martinez-Romero, D., Guillén, F., Serrano, M.,
Valero, D. (2011). Vapour treatments with methyl salicylate or methyl jasmonate
alleviated chilling injury and enhanced antioxidant potential during postharvest
storage of pomegranates. Food Chem. 124: 964-970.

Serrano, M., Diaz-Mula, H. M., Zapata, P. J., Castillo, S., Guillén, F., Martinez-Romero,
D., Valverde, J. M., & Valero, D. (2009). Maturity Stage at Harvest Determines the
Fruit Quality and Antioxidant Potential after Storage of Sweet Cherry Cultivars.
J.Agric. & Food Chem. 57(8): 3240-3246.

SunD., Lu X., Hu Y., Li W., Hong K., Mo Y., Xie J. (2013). Methyl jasmonate induced
defense responses increase resistance to Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 in
banana. Sci. Hortic.164:484-491.

Wang, S.Y., Shi, X.C..Liu, F.Q., Laborda, P. (2020). Effects of exogenous methyl
jasmonate on quality and preservation of postharvest fruits: A review. Food Chem.
353:129-482.

Watkins, C.B. (2006). The use of 1-methylcyclopropene (1-MCP) on fruits and
vegetables. Biotechnol. Advances. 24 (4): 389-409.

227



TABLAS
Tabla 1. Efecto del tratamiento postcosecha con JaMe y 1-MCP sobre la calidad de los

platanos durante el almacenamiento a 7°C durante 28 dias méas dos dias de vida util a

20 °C.
Control 1-MCP JaMe JaMe 0.01 mM

Parametros 0.01 mM + 1-MCP
Pérdida de 10,11 £ 0,69a 8,48 + 0,45ab 8,44 £ 0,62ab 6,91 +0,84b
peso (%)
Firmeza 0,68 + 0,01c 0,75+ 0,01a 0,73 +0,02b 0,75+ 0,01a
(N mm?)
Color L* 49,57 +1,01c 59,32 + 0,86ab 55,43 £ 0,92b 59,97 £ 0,87a
Angulo Hue* 81,50 + 0,87b 84,71 £ 0,70ab 84,56 + 0,87ab 85,90 £ 0,56a
Soélidos 17,75 + 0,20ab 18,08 + 0,12a 17,08 + 0,05¢ 17,25 +0,17bc
solubles (%)
Acidez (%) 0,30+ 0,014c 0,37 £ 6,31E%a 0,33+ 3,6E3bc 0,35 + 4,36E%ab
Fuga de 26,60 + 0,66a 22,96 +0,41b 23,90 £ 0,13b 20,52 £ 0,52¢
electrolitos (%)
Dafio por frio 3,19+£0,19 2,44 £ 0,23b 2,66 +0,17ab 2,08+£0,12b

(Escala 0-4)

Los datos han sido expresados como la media + SE. Para cada parametro, diferentes

letras dentro de la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05)
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Resumen

El picado amargo o “bitter pit” es una grave alteracion fisiologica en manzana
frecuentemente asociada a déficit de Ca durante la maduracion. La forma
convencional de aplicar Ca en fertirrigacion es el nitrato calcico [Ca(NO3)2 -NC-],
pero por los problemas que ocasiona al contaminar suelos y acuiferos se estudia
aplicarlo mediante sulfato calcico natural micronizado (CaSO4¢2H20 -SC-), que es
sostenible y tiene otras ventajas frente al NC, como su menor coste. El objetivo del
trabajo fue estudiar el efecto en manzana Golden delicious de un fertirriego con SC
frente al realizado con NC, manteniendo igual el resto de fertilizantes, sobre la
incidencia de picado amargo y los principales atributos de calidad (color, firmeza,
solidos solubles totales -SST-, pH y acidez titulable) en la recoleccion, tras 68 dias a
1°C y tras 7 dias adicionales a 20°C. El contenido de Ca en el fruto cosechado fue 36,8
y 32,8 mg Ca kg! para NC y SC, respectivamente. El desarrollo de picado amargo
tras la conservacion fue menor del 3% sin diferencias entre tratamientos. La
intensidad de color (Croma) aumenté un 13,7 y 13,1% en frutos bajo NC y SC
respectivamente tras la frigoconservacion y se duplico tras la comercializacion. La
firmeza inicial fue de 43,2 y 41,1 N para frutos procedentes de NC y SC
respectivamente y se preservo tras 68 dias a 1°C. Los SST al cosechar fueron 15,3°Brix
sin diferencias entre tratamientos. Como principal conclusion, al finalizar la vida
comercial no hubo diferencias entre ambos tipos de fertirriego en la incidencia de
picado amargo ni en los atributos de calidad del fruto, por lo que el SC podria sustituir
ventajosamente al NC en una fertirrigacion calcica sostenible, sin aportar nitratos.

Palabras clave: abonado calcico, postcosecha, conservacion refrigerada, vida comercial.

INTRODUCCION

La manzana es susceptible a dafios en la postrecoleccion por deshidratacion,
alteraciones fungicas y desordenes fisiologicos, que llegan a impedir la aceptacion por el
consumidor. El picado amargo (“bitter pit” -BP-) constituye el principal problema
fisiologico en el almacenamiento refrigerado de las manzanas a nivel mundial. La
alteracion se inicia en el arbol, pero se manifiesta principalmente en la frigoconservacion.
Esta relacionada con la escasa asimilacion de Ca y con su insuficiente acumulacion en los
frutos, apareciendo externamente como pequenas depresiones de color verde intenso, que
se transforman en depresiones separadas de 2 a 10 mm (segun variedad), con zonas
pardeadas, acorchadas, secas, esponjosas y amargas formando ligeras cavidades (Torres et
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al., 2017a). También influyen en su desarrollo el contenido y la relacion de otros nutrientes
como B, Mg, N o K (De Freitas et al., 2015). Las “calciopatias” degradan la pulpa en zonas
que contienen niveles mas altos de Ca, Mg y K que los tejidos sanos, mayor actividad
polifenoloxidasa y menor concentracion de carbohidratos, sin conocerse tratamientos
practicos para prevenir o controlar su aparicion (Val et al., 2011). La aplicacion de Ca a las
raices durante el crecimiento del fruto podria minimizar el desarrollo de BP, pero el
resultado en manzana Golden delicious no fue significativo (Torres et al., 2017b). El
objetivo del presente trabajo ha sido evaluar el efecto de la fertilizacién con CaSO4¢2H>0O
(SC) micronizado, aplicado en riego localizado por goteo, en comparaciéon con el de la
convencional a base de Ca(NO3)2 (NC), sobre la calidad global de la manzana Golden
delicious en la cosecha y durante la vida comercial , asi como sobre el desarrollo de BP.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de campo se realizaron en la finca ubicada en el Poligono 87, Parcela
172, en la Canada Tarragolla, en el T.M. de Caravaca de la Cruz, en la Regién de Murcia.
La fertirrigacion con SC se llevd a cabo con Yescal 00, micronizado 80-120 pm, con 79%
CaSO0s: y 21% H:0, de Sulfato Calcico del Mediterraneo S.L., mientras la de NC se hizo
con Nova calcium 15,5-0-0 + 26,5 CaO de AICL. Los manzanos Golden delicious
injertados sobre patrén M9, de unos 10 afos, de los sectores fertirrigados con NC y con SC
se recolectaron en el estado de madurez recomendado para largos periodos de
almacenamiento, segun el test del almidon (CTIFL, 1995). Se seleccionaron un total de 45
frutos de cada tratamiento y se conservaron en las camaras frigorificas del GPR en la Planta
Piloto de Tecnologia de Alimentos de la UPCT durante 68 dias a 1°C y 95% humedad
relativa -HR- (68d1C) seguido de una simulacion del periodo de comercializacion de 7 dias
a una temperatura de aproximadamente 20°C y 60 % HR (68d1C + 7d20C). La incidencia
del BP se calculd como el porcentaje de frutos con dichos sintomas, empleando la siguiente
gradacion segun el criterio de Torres et al. (2015): grado 0 (fruta sana), grado 1 (leve; entre
1 y 6 manchas en su epidermis), grado 2 (moderado; entre 7 y 15 manchas), grado 3 (severo;
mas de 15 manchas). Los principales atributos de calidad fueron realizados segun la
metodologia descrita por Castillejo et al. (2022). El color de la epidermis se determind por
fotocolorimetria de reflexion sobre la piel de las manzanas con un equipo Minolta CR-400
en el espacio de color CIELAB. Los so6lidos solubles totales (SST) por refractometria a
temperatura ambiente y expresados en °Brix, pH con un pH-metro y la acidez titulable (AT)
mediante un titulador automatico y el resultado se expreso6 en g acido citrico 100 mL™!. La
firmeza se determind con una prensa universal Ibertest a temperatura ambiente con un
cilindro de 8 mm de didmetro y una superficie de 2,01 cm? que comprimié el fruto 5 mm a
una velocidad de contacto de 10 mm s™' y los resultados se expresaron en Newton (N). El
disefio estadistico del experimento fue bifactorial (fertirriego y tiempo) sometiéndose a un
analisis de varianza (ANOVA) usando el Statgraphics Plus software (vs. 5.1, Statpoint
Technologies Inc, Warrenton, USA). La significacion estadistica se evalud a nivel P < 0,05
y se uso test de rango multiple de Tukey para comparar medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos de fertirriego estudiados no indujeron diferencias significativas en
el indice de severidad de BP, llegando a niveles maximos de 0,1 en los frutos SC (Figura
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1). El contenido de Ca en el momento de la recoleccion fue ligeramente bajo (36,8 mg kg
!en frutos fertirrigados con NC y de 32,8 mg kg'! con SC) y tras la aparicion del BP durante
la frigoconservacion se observd un menor contenido de Ca en los frutos que presentaban
dicha alteracion. Torres et al. (2017b) reportaron que concentraciones de Ca superiores a
50-60 mg kg! se acompafian con una baja incidencia del BP, sin embargo, depende también
del cultivar y/o del afio de cultivo. Tras 68d1C y tras la aparicion del BP en algunos frutos,
el contenido de Ca total en los frutos sanos fertirrigados con SC fue de 49,5 mg kg’
mientras en los que tenian sintomas de BP fue de 34,9 mg k''g. Esto no ocurrio en los frutos
fertirrigados con NC. El porcentaje de frutos afectados por BP en la recoleccion fue menor
del 3% en ambos tratamientos de fertirriego, alcanzando valores maximos del 30% tras
68d1C + 7d20C (Figura 2). En la Tabla 1 se observan los principales parametros de calidad
durante la conservacion de la manzana. La firmeza inicial de los frutos fue 47,2+0,5 y
48,0+0,5 N bajo SC y NC respectivamente y no se observaron diferencias significativas
durante su almacenamiento, pero se observo una disminucion tras la comercializacion. El
indice Croma es un indicador de la evolucion de la maduracion y, como cabia esperar, tras
68d1C se observo un aumento del 14 y 13 % en los frutos bajo NC y SC respectivamente
con respecto al dia inicial, siendo alin mayor (24 y 21%, respectivamente) tras 68d1C +
7d20C. Esto se vio correlacionado con los valores de pH, AT y SST que aumentaron
ligeramente tras 68d1C y tras 68d1C + 7d20C.

CONCLUSIONES

La fertirrigacion con CaSO4 micronizado en manzana Golden delicious, puede
reemplazar a la convencional aportacion de Ca mediante Ca(NOs)> sin diferencias
relevantes en la calidad global de los frutos ni, en particular, en la aparicion del picado
amargo. A la ventaja de ser un producto sostenible en la fertilizacion calcica, apto para
cultivo ecologico, se le suma su menor precio.
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TABLAS Y FIGURAS

Figura 1. indice de severidad del picado amargo (Bitter pit -BP-) y contenido de calcio
en manzana Golden delicious inicial, tras una conservacion de 68 dias a 1°C y 95% HR y
una comercializacion de 7 dias a 20°C y 62% HR.

Figura 2. Porcentaje de frutos con Bitter pit (BP) en manzana Golden delicious inicial,
tras una conservacion de 68 dias a 0/1°C y 95% HR y una comercializacion de 7 dias a
20°Cy 62% HR.

Tabla 1. Porcentaje de frutos con Bitter pit (BP) en manzana Golden delicious inicial,
tras una conservacion de 68 dias a 1°C y 95% HR y una comercializacion de 7 dias 20°C

y 62% HR.
Conservacion NC SC

Inicial 43,242,642 41,142,942
Croma 68d1C 37,745,242 38,942,842
68d1C + 7d20C 33,6+1,24P 32,1£1,342
Inicial 47.240,54¢ 48,0+0,54¢
Firmeza (N) 68d1C 53,7+0,84° 54,3+0,94°
68d1C + 7d20C 58,340,612 58,2+0,6™
Inicial 15,3+0,84° 15,3+0,14¢
SST 68d1C 16,241,140 17,8+0,342
68d1C + 7d20C 17,740,442 16,1+0,48°
Inicial 3,42+0,034° 3,424+0,054°
pH 68d1C 3,67+0,0442 3,74+0,0442
68d1C + 7d20C 3,7240,0742 3,74+0,0542
Inicial 0,68+0,0342 0,74+0,0842
AT 68d1C 0,69+0,1442 0,67+0,0942
68d1C + 7d20C 0,60+0,1042 0,67+0,0742
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Resumen

La podredumbre parda, causada por el hongo Monilinia spp., es actualmente
la enfermedad que mayores pérdidas ocasiona en fruta de hueso. Actualmente M.
fructicola y M. laxa son las especies con mayor incidencia en Espaiia, y M. fructicola
se ha convertido en la especie dominante en el Valle del Ebro. Por otro lado, en los
ultimos aiios, se han intensificado los daifios producidos por la ‘mancha corchosa’,
una fisiopatia que provoca un pardeamiento tanto externo como interno del fruto.
La cuticula del fruto es la primera barrera de proteccion frente a las agresiones
externas, por lo que puede tener un papel clave en la susceptibilidad a estas
fisiopatias.

En este trabajo se ha estudiado la susceptibilidad de los frutos a la incidencia
de mancha corchosa, asi como a la infeccion Monilinia fructicola (G. Winter) Honey
en 71 cultivares locales de melocotén (Prunus persica L., Batsch) de la Colecciéon
Nacional de Referencia de melocotonero existente en CITA de Aragon (Zaragoza).
Ademas, se ha estudiado la relacion de la morfologia de la cuticula con la
susceptibilidad a estas patologias.

Los resultados han mostrado una amplia variabilidad en la susceptibilidad
tanto a la infeccion por M. fructicola como a la ‘mancha corchosa’ entre las
variedades de melocoton estudiadas, lo que abre las puertas a la seleccion de
material menos susceptible para su uso en mejora, asi como la bisqueda de zonas
genomicas que influyan en el control de la tolerancia a estas patologias. Por otro
lado, la cuticula del fruto ha mostrado una influencia clara sobre la incidencia de
estos desordenes, lo que sefiala su papel clave en la resistencia natural del melocoton
frente a patologias postcosecha.

Palabras clave: Monilia, mancha corchosa, germoplasma, calidad de fruto, resistencia

INTRODUCCION

La podredumbre parda, causada por Monilinia spp. es una de las enfermedades
econdmicamente mas importantes en frutas de hueso. En Espafia, M. laxa y M. fructicola
han sido los patdgenos mas recurrentes desde la desaparicion de M. fructigena de Espafia
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en 2010. M. fructicola es actualmente la especie predominante en el Valle del Ebro. Se
estima que la infeccion por podredumbre parda puede causar la pérdida de mas del 60%
de la cosecha (Villarino et al., 2016), lo que representa enormes pérdidas econdmicas para
los productores.

Por otro lado, en los ultimos afios se ha observado un aumento de la incidencia de
la ‘mancha corchosa’ (Fig. 1), una fisiopatia de la que se tiene muy poca informacion, y
que se caracteriza por la aparicion de unas manchas marrones tanto en piel como en pulpa,
acompaiiadas por un tejido de aspecto corchoso. La incidencia de esta fisiopatia es muy
elevada en algunas variedades de melocoton amarillo tardio muy cultivados en la zona
del Valle del Ebro.

La tolerancia o la susceptibilidad reducida es la estrategia més segura y sostenible
para el medio ambiente para reducir la incidencia de las fisiopatias postcosecha y las
infecciones fungicas en frutales. En el caso de podredumbre parda, se ha observado cierto
grado de tolerancia frente a Monilinia spp. en la variedad local brasilefia ‘Bolinha’, asi
como en algunas selecciones avanzadas (Martinez-Garcia et al., 2013). En el caso de la
‘mancha corchosa’ hay una clara influencia de la variedad, puesto que los dafios se
observan de forma mucho maés intensa en un pequefio grupo de variedades de melocoton
amarillo tardio.

Sin embargo, ni los mecanismos de tolerancia a la podredumbre parda ni a la
‘mancha corchosa’ estan claros. En el caso de la ‘mancha corchosa’, no existen estudios
previos. En el caso de la podredumbre parda, estudios previos han relacionado los altos
niveles de fenoles y la actividad de la enzima polifenol oxidasa, asi como cuticulas mas
gruesas con una menor susceptibilidad a Monilinia spp. (Gradziel et al., 2003; Villarino
etal., 2013).

MATERIAL Y METODOS

Las evaluaciones se llevaron a cabo durante tres campafias (2019-2021) utilizando
71 cultivares espafioles (2 arboles por cultivar) de la coleccion nacional de melocotonero
del CITA (Zaragoza). Los arboles se plantaron en 2010, injertados sobre el hibrido
melocoton x almendro 'Garnem'.

Los frutos fueron cosechados en madurez comercial. La susceptibilidad del fruto
a la infeccion por Monilinia fructicola (Winter) Honey se evalu6 mediante inoculacién
controlada. La cepa utilizada en este estudio (CPMC3) fue proporcionada por el grupo de
Patologia Postcollita del IRTA (Lleida, Catalufa, Espafia). Para las inoculaciones se
usaron veinte frutos sin defectos de cada arbol y madurez similar. La inoculacion sin
herida se realiz6 siguiendo el protocolo de Martinez-Garcia et al. (2013). Los didmetros
de las lesiones (mm) se registraron 5 dias después de la inoculacion y tras incubacion a
20 °C en oscuridad y alta humedad (100%). Para cada variedad se calculo el indice de
severidad de la enfermedad (DSI) siguiendo el protocolo de Fu et al., (2021) con
modificaciones, y se promedid para los dos arboles por variedad.

Para la evaluacion de la susceptibilidad al desarrollo de ‘mancha corchosa’, se
puso a punto un protocolo de induccion mediante la incubacion de la fruta en vacio en
una solucion 0.05M de MgCl,. Tras 14 dias de conservacion a 0.5°C, la incidencia de
mancha corchosa se evaluo en cada fruto mediante una escala visual categorica del 1 al 4
(0, fruto sano; 3, >30% superficie del fruto afectada). Esta evaluacion se llevo a cabo
durante 2 campaias (2020 y 2021).
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Para las evaluaciones de la cuticula, se seleccionaron 3 frutos sin defectos por
arbol y se cortaron 5 discos epidérmicos de 13 mm de diametro de cada fruto con un
sacacorchos. Para el analisis anatomico (grosor y densidad), las cuticulas se aislaron
enzimaticamente mediante incubacién en tampon de pectinasa y celulasa (Belge et al.,
2014). Las cuticulas aisladas se secaron a temperatura ambiente y luego se evaluaron
gravimétricamente para calcular la densidad. Para la observacion de cuticulas, se fijaron,
deshidrataron e incluyeron en parafina siguiendo la metodologia de Alcaraz et al. (2013).
Las secciones transversales se cortaron con un microtomo, se tifieron con diferentes
tinciones y se examinaron con microscopia optica. Para medir el grosor de la cuticula a
partir de micrografias se utilizo el software gratuito ImagelJ (version 1.47r).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron una variabilidad significativa en la susceptibilidad a la
infeccion por M. fructicola entre las variedades de melocotonero espanolas estudiadas
(Fig. 2), mientras que no se observaron diferencias significativas entre distintas
campafas. 'Rojo de Tudela' fue la variedad menos susceptible, junto con 'La Escola' y
'Gallur', mientras que 'Borracho de Jarque' mostré la mayor susceptibilidad, seguido de
dos tipos de paraguayo. Cabe destacar que cuatro accesiones diferentes de 'Calabacero’
se encontraron entre los diez cultivares mas susceptibles de la coleccion. Los DSI
obtenidos en este trabajo estan en el rango de otros trabajos que trabajan con inoculacion
sin herida y protocolos similares (Bar6-Montel et al., 2019; Martinez-Garcia et al., 2013).

La densidad de la cuticula del fruto oscil6 entre 12,2 y 55,1 pg/mm2 (Fig. 3), lo
que demostr6 la alta variabilidad existente en el grosor de la cuticula entre diferentes
variedades. La densidad de cuticula se situd en el rango de los datos previos obtenidos
por Belge et al. (2014) para las variedades ‘October Sun’ y ‘Jesca’ (16 y 17 pg/mm?2,
respectivamente), aunque algunas de las variedades de nuestro trabajo mostraron
densidades dos veces mayores. Por otro lado, observamos que la densidad de la cuticula
fue constante a lo largo de las diferentes campafias, lo que apunta hacia un alto control
genético de este caracter.

El grosor de la cuticula también mostré una variabilidad considerable entre las
variedades estudiadas (Fig. 4). Las cuticulas mas delgadas se observaron en dos clones
de la variedad ‘Pomar’, con cuticulas de aprox. 6 um. Por su parte, ‘Sudanell’ exhibi¢ la
cuticula mas gruesa, con un promedio de 13,01 pm.

La susceptibilidad al desarrollo de ‘mancha corchosa’ tras la aplicacion de un
protocolo de induccion mediante incubacion en una solucion de MgCl, también resulto
variable entre las variedades analizadas (Fig. 5). Las variedades mas susceptibles fueron
los paraguayos ‘Niqui’, ‘Almudi’, y ‘Jota, asi como la variedad ‘Jeronimo’, ‘Villamayor’,
‘Deja-3° y ‘Sudanell’. Entre las variedades menos susceptibles se encontraron
‘Calabacero Deleite’, ‘Calabacero Candelo’ y ‘Jeronimo Paraiso’.

El grosor y la densidad de la cuticula mostraron una correlacion positiva
significativa (r = 0,624, p <0,01). La susceptibilidad a la induccion de ‘mancha corchosa’
no mostrd una correlacion significativa con la densidad y el grosor de cuticula. Sin
embargo, la susceptibilidad a la infeccidén por podredumbre parda mostr6 una correlacion
negativa significativa tanto con la densidad de la cuticula (r=-0.293, p < 0.01) como con
el grosor de la cuticula (r=-0.398, p < 0.01), lo que indica que los frutos con cuticulas
menos densas y mas delgadas muestran una mayor susceptibilidad a la infeccion. Estos
resultados indican el efecto protector de la anatomia de la cuticula de la fruta sobre la
infeccion del melocotoén por M. fructicola, de forma similar a lo reportado en estudios
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previos (Bar6-Montel et al., 2019; Fu et al., 2018). Sin embargo, también indica que hay
otros factores que hacen que la tolerancia a la podredumbre parda sea un cardcter
complejo controlado por multiples factores, como lo han demostrado recientemente los
muchos genes candidatos identificados asociados con este rasgo (Fu et al., 2021).

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que existe una variabilidad natural significativa en la
susceptibilidad a la podredumbre parda causada por M. fructicola, asi como en la
susceptibilidad al desarrollo de ‘mancha corchosa’ en el germoplasma de melocotonero
espanol. Asimismo, el andlisis de la anatomia de la cuticula del fruto y su relacion con la
tolerancia a la podredumbre parda, sefiala claramente a la cuticula como primera barrera
contra la infeccion, mientras que parece no ser un factor clave que afecte al desarrollo de
‘mancha corchosa’. Se necesita seguir profundizando en la comprension de las bases
fisiologicas que estan bajo la fisiopatia de la mancha corchosa, asi como de los
mecanismos subyacentes a la accion de la cuticula frente a la infeccion por Monilia spp.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo se enmarca en el proyecto RTI-2018-094176-R-C31/C32/C33,
financiado por MCIN/AEI/10.13039/501100011033 y por “ERDF A way of making
EUROPE”. Los autores agradecen al Dr. J. M. Alonso, responsable del banco de
germoplasma de melocoton del CITA, y al grupo de Patologia Postcosecha del IRTA por
proporcionar la cepa de M. fructicola.

REFERENCIAS

Alcaraz, M. L., Hormaza, J. 1., & Rodrigo, J. (2013). Pistil starch reserves at anthesis
correlate with final flower fate in avocado (Persea americana). PLoS ONE, §(10).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0078467

Bar6-Montel, N., Eduardo, I., Usall, J., Casals, C., Arts, P., Teixido, N., & Torres, R.
(2019). Exploring sources of resistance to brown rot in an interspecific almond x peach

population. Journal of the Science of Food and Agriculture, 99(8).
https://doi.org/10.1002/jsfa.9640

Belge, B., Llovera, M., Comabella, E., Graell, J., & Lara, 1. (2014). Fruit cuticle
composition of a melting and a non-melting peach cultivar. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 62(15). https://doi.org/10.1021/j£5003528

Fu, W, da Silva Linge, C., & Gasic, K. (2021). Genome-wide association study of brown
rot (Monilinia spp.) tolerance in peach. Frontiers in Plant Science, 12.
https://doi.org/10.3389/1pls.2021.635914

Gradziel, T. M., Bostock, R. M., & Adaskaveg, J. E. (2003). Resistance to brown rot
disease in peach is determined by multiple structural and biochemical components. Acta
Horticulturae, 622. https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2003.622.34

Martinez-Garcia, P. J., Parfitt, D. E., Bostock, R. M., Fresnedo-Ramirez, J., Vazquez-
Lobo, A., Ogundiwin, E. A., Gradziel, T. M., & Crisosto, C. H. (2013). Application of
genomic and quantitative genetic tools to identify candidate resistance genes for brown
rot resistance in peach. PLoS ONE, 8(11). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0078634

Villarino, M., Melgarejo, P., & de Cal, A. (2016). Growth and aggressiveness factors
affecting Monilinia spp. survival peaches. International Journal of Food Microbiology,
227, 6-12. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2016.01.023

238



FIGURAS

Fig. 1. Aspecto externo e interno de mancha corchosa en melocotéon amarillo tardio.

Fig. 2. Figura 1. a) Indice de severidad de podredumbre parda (DSI) observado en frutos
sin herida de variedades de la Coleccion Nacional de melocotonero del CITA durante tres
campaias (2019-2021) (media y DS). b) Reaccion a la inoculacion por M. fructicola en
variedades de baja (izquierda) y media (derecha) susceptibilidad tras 5 dias de incubacioén
a20°C y 100% de humedad relativa.
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Fig. 3. Densidad de cuticula (ug/mm?) en el fruto de las variedades espafiolas de la
colecciéon Nacional de melocotonero del CITA durante tres campafias (2019-2021)
(media y DS).

Fig. 4. Grosor de cuticula (um) del fruto de las variedades espafiolas de la coleccion
Nacional de melocotonero del CITA durante tres campaiias (2019-2021) (media y DS).

Fig. 5. Indice de susceptibilidad a la ‘mancha corchosa’ (ISMC; 0-1) en los frutos de las
variedades espafiolas de la coleccion Nacional de melocotonero del CITA durante dos
campafas (2020-2021) (media y DS).
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RESUMEN

Los fungicidas precosecha como el tebucanozol y fluopiram tienen accion
preventiva y curativa ya que actuan como erradicantes, destruyendo el micelio del
hongo antes y después de la aparicion de signos visibles de la enfermedad. Pese a sus
ventajas, urge la busqueda de métodos alternativos a su uso para evitar pérdidas
tanto en cosecha como en postcosecha, ya que estan incluidos en la lista comunitaria
de sustancias activas candidatas a su sustitucion del Reglamento (CE) 1107/2009.
Para ello se evalué la capacidad de dos agentes de biocontrol (Bacillus velezensis
BUZ-14, Amylo-x WG®) y un prototipo de bioestimulante (Induc-23) sobre el
control de la podredumbre marrén durante el cultivo y la conservacion postcosecha
de cereza. Durante el cultivo se aplicaron 5 tratamientos coincidiendo con las
fenologias del cultivo mas susceptibles a la infeccion. En postcosecha se planteé un
estudio de vida 1til durante 10 dias en refrigeracion a 1 °C (T10F0) y un posterior
periodo de simulacion de la comercializacion de 2 dias a 20 °C (T10F2). Se analizé
la presencia de podredumbres y la calidad comercial del fruto en T10F0 y en T10F2.
Como control en precosecha, se aplicé el fungicida Luna Experience® y al comienzo
del estudio de conservacion, todos los lotes fueron higienizados con una solucion de
hipoclorito sédico (100 ppm) a 4 °C.

En el momento de la recoleccion (T0), la firmeza de los frutos tratados con
los tratamientos alternativos fue significativamente superior a la de los frutos
tratados con el fungicida de sintesis, destacando el alto contenido de solidos solubles
totales de los tratamientos que incorporaban Induc-23, manteniendo la firmeza
elevada. En T10FO0 el lote de cerezas tratadas con Luna Experience®, present6é una
mayor incidencia de podredumbres (16,0%). En ninguno de los lotes alternativos se
supero el 3,5%. Del mismo modo, en T10F2, el lote Luna Experience® present6 una
incidencia de podredumbres mas elevada que el resto de tratamientos (33,1 %),
destacando la baja incidencia del lote Amylo-x WG®+Induc-23 (5,6 %). Respecto a
la calidad de los frutos destaco 1a mayor firmeza en los tratados con las alternativas
a Luna Experience®.

Palabras clave: B. velezensis, M. fructicola, M. laxa, control bioldgico.

INTRODUCCION

La cereza dulce (Prunus avium) es una fruta perecedera muy susceptible al ataque
de hongos fitopatogenos durante su cultivo y almacenamiento. Los principales agentes
responsables de estos danos son Monillinia spp y Botrytis cinerea y ocasionalmente
Alternaria alternata, Penicillium expansum y Rhizopus stolonifer (Feliziani et al., 2013).
Tradicionalmente, los tratamientos con fungicidas de sintesis quimica han sido el
principal medio para el control de dichas enfermedades tanto en precosecha como en
postcosecha, pero pese a sus ventajas, el uso de estos productos cada vez es mas
restringido y muchos de ellos estan incluidos en la lista comunitaria de sustancias activas
candidatas a su sustitucion del Reglamento (CE) 1107/2009, como es el caso de
tebuconazol y fluopiram utilizados en precosecha. Por ello, es necesario encontrar
tratamientos alternativos que, ademas de ser capaces de combatir las enfermedades
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causadas por hongos fitopatdgenos, presenten otros beneficios en comparacién con los
fungicidas sintéticos, como un menor riesgo de desarrollo de resistencias, un coste menor
de produccion y una posible aplicacion cercana a la cosecha, ademas de reducir el impacto
sobre el medioambiente y sobre la salud humana (Feliziani et al., 2013). Un ejemplo de
estos métodos alternativos es el uso de microorganismos antagonistas, que tienen la
capacidad de ejercer un efecto de control bioldgico sobre diferentes patdogenos y pueden
utilizarse para controlar enfermedades en frutas y hortalizas y/o el uso de bioestimulantes
producidos a base de sustancias naturales que ademds permiten mejorar la eficiencia
nutricional, la tolerancia al estrés abidtico y/o los atributos de calidad del cultivo (du
Jardin, 2015).

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de dos agentes de biocontrol
y un prototipo de bioestimulante en precosecha (Bacillus velezensis BUZ-14, Amylo-x
WG® y el bioestimulante Induc-23) sobre el control de la podredumbre marrén causada
por Monillinia spp. en el cultivo y durante la conservacion postcosecha de la cereza.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

El presente estudio se llevo a cabo en una parcela de cerezos de la variedad Brooks,
de 4,1 Ha de superficie, ubicada en la localidad de Albalate de Cinca (Huesca),
41°43'55.1"N 0°08'19.4"E.

Aplicacion de los tratamientos precosecha en la parcela

De la superficie total de la parcela, se utilizaron 0,27 Ha para la aplicacion de los
cuatro tratamientos con sustancias alternativas. Los tratamientos aplicados fueron:

- Bacillus velezensis BUZ-14: Producto liquido formulado a base de la cepa
BUZ-14. Cepa aislada por el Grupo de Investigacion Alimentos de Origen
Vegetal (GIAOVE) de la Universidad de Zaragoza. El producto se aplico sin
diluir, conteniendo 108 ufc ml™' a una dosis de 1000 L Ha-'.

- Amylo-x WG® (CERTIS BV Europe. Elche, Alicante): basado en la cepa
Bacillus amyloliquefaciens subs. plantarum D747 a una concentracion de 25%
y que contiene 10'? ufc g!'. La dosis utilizada fue de 2 Kg de granulado
dispersable en 1000 L de agua Ha™.

- Bioestumulante Induc-23: se trata de un prototipo de bioestimulante de Grupo
Ifiesta (Novelda, Alicante), elaborado a base de extractos de plantas, vitaminas,
minerales y aminoacidos que ademas de potenciar el rendimiento del cultivo,
actia como inductor de defensas de las plantas. Se aplic6 a una dosis de 8§ L
Ha! en combinacion con cada uno de los agentes de biocontrol.

En el resto de la parcela se aplico Luna Experience® (Bayer Hispania Crop
Science S.L. Sant Joan Despi, Barcelona), fungicida de sintesis a base de tebuconazol y
fluopiram a una dosis de 0,38 L Ha™! diluido en 1000 L de agua.

Mientras que los tratamientos alternativos se aplicaron con un pulverizador
aplicador de fitosanitarios con bateria (Matabi evolution 15 lItc), el tratamiento
convencional de Luna Experience® se aplicé con la ayuda de una cuba de atomizacion
siguiendo las directrices establecidas por el fabricante del fungicida de sintesis. Las
fechas de aplicacion de los tratamientos y el estado fenoldgico de la planta en el que se
aplicaron se recogen en la tabla 1.

Recoleccion de los frutos y estudio de vida util

Los frutos se recolectaron el 28 de mayo de 2021, se almacenaron en cajas de 5
Kg y se conservaron durante 10 dias en refrigeracion a 1 °C y 95 % de HR y un posterior
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periodo de simulacion de la comercializacion de 2 dias a 20 °C. Todos los lotes fueron
higienizados con una solucidn de hipoclorito sdédico (100 ppm) a 4 °C. Este tratamiento
higienizante fue aplicado con un drencher.

Para evaluar la calidad comercial, se tomaron 150 frutos (3 réplicas de 50) de
cada lote de tratamiento y se realizaron las siguientes determinaciones tanto en el
momento de la recoleccion (T0), como trascurrido el tiempo de conservacidén en
refrigeracion (T10FO0) y posterior periodo de simulacion de la comercializacion (T10F2).
Para la evaluacion de la incidencia de podredumbres se tomaron 750 frutos (3 réplicas
de 250 frutos):

- Firmeza (unidades Durofel): mediante método no destructivo con un durémetro
digital modelo AGROSTA 100 (Durofel DFT 100) usando una sonda de 8 mm

- Solidos solubles totales: (°Brix) El contenido en sélidos solubles totales se
determind mediante refractometria con un equipo digital (KERN Optics, modelo
ORF45BM), con un corrector automatico de temperatura. Los resultados se
expresan en ° Brix a 20°C.

- Acidez total (g 4cido malico/Kg p.f.): El contenido total en acidos organicos se
determin6 en zumos elaborados a partir de porciones de 25 cerezas, mediante
valoracioén con una solucién de NaOH 0,1N, con un equipo automatico modelo
CRISON Compact Titrator. Para ello 10 mL de zumo se mezclaron con 90 mL
de agua destilada. El valor de la acidez se expres6 como gramos de acido
malico/Kg p.f.

- Incidencia de podredumbres: se aplicé la siguiente formula:

Incidencia (%) = (n° frutos con podredumbre / n° total de frutos analizados) * 100

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de los atributos de calidad de cerezas cv. Brooks durante el estudio de vida
util

En el momento de la cosecha (TO) todos los frutos correspondientes a los
tratamientos alternativos presentaron una mayor firmeza que los del tratamiento
convencional (63,1 unidades durofel), especialmente los frutos tratados con BUZ-14
(72,4 unidades durofel). Destacar también que los frutos de los lotes tratados con los
ABCs + Induc-23, tuvieron una firmeza ligeramente inferior que las cerezas trazadas
unicamente con los ABCs, pero con valores proximos a 70 unidades durofel. Si
observamos todos los datos en conjunto, se detecta que esta menor firmeza en el lote con
tratamiento convencional y en los lotes tratados con ABCs+Induc-23 esta relacionada con
un mayor contenido en solidos solubles y una menor acidez lo que podria estar

relacionado con una maduracién més temprana (comparada con los arboles tratados solo
con los ABCs) (ver tabla 2).

En la tabla 3, se puede observar como a lo largo del almacenamiento durante 10
dias a 1 °C, la firmeza de los frutos n o sufri6 cambios significativos respecto al inicio de
la conservacion, excepto los tratados con Amylo-x WG®, en los que se comprobd un
descenso de las unidades Durofel de 70 a 64,3. Los frutos con mayor firmeza siguen siendo
los tratados con las alternativas a Luna Experience®, detectandose diferencias significativas
entre los frutos de este lote y los tratados con B. velezensis BUZ-14, B. velezensis BUZ-14
+ Induc — 23 y Amylo-x WG® + Induc — 23. Como generalmente ocurre tras periodos de
conservacion, el contenido de sélidos solubles totales aumentd en todos los tratamientos, y
ya no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos. Estas diferencias
tampoco se detectaron en la acidez total, que se redujo desde el inicio de la conservacion,
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hecho que también se ha comprobado en distintas variedades de cereza (Guyer et al. 1993),
en frambuesa roja (Haftner et al. 2002) y en datiles (Bhatt y Jampala, 2020).

Tras los 2 dias de almacenamiento a 20 °C (ver tabla 4), la firmeza de los frutos se
ve sensiblemente reducida, excepto en los frutos tratados con B. velezensis BUZ-14 en
campo. Pese a que la firmeza del fruto se mantuvo, se detectd que el contenido en sélidos
solubles totales aumentd considerablemente a lo largo de los 2 dias de simulacion del
periodo de la comercializacion, hecho contrario al que reporté Gongalves et al. (2020) en
cerezas de la variedad Staccato tratadas con distintas combinaciones de bioestimulantes, y
cuya firmeza era menor cuanto mayor era el contenido en sélidos solubles totales. Este
hecho podria estar relacionado con la capacidad del agente de biocontrol para activar
mecanismos de inhibicion de la actividad de enzimas relacionados con la degradacion de
la pared celular o de la movilizacion de sustancias como el 4cido salicilico, que actiia como
elicitor y es capaz de ejercer dicha inhibicion (Kazemi et al., 2011).

Efectividad de los tratamientos sobre el desarrollo de Monillinia spp. en conservaciéon

En la tabla 4 se observa que, tras 10 dias de almacenamiento en frio, el lote de
cerezas tratadas con Luna Experience® en campo, presentd una mayor incidencia de
podredumbres (16,0%). En ninguno de los lotes tratados con tratamientos alternativos se
superd el 3,5% de infeccion, por lo que el control de la enfermedad fue muy similar para
los 4 tipos de tratamiento ensayados, pero significativamente superior al observado en el
lote de Luna Experience®. Del mismo modo que ocurria a la salida de frio, tras el periodo
de simulacion de la comercializacion de 2 dias a 20 °C, las cerezas tratadas con Luna
Experience® en precosecha presentaron una incidencia de podredumbres mucho mas
elevada que la detectada en el resto de tratamientos (33,1 %). Destacar, en este caso, la
baja incidencia observada en las cerezas del lote Amylo-x WG® + Induc-23 (5,6 %). Este
mismo efecto de control de las podredumbres, lo observaron Madbouly et al. (2020) en
manzana, Karabulut et al., 2004 en fresa o Bhatt & Jampala (2020) en datiles.

CONCLUSIONES

El uso de los tratamientos precosecha alternativos al Luna Experience®, permitié
obtener frutos con una mayor firmeza y que esta, no disminuyese significativamente
durante la frigoconservacion y tras el periodo de simulacion de la comercializacion.
Asimismo, son capaces de controlar y reducir la incidencia de podredumbres hasta el fin
de periodo de conservacion.
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TABLAS

Tabla 1. Fecha de aplicacion y estado fenoldgico de la planta en el que se aplicaron los
tratamientos alternativos y Luna Experience® en cerezos cv. Brooks

Ne de aplicacién Fecha Estado fenolégico
1 23.03.2021 D/E botén floral
2 07.04.2021 G plena floracion
Tratamientos
alternativos 3 22.04.2021 I/] cuajado y crecimiento del fruto
4 04.05.2021 J crecimiento de fruto (post-lluvias)
5 13.05.2021 K fruto coloreado/préximo a recoleccidn
Ne¢ de aplicacién Fecha Estado fenolégico
1 20.03.2021 D/E botén floral
Luna
Experience™ 2 03.04.2021 G plena floracién
3 09.05.2021 K fruto coloreado/préximo a recoleccién

Tabla 2. Efecto de los tratamientos precosecha (Luna Experience® (tebuconazol 20 % +
fluopiram 20 %, 0,38 L Ha!), B. velezensis BUZ-14 (108 ufc mL!, 1000 L Ha'), B.
velezensis BUZ-14 (10% ufc mL™!, 1000 L Ha!) + Induc-23 (8 L Ha!), Amylo-x WG® (10'°
ufc ¢!, 2 Kg Ha') y Amylo-x WG® (10'° ufc g-1, 2 Kg Ha') + Induc-23 (8 L Ha™')) sobre
la firmeza (unidades durofel), s6lidos solubles totales (° Brix), acidez total (mg ac. malico/kg
p.f) e indice de madurez (IM = so6lidos solubles totales / acidez total) de cerezas cv Brooks
en el momento de la cosecha. Los resultados de la tabla corresponden a la media + desviacion
estandar del analisis de 50 frutos. Valores seguidos de letras diferentes muestran diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (P <0,05) de acuerdo al test de Duncan.

Tratamiento precosecha ) Firmeza Sélidos snlul:fles totales Acide:_l:mal indice de
(unidades Durofel) (2Brix) (mg dc. malico/kg p.f) madurez
Luna Experience® 63,1+ 6,6a 179+0,3a 6,3+0,3a 2,9
B. velezensis BUZ-14 72,5+4,2¢c 14,2+ 0,3b 8,6 +0,4b 1.7
B. velezensis BUZ-14 + induc-23 69,3 + 4,8b 184 +0,7a 6,9+0,4a 2,7
Amylo-x WG® 70,0+ 3,7b 153 +0,3b 82+0,7b 19
Amylo-x WG®+ Induc-23 67,98 + 2,4b 18,1 +0,6a 6,8+0,2a 2,7
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Tabla 3. Incidencia de podredumbres (%) en cerezas cv Brooks tratadas con Luna
Experience® (tebuconazol 20 % + fluopiram 20 %, 0,38 L Ha!), B. velezensis BUZ-14 (10®
ufc mL!, 1000 L Ha'), B. velezensis BUZ-14 (10® ufc mL™!, 1000 L Ha™!) + Induc-23 (8 L
Ha'), Amylo-x WG® (10'° ufc ¢!, 2 Kg Ha!) y Amylo-x WG® (10'° ufc g!, 2 Kg Ha!) +
Induc-23 (8 L Hal) tras 10 dias de almacenamiento a 1 °C (T10) y 10 dias de
almacenamiento a 1°C + 2 dias de almacenamiento a 20 °C (T10F2).

Podredumbres (%)*
Tratamiento precosecha
T10 T10F2
Luna Experience® 16,043,4a 33,145,6a
B. velezensis BUZ-14 3,5+0,8b 10,6+2,9b
B. velezensis BUZ-14 + Induc-23 2,5%tb1,1 11,743,4b
Amylo-x WG® 3,5+b1,3 12,944,1b
Amylo-x WG® + Induc-23 2,50,3b 5,611,1c

Tabla 4. Efecto de los tratamientos precosecha (Luna Experience® (tebuconazol 20 % +
fluopiram 20 %, 0,38 L Ha™'), B. velezensis BUZ-14 (10® ufc mL™!, 1000 L Ha), B.
velezensis BUZ-14 (10% ufc mL™!, 1000 L Ha™') + Induc-23 (8 L Ha™!), Amylo-x WG® (10'°
ufc g!, 2 Kg Ha'') y Amylo-x WG® (10" ufc ¢!, 2 Kg Ha') + Induc-23 (8 L Ha™')) sobre la
firmeza (unidades durofel), solidos solubles totales (° Brix), acidez total (mg ac. malico/kg
p.f) e indice de madurez (IM = s6lidos solubles totales / acidez total) de cerezas cv Brooks
tras 10 dias de almacenamiento a 1 °C (T10). Los resultados de la tabla corresponden a la
media + desviacion estandar del andlisis de 50 frutos. Valores seguidos de letras diferentes
muestran diferencias significativas entre los distintos tratamientos (P <0,05) de acuerdo al
test de Duncan.

Tratamiento precosecha Firmeza Sélidos Solubles Acidez total indice de
(Unidades Durofel) Totales (° BRIX) (g dc. mélico/Kg.p.f) madurez
Luna Experience® 62,7+ 4,3a 18,8 +1,2a 57+0,2a 3,3
B. velezensis BUZ-14 72,4+ 4,8b 16,7 +0,7a 6,1+0,1a 2,7
B. velezensis BUZ-14 + Induc-23 67,2+ 2,4b 18,4 +0,5a 56+0,1a 3,3
Amylo-x WG® 64,3+ 3 3a 18,1 +0,9a 58+0,1a 3,1
Amylo-x WG® + Induc-23 68,2 +4,2b 18,3 +2,1a 6,3+0,1a 2,9

Tabla 5. Efecto de los tratamientos precosecha (Luna Experience® (tebuconazol 20 % +
fluopiram 20 %, 0,38 L Ha'), B. velezensis BUZ-14 (10® ufc mL™!, 1000 L Ha™'), B.
velezensis BUZ-14 (10% ufc mL™', 1000 L Ha') + Induc-23 (8 L Ha!), Amylo-x WG® (10'°
ufc g-1, 2 Kg Ha') y Amylo-x WG® (10" ufc ¢!, 2 Kg Ha!) + Induc-23 (8 L Ha™')) sobre
la firmeza (unidades durofel), solidos solubles totales (° Brix), acidez total (mg ac. malico/kg
p.f) e indice de madurez (IM = s6lidos solubles totales / acidez total) de cerezas cv Brooks
tras 10 dias de almacenamiento a 1 °C + 2 dias de almacenamiento a 20 °C (T10F2). Los
resultados de la tabla corresponden a la media + desviacion estandar del analisis de 50 frutos.
Valores seguidos de letras diferentes muestran diferencias significativas entre los distintos
tratamientos (P <0,05) de acuerdo al test de Duncan.

Tratamiento precosecha Firmeza Sélidos Solubles Acidez total indice de
(Unidades Durofel) Totales (" BRIX) (g 4c. mélico/Kg.p.f) madurez
Luna Experience® 61,4%7,2a 19,9+0,7a 49+0,2a 4,0
B. velezensis BUZ-14 71,3+3,7b 21,3 +4.4a 6,0 +0,1a 3,6
B. velezensis BUZ-14 + Induc-23 65,9 % 5,6a 19,1+ 0,6a 54+0,2a 3,5
Amylo-x WG® 60,6 + 4,3a 18,6 + 0,6a 51+0,1a 3,6
Amylo-x WG® + Induc-23 63,8 + 3,9a 19,0 + 0,92 5,8+0,1a 3,3

246



Aceites esenciales y extractos naturales de plantas como ingredientes antifiingicos de
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Resumen

Se han desarrollado nuevos recubrimientos comestibles antifiingicos a base de
pectina y cera de abeja con aceites esenciales y extractos de plantas para reducir las
pérdidas de poscosecha en naranjas 'Valencia'. En ensayos in vitro, los aceites
esenciales de Satureja montana, Cinnamomum zeylanicum (CN), Commiphora myrrha
(MY), eugenol (EU), geraniol (GE), y extractos de vainillina y propéleo fueron los mas
efectivos inhibiendo el crecimiento radial de Penicillium digitatum (inhibicion de 90-
100%). Estos agentes se incorporaron a los recubrimientos a concentraciones entre
0,2-2% (p/p) y se evalud la actividad curativa en naranjas inoculadas artificialmente
e incubadas durante 8 dias a 20 °C. Posteriormente, se evalud el efecto de los
recubrimientos seleccionados en el control de la podredumbre verde y la calidad
fisicoquimica y sensorial de la fruta durante 8 semanas de almacenamiento a 5 °C mas
1 semana a 20 °C. Después de 8 dias de incubacion a 20 °C, los recubrimientos que
contenian 0,2% GE, 0,8% EU 0 1,5% MY redujeron la incidencia de la podredumbre
verde entre 40-60%, mientras que el formulado con 0,8% CN fue el mas efectivo
reduciendo la severidad de la enfermedad. Los recubrimientos con 0,2% GE y 0,8%
EU también redujeron la incidencia de la enfermedad en méas del 50% a las 4 semanas
en frio. Ademas, el recubrimiento con 0,8% EU fue el mas efectivo reduciendo la
pérdida de peso y proporciond el mayor brillo a las naranjas recubiertas, lo que
demuestra su potencial para reducir las pérdidas en poscosecha de citricos.

Palabras clave: citricos, Penicillium digitatum, control de enfermedades

INTRODUCCION

La podredumbre verde, causada por Penicillium digitatum (PD), es una de las
enfermedades de poscosecha més importantes a nivel mundial en citricos, causando grandes
pérdidas econémicas. Ademas, las pérdidas de calidad durante poscosecha causadas por
deshidratacion y alteraciones fisiologicas como los dafios por frio también dificultan la
comercializaciéon del fruto. Los recubrimientos comestibles (RCs) pueden reducir el
deterioro al crear una barrera semipermeable a gases y vapor de agua, reduciendo asi la
respiracion y la pérdida de peso. Ademads, pueden actuar como soporte de sustancias
activas, como agentes antimicrobianos naturales, que permiten el control de enfermedades,
alargando la vida util del fruto. El uso de aceites esenciales (AEs) y extractos naturales
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tienen actividad antimicrobiana frente a un amplio espectro de microorganismos y, como
estan clasificados como sustancias GRAS (‘generally recognized as safe’), pueden
utilizarse para fines alimentarios. Asi, el objetivo de este trabajo fue desarrollar nuevos RCs
con actividad antifiingica a base de pectina (PEC) con AEs y extractos naturales para
controlar la podredumbre verde y mantener la calidad poscosecha de naranjas ‘Valencia’
durante frigoconservacion.

MATERIAL Y METODOS

En ensayos in vitro se evaluaron los AEs de ajedrea (SM; Satureja montana L.),
canela (CN; Cinnamomum zeylanicum), lemograss (LG; Cymbopogon citratus), eugenol
(EU), geraniol (GE), mirra (MY; Commiphora myrrha), y los extractos secos de té verde
(GT; Camellia sinensis), vainillina (VA) y prop6leo (PRO). Para evaluar el crecimiento de
PD frente a los AEs se utiliz6 la metodologia de ‘exposicidn a los componentes volatiles’
descrito por Plaza et al. (2004); mientras que para los compuestos no volatiles se utilizé el
método de ‘dilucion en medio agar’ segin Martinez-Blay et al. (2020). Los compuestos
volatiles se aplicaron a las dosis de 10, 20 y 40 uL empapando discos de papel de filtro
estériles colocados en la tapa de placas Petri con medio PDA inoculadas con PD (20 uL;
10°® esporas mL™!). Los extractos secos y el AE de MY, que no mostré efectividad en la fase
de vapor, se evaluaron incorporados al medio PDA a las concentraciones que se muestran
en la Fig. 1. El crecimiento micelial a los 7 dias de incubacidn a 25 °C se evalu6 calculando
la media de dos didametros perpendiculares de la colonia fingica. Los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion respecto al control (placas inoculadas y sin
sustancia activa). Los AEs y extractos mas efectivos se incorporaron a concentraciones
entre 0,2-2% (p/p) como ingredientes antifungicos de un RC formulado a base de PEC (2%)
y cera de abeja (0,7%). Todas las emulsiones contenian glicerol como plastificante y una
mezcla de los 4cidos grasos oleico y palmitico (1:1) como emulsificantes.

El estudio curativo in vivo de los RCs se realizé en naranjas ‘Valencia’ inoculadas
con una suspensién de 10° esporas mL™! de PD. Tras 24 h de incubacién a 20 °C, los frutos
fueron recubiertos manualmente y se incubaron a 20 °C y 90 % HR por 12 dias. Durante
este periodo, se determinaron la incidencia (% frutos infectados) y la severidad (didmetro
de lesion, en mm) de la enfermedad. Posteriormente, los RCs con 0,8% CN, 0,8% EU, 0,2%
GE y 1,5% MY fueron seleccionados para