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RESUMEN

RESUMEN

Dado que en los frutos climatéricos la mayoria de los procesos relacionados con la
maduracidn estan regulados por el etileno, esta hormona podria participar en el desarrollo
de los dafios por frio (DF). En el caso de los frutos no climatéricos, aunque el etileno no
interviene en el desencadenamiento y desarrollo de la maduracion, podria también tener
un efecto inductor de los DF en las especies sensibles, ya que también el deterioro se
inicia por la degradacion de las membranas celulares. En la presente Memoria se realizd
un estudio de conservacion de dos frutos sensibles a DF, uno climatérico como la
chirimoya y otro no climatérico como el calabacin, a temperatura que no causa DF (10°C
para calabacin y 12°C para chirimoya) y temperatura que causa DF (1°C para calabacin y
4°C para chirimoya). Tras un periodo de mantenimiento a temperatura ambiente se
analizaron los sintomas de DF, las modificaciones de compuestos caracteristicos de la
calidad, del estrés oxidativo de las membranas celulares, y los mecanismos antioxidantes
de defensa enziméticos y no enzimaticos.

Los resultados mostraron que la conservacién a temperaturas de DF retardd la
pérdida de peso en ambos frutos, en relacion a la temperatura de no dafio. Los primeros
sintomas visibles de DF en calabacines conservados a 1°C se detectaron a partir de los 12
dias. El reacondicionamiento a 20°C agravo la deshidrataciéon de los frutos y los DF. Los
tratamientos con 1-MCP y etileno, previos a la conservacion a 1°C de frutos de calabacin,
parecen no tener efecto o incluso agravar los sintomas de dafios causados por el frio, mas
que proteger frente a este factor de estrés. Por otro lado, a pesar de no presentar
sintomas visibles de deterioro, los DF en chirimoya se manifestaron en una maduracion
anomala, considerando la evolucion de los solidos solubles, acidez, pH y color durante su
almacenamiento.

En frutos sensibles a DF, las temperaturas de refrigeracion superiores a la
temperatura de congelacion provocan la pérdida de estructura de la bicapa lipidica y
finalmente la lisis celular. En este trabajo se estimd el estado oxidativo y la integridad de
las membranas celulares mediante el porcentaje de salida de electrolitos y el contenido
en peroxidos lipidicos. En calabacin, el almacenamiento a 1°C provocé un aumento
significativo de la salida de electrolitos y de la peroxidacion lipidica. La respuesta ante el
estrés provocado por las bajas temperaturas en los frutos de calabacin fue siempre mayor
en piel que en pulpa, ya que es en la piel donde se desarrolla principalmente la fisiopatia
de los dafios por frio. Las chirimoyas conservadas a 12°C presentaron mayor salida de
electrolitos y peroxidacion lipidica que cuando se almacenaron a 4°C, confirmando que a
12°C ocurre la desestructuracion de las membranas, tipica del proceso de maduracion, que
no llega a ocurrir a 4°C.

Hoy dia se considera que en la maduracién y senescencia de los frutos estan
implicados procesos oxidativos. Para evitar estos dafos, la célula ha desarrollado en las



RESUMEN

plantas captadores de oxigeno o0 antioxidantes, vias metabdlicas de detoxificacion
enzimatica y mecanismos de reparacion. Paralelamente a la produccion de especies
reactivas de oxigeno, las plantas se protegen de los efectos del estrés mediante un
sistema antioxidante complejo que incluye la sintesis de metabolitos antioxidantes. En
este trabajo se encontrd que el contenido en compuestos fenélicos se increment6 durante
la primera semana de conservacion en la piel de ambos frutos, especialmente en
calabacines conservados a temperatura de dafio (1°C) y en chirimoya conservada a
temperatura de no dafio (12°C). En el primer caso coincidiendo con la fase de alarma
frente al estrés, y en el segundo coincidiendo con el proceso normal de maduracion de la
chirimoya. El contenido de fenoles en la pulpa de ambos frutos fue menos sensible que la
piel, a los cambios de temperatura y los tratamientos. No se aprecié ningun efecto
significativo de los tratamientos sobre los niveles de &cido ascérbico en la piel de
calabacin ni chirimoya. Las bajas temperaturas afectaron de forma diferente a la
capacidad antioxidante de la piel y la pulpa de ambos frutos. Mientras que en piel la
conservacion a temperatura de DF disminuyd la capacidad antioxidante, en pulpa se
incremento este parametro. Los tratamientos con etileno y su antagonista no tuvieron un
efecto claro sobre la capacidad antioxidante, por lo que no parece que el etileno esté
implicado en los mecanismos no enzimaticos de detoxificacion de estos frutos.

Dentro de los sistemas de detoxificacion enzimaticos, el aumento de las
actividades peroxidasa y catalasa conjuntamente, como respuesta a un estrés oxidativo
conlleva una disminucién del peroxido de hidrégeno producido y, por tanto, un incremento
de la tolerancia hacia los dafios por frio.. En calabacin, la disminucion de la actividad
catalasa, el aumento de salida de electrolitos y el aumento de los sintomas visibles de
dafios por frio, apuntan a un alto grado de deterioro de los tejidos y a la desorganizacion
estructural, como consecuencia del dafio, y a la incapacidad de los mismos para responder
de manera defensiva al estrés oxidativo derivado del exceso de radicales y especies
reactivas de oxigeno generados. Por lo tanto el sistema es sobrepasado y ocurre dafio
celular y subcelular. Segun los resultados obtenidos en la presente memoria, se puede
pensar en la posible contribucion de la catalasa para rebajar el extres oxidativo en pulpa
de chirimoya.

En piel de calabacin se observé una activaciéon de la actividad peroxidasa en los
frutos como consecuencia del estrés oxidativo provocado por las bajas temperaturas. Los
tratamientos con 1-MCP o etileno redujeron ligeramente la actividad peroxidasa en este
tejido. Finalmente, a pesar de las diferencias entre los valores de actividad en la piel o en
la pulpa de chirimoyas sometidas a los diferentes tratamientos, en la mayoria de los casos,
las diferencias no fueron significativas. Es por ello dificil pensar que esta enzima
antioxidante juegue un papel importante en los procesos de detoxificacion y en el
mantenimiento del estado oxidativo celular de chirimoya.

Vi
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ABSTRACT

Since most processes related to ripening are regulated by ethylene in climacteric
fruits, this hormone could be implied in the development of chilling injury (Cl). Regarding
non-climacteric fruits, although ethylene does not take part in the triggering and
development of ripening, it could also have a Cl inducing effect in sensitive species,
because the deterioration starts with the degradation of cell membranes. In this Report a
storage study of two fruits sensitive to Cl, one climacteric like cherimoya and other non-
climacteric like courgette, at a temperature not causing CI (10 °C for courgette and 12 °C
for cherimoya) and at a temperature causing Cl (1°C for courgette and 4°C for
cherimoya) has been carried out. After a period of storage at room temperature, the
symptoms of Cl, the changes in those compounds characteristics of quality, the oxidative
stress of cell membranes and the enzymatic and non enzymatic antioxidant defence
mechanisms were analysed.

The results showed that storage at Cl temperatures delayed the weight loss in both
fruits, in comparison to the non-Cl temperature. The first visible symptoms of Cl in
courgettes stored at 1 °C were found after 12 days. The reconditioning at 20 °C worsened
the dehydration of fruits and the Cl. The treatments with 1-MCP and ethylene before
storage at 1 °C of courgette fruits seem to have no influence or to worsen the symptoms
of Cl instead of protecting against this stress factor. On the other side, despite they do
not present visible symptoms of deterioration, Cl in cherimoya fruits were evident in an
anomalous ripening when considering the evolution of soluble solids, acidity, pH and
colour.

In fruits sensitive to Cl, the refrigeration temperatures over the freezing point
cause an increase of the non-specific permeability to ions and renders the enzymes linked
to the membrane inactive; the result is the loss of the structure of the lipid bilayer and,
finally, the cell lysis. In this work, the oxidative state and the integrity of cell membranes
were assessed by the percentage of electrolyte leakage and the content of lipid peroxides.
In courgette, the storage at 1 °C caused a significant increase of the electrolyte leakage
and the lipid peroxidation, both in control fruits and in fruits treated with 1-MCP. The
treatment with ethylene stressed the degradation of the membrane structures caused by
cold. The response against the stress caused by low temperatures in courgette fruits was
always higher in the skin than in the pulp, because the physiopathy of chilling injury
develops mainly in the skin. The cherimoyas stored at 12 °C showed higher electrolyte
leakage and lipid peroxidation than those stored at 4 °C, so it can be stated that at 12 °C
the membrane disintegration typical of the ripening process occurs, a fact not occurring at
4 °C.

vii
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Today, it is considered that, during ripening and senescence of the fruits, oxidative
processes are implied in order to avoid these damages. The plant cell has developed
oxygen scavengers or antioxidants, metabolic paths of enzymatic detoxification and repair
mechanisms. In parallel with the production of oxygen reactive species, plants protect
themselves against the effects of stress by a complex antioxidant system that includes the
synthesis of antioxidant metabolites. In this work, it was observed that the content of
phenolic compounds increased during the first week of storage in the skin of both fruits,
specially in courgettes stored at Cl temperature (1 °C) and in cherimoya stored at non-Cl
temperature (12 °C). In the first case, it occurs at the same moment as the stage of alarm
against stress and, in the second one, during the normal process of ripening of cherimoya.
The content of phenols in the pulp of both fruits was less sensitive to temperature
changes and treatments than the skin. There was not a significant effect of treatments on
the levels of ascorbic acid in the skin of courgette or cherimoya. Low temperatures
affected in different ways the antioxidant capacity of skin and pulp in both fruits. While
in skin the storage at Cl temperature decreased the antioxidant capacity, this parameter
increased in pulp. The treatment with ethylene and its antagonist did not clearly affect
the antioxidant capacity, so it seems that ethylene is not involved in non-enzymatic
detoxification mechanisms of these fruits.

Considering the enzymatic detoxification systems, the increase of peroxidase and
catalase activities as a joint response to oxidative stress implies a decrease of the
hydrogen peroxide produced and, therefore, an increase of the tolerance towards chilling
injury. While the catalase presents a high reaction speed and a low affinity for hydrogen
peroxide, the peroxidase has a great affinity for hydrogen peroxide and makes small H,0,
uptakes in specific locations. Its antioxidant capacity depends on the stress severity and
on the species and their development state. In courgette, the decrease of the activity of
catalase, the increase of the electrolyte leakage and the increase of the visible symptoms
of chilling injury point at a high degree of deterioration of tissues and structure
disintegration, as a consequence of the damage and their inability to defensively respond
to oxidative stress caused by the excess of radicals and oxygen reactive species, so the
cell and subcell damage occurs. According to the results obtained in this report, it is
difficult to believe that catalase plays a significant role in detoxification processes and in
the maintenance of the cell oxidative state of cherimoya skin. In courgette skin there was
an activation of the peroxidase activity in fruits as a consequence of the oxidative stress
caused by low temperatures. The treatments with 1-MCP or ethylene slightly reduced the
peroxidase activity in this tissue. Finally, despite the differences between the values of
activity in skin or pulp of cherimoya that underwent the different treatments, in most
cases, the differences were not significant or values were very low. Then, it is difficult to
believe that this antioxidant enzyme plays a significant role in detoxification processes
and in the maintenance of the cell oxidative state of cherimoya.

viii
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1.- INTRODUCCION

1.1.- LOS DANOS POR FRIO EN FRUTAS Y HORTALIZAS

1.1.1.- Etiologia de los dafios por frio en la posrecoleccion

En los animales de sangre caliente se han desarrollado sistemas de regulacion
térmica, que les permiten amortiguar las diferencias entre su temperatura y la del medio
exterior. Los vegetales no tienen esta posibilidad y la intensidad a la que tienen lugar los
procesos metabdlicos a nivel celular depende estrechamente de ambas temperaturas.

En general las bajas temperaturas, por encima del punto de congelacion,
estabilizan los sistemas y ralentizan todos los procesos que de una forma directa e
indirecta deterioran la calidad de los frutos. Esta circunstancia motivo que la tecnologia
més utilizada para la conservacién de productos vegetales en fresco durante la
posrecoleccion sea el frio. En efecto, permite mantener la calidad una vez recolectados
de la mayoria de los productos perecederos al ralentizar el metabolismo celular y los
procesos de maduracion y senescencia (Handerburg et., 1986).

Debido a su composicion, los frutos y las hortalizas son sistemas altamente
inestables y se alteran con facilidad tanto por procesos enzimaticos como por reacciones
guimicas. Es interesante considerar que la actividad enzimtica puede deberse a las
propias del vegetal o de agentes microbianos contaminantes externos. La temperatura
puede afectar a numerosos procesos fisioldgicos complejos, tales como fotosintesis,
transpiracion, maduracion, senescencia, entre otros. No solo hay un efecto fisico de la
temperatura sobre la velocidad de la reaccion, sino que también hay una influencia de los
limites criticos de temperatura sobre el tejido en el que tiene lugar la reaccion, como
congelacién, dafios por frio, cambios estructurales de las membranas y proteinas en la
fase de transicién, choque térmico y desnaturalizacion térmica de las proteinas.

Independientemente de la pauta respiratoria de los frutos, las bajas temperaturas
disminuyen el ritmo de deterioro, o lo que es lo mismo, la calidad se mantiene mas
tiempo y aumenta el periodo de vida util. Ademas en el caso de los frutos climatéricos la
conservacion a bajas temperaturas permite retrasar el inicio de la maduracion
organoléptica. En efecto, el descenso de la temperatura reduce la produccion de etileno y
la respuesta de los tejidos a la hormona de la maduracion, retrasando el inicio de la
sintesis autocatalitica del etileno, por lo que cuanto mas baja sea la temperatura mas
largo sera el tiempo necesario, bajo una determinada concentracion de etileno, para
iniciar la maduracion, como paso previo a la senescencia y deterioro de los tejidos.

Alargar el tiempo de vida util de un fruto no solo depende de la temperatura de
conservacion, ya que entran en juego otros parametros relacionados con la calidad del
fruto y el estado fisiologico en el momento de la recoleccién. En realidad la vida util
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comercial es el tiempo que transcurre entre la calidad inicial del fruto cuando se
recolecta y la calidad limite por debajo de la cual no se puede comercializar. La calidad
inicial depende de numerosos factores que se pueden agrupar en agronémicos, genéticos y
ambientales y su accién repercute en mayor o menor medida sobre la calidad inicial.

En la Figura 1.1 se recoge esquematicamente como afecta la calidad del fruto en
el tiempo de conservaciéon a una temperatura determinada.

A

Condiciones Calidad
de cultivo
Calidad
superior (Cs)
Condiciones
genéticas
calidad > Calidad
inferior (C;) - mite
Condiciones
ambientales >
tci tes

Tiempo conservacion

Figura 1.1.- Influencia de la calidad del fruto en el tiempo de conservacién a una temperatura
determinada. (Elaboracion propia).

En general, cuanto mayor es la calidad de la fruta, mas posibilidades tendra de que
el periodo de conservacion (tcs) sea mas amplio, lo que favorecera su comercializacion.
Una situacion similar nos encontraremos si para una misma calidad determinamos el
periodo de vida util en funcién de la temperatura. Cuanto més baja sea la temperatura,
mayor serd el tiempo en que se alcanzard la calidad limite que nos exige el consumidor o
el legislador. Por lo tanto, cuanto méas proximos a la temperatura en la que aparecen las
lesiones por congelacion, que en la mayoria de los frutos se encuentra entre -1y -5°C, mas
vida util de conservacion lograremos para nuestro producto.
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Al poder controlar la calidad de los frutos recolectados mediante la aplicacién de
la refrigeracion debido, a que ésta reduce sensiblemente la velocidad de los procesos del
metabolismo celular, retarda los procesos de senescencia en general y la maduracion en
particular, ha hecho que esta tecnologia esté ampliamente difundida para la conservacion
de los frutos en fresco.

La incidencia de las bajas temperaturas puede ser diferente en funcion de la ruta
metabdlica ya que no frena todas con la misma intensidad. En efecto, determinadas
reacciones son muy sensibles a las bajas temperaturas y se detienen por completo a
temperaturas inferiores a la establecida como critica. Desde hace tiempo se han aislado
varios sistemas enzimaticos muy sensibles al frio, mientras que en otros sistemas el
descenso de la temperatura no frena su actividad, produciéndose por ello un acumulo de
productos de reaccion y probablemente una escasez de compuestos reaccionantes, al
contrario de los sistemas labiles a las bajas temperaturas. En esta situacion se puede
producir un desequilibrio metabdlico que puede llegar a ser lo suficientemente grave para
que se produzca una acumulacién de productos téxicos o la ausencia de un sustrato
esencial, induciendo un funcionamiento anormal de las células que conducird, al final, a la
pérdida de su integridad y al deterioro estructural.

Es evidente que para algunas frutas y hortalizas la conservacion en frio tiene
efectos muy negativos, ya que la bajada de temperatura dentro de valores positivos,
conlleva la aparicion de sintomas externos y/o internos en el fruto, como la aparicién de
manchas, pardeamientos y pérdida de textura, que degradan de forma muy sensible su
calidad. Esta modificacion de las estructuras celulares se conoce con el nombre de
“enfermedad del frio” o “chilling injury” y afecta principalmente a las especies originarias
de regiones tropicales y subtropicales, y se pone de manifiesto, en la mayoria de los
casos, a temperaturas superiores a 0°C, oscilando alrededor de 10°C y 15°C para las
especies subtropicales y tropicales respectivamente (Wang, 1993).

En la Figura 1.2 se muestra la respuesta a la temperatura de los frutos sensibles e
insensibles al frio, y las mejores condiciones para su conservacion refrigerada. Se observa
gue en el caso de los frutos sensibles a los dafios por frio las temperaturas de conservacion
son algo més elevados, oscilando entre 10° y 15°C.
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FRUTOS INSENSIBLES

Lesién por Rango ideal Temperatura éptima
congelacion conservacion maduracion
-5¢ 0¢ 52 109 152 209 30¢ 409 50¢
Rango ideal T dptima
conservacion maduracion

FRUTOS SENSIBLES

Figura 1.2. Respuesta a la temperatura en funcion de la sensibilidad al frio. Elaboracién propia.

En la Tabla | se recoge una lista, no exhaustiva, de diferentes especies de frutos
sensibles y no sensibles a los dafios por frio. La sintomatologia de esta fisiopatia es diversa
y depende de la especie afectada. La sensibilidad a las bajas temperaturas es una
propiedad comun a los organismos vivientes. En determinadas condiciones de estrés,
algunas plantas se ven fuertemente afectadas frente a una bajada rapida de la
temperatura, pero tienen la capacidad de recuperarse y de protegerse contra los efectos
negativos. Otras plantas o partes de ellas carecen de esta capacidad y mas o menos
répidamente e irreversiblemente se ven dafiadas en estas circunstancias. (Coney, 1999).

Aungue hay muchas variables que afectan a la severidad de los DF, los sintomas a
nivel microscopico son bastante similares en todos los frutos. Estos sintomas incluyen
hinchamiento y desorganizacion de cloroplastos y mitocondrias, reduccion en el tamafio y
nuamero de los granulos de almidon, dilatacion de los tilacoides y desapilamiento de los
grana, infiltracion de agua en los espacios intercelulares, microvesiculacion del reticulo
endoplasmico, acumulacion de goticulas lipidicas en el interior de los cloroplastos y
condensacién de la cromatina nuclear (Kratsh y Wise, 2000).
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Tabla I. Ejemplo de especies de frutos con diferente sensibilidad a los dafios por frio. (Céme
1992).

Temperatura de
Sensibilidad al frio Frutas conservacion
aconsejada(°C)
Albaricoque -l1a0
Cereza -1a0
Fresa -0,5a0
Kiwi -0,5
Especies resistentes Arandano 1a0
Nectarina -l1a0
Pera -1a0
Manzana (algunas variedades) -lao0
Uva -1a0
Aguacate (cv Lula) 4,5
Limon amarillo 4,5
Especies Mango (algunas variedades) 55a7
moderadamente Mangostan 4a5,5
sensibles Melon (Cantaloupe) 4a7
Naranja 2a7
Manzana (algunas variedades) 4
Pifia verde 11 a 13
Aguacate (algunas variedades) 8al3
Banana 12a14
Chirimoya 8a9
Limon verde 13a14
Lima 8,5a10
Especies muy sensibles Fruta de la pasion 7a10
Guayaba 8all
Mango (algunas variedades) 10 a 13
Melon (cv HoneyDew) 7alo0
Pomelo 10a 12
Papaya 8,5a10
Tomates verdes 10a1?
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Los sintomas macroscépicos con los que se manifiestan los DF en frutas y hortalizas
son muy diversos, distinguiéndose dos categorias que con frecuencia se desarrollan
simultaneamente en frutos tropicales y subtropicales. La primera muestra una naturaleza
cualitativa y consiste en anomalias del desarrollo o del metabolismo, como la maduracion
incompleta y un sabor y aroma insuficientes. La segunda categoria de DF son verdaderos
sintomas patoldgicos y se manifiestan de forma muy variada como son depresiones de la
piel o picado, amarilleado anormal de la misma, descomposicion de tejidos, areas blandas
y himedas, pardeamientos internos o superficiales (escaldadura), desarrollo de textura
algodonosa o harinosa en la pulpa, pardeamiento de las membranas carpelares y una
menor resistencia a los dafios mecénicos y al ataque microbiano (Kader, 2002). Sin
embargo, algunos sintomas como la decoloracion y pardeamiento interno o el desarrollo
de una textura anormal de la pulpa no son visibles externamente. Esta diferente
sintomatologia indica que el problema de los DF no es simple ya que los mecanismos
implicados pueden diferir segun las especies dando lugar a una muy diferente
manifestacion de los mismos.

Los sintomas de DF se pueden observar en todos los estados de desarrollo de la
planta, pero su gravedad depende de la intensidad del tratamiento frigorifico, del tipo de
organo vegetal de que se trate y del estado de su desarrollo. Las perturbaciones por esta
patologia, desarrolladas tras la recoleccidén de érganos vegetales aislados como frutas u
hortalizas y detectadas visualmente, varian entre las distintas especies e incluso entre
variedades de una misma especie, y finalmente en funcion del medio ambiente donde se
hayan cultivado (Lyons, 1973).

Se ha observado que los sintomas de esta alteracion fisioldgica se hacen mas
evidentes cuando los productos hortofruticolas se transfieren a temperatura ambiente,
llegando incluso a no detectarse hasta que no tiene lugar este reacondicionamiento
(Parkin et al., 1989). Sin embargo, la severidad y velocidad del desarrollo de estos
sintomas puede verse afectada en funcién del tiempo de exposicion al dafio (Saltveit,
2003). Algunos sintomas (harinosidad en tomate, picaduras en pepino, y endulzamiento en
patata) se ven inhibidos durante la exposicion al frio. Una exposicidén prolongada a bajas
temperaturas aumenta el nivel de dafio, aunque es necesaria una duracion minima de
exposicion antes de que se expresen los sintomas, es asi como por ejemplo, el pepino
evidencia el DF como amarillamiento y una mayor susceptibilidad a las enfermedades,
después de una exposicion a 2,5°C superior a 3 dias (Cabrera y Saltveit, 1990). En la Tabla
Il se pueden observar los diferentes sintomas visuales que encontramos en distintos
productos.
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Tabla Il. Sintomas visibles de la enfermedad fisiol6gica de los “dafios por frio” en diversas frutas y
hortalizas (Come, 1992).

Pifia Pardeamiento de la pulpa

Esparrago Alteraciones del color y ablandamiento de las puntas
Berenjena Pardeamiento de la piel y ennegrecimiento de las semillas
Aguacate Pardeamiento de la piel

Limon Picado del flavedo, coloracion de las membranas, manchas rojas
Pepino Picado, tejidos inyectados en agua

Judia verde Picado

Lima Picado del flavedo

Mango Oscurecimiento de la piel, manchas marrones

Meldn Picado, defectos de maduracién y alteracién del aroma
Aceituna Pardeamiento de la pulpa

Naranja Picado, pardeamiento superficial

Papaya Picado, defectos maduracion, alteracién del aroma
Pimiento Picado, pardeamiento de semillas

Patata Sabor azucarado

Tomate verde

Tomate maduro

Defecto de maduracion

Ablandamiento y tejidos inyectados de agua

En el caso concreto de los frutos, su sensibilidad hacia los DF durante la
conservacion a bajas temperaturas parece mostrar cierta dependencia con el estado de
maduracién, pero de forma diferente segln la especie vegetal de que se trate. Autores
como Lipton (1978) y Autio y Bramlage (1986) investigaron a cerca de la relacion entre
maduracién y DF, y sus observaciones parecen indicar la existencia de una relacién mas o
menos compleja entre el estado de desarrollo, la produccion de etileno y los DF (Wang,

1989).
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Aungue no se conoce exactamente el desarrollo de los DF, se sabe que tiene lugar
en dos fases sucesivas Figura 1.3. La primera se prolonga desde algunas horas (caso de la
banana o de la chirimoya) hasta algunos meses (en manzana y pera), aunque lo mas
frecuente es una duracién de unas dos semanas (como sucede en pepino, judia verde,
tomate, melocotdén o en los citricos). En esta fase inicial las alteraciones son tan poco
severas que no se manifiestan los sintomas, es lo que se denomina umbral de induccion o
fase de latencia, y los productos pueden retornar a un estado normal, por simple
calentamiento superior a la temperatura critica (es el caso de las alteraciones de tipo
primario indirecto). La segunda fase tiene lugar cuando, superado el umbral de induccion,
aparecen los sintomas caracteristicos (necrosis, pardeamiento, picado etc..), su
establecimiento es ya irreversible, y la aplicacion de una elevacion moderada de la
temperatura solo contribuye a acelerar su desarrollo.

Dafios por frio
Irreversible
Segunda Fase
) Reversible
Primera Fase
Tiempo

Cambios fisicos Alteracion Destruccion de las
en los lipidos movimientos de iones membranas.
de membrana. a través de las

Sintomas  visibles
de los DF.

membranas.

Modificacion de los
procesos metabdlicos.

Interrupcién de las
corrientes
citoplasmaticas.

Figura 1.3.- Sucesion de eventos que conducen a los dafios por frio. (Elaboracion propia).

10



1.- INTRODUCCION

Aunque se han propuesto diversas teorias para explicar las causas que producen la
sensibilidad al frio. En la actualidad se acepta que el primer evento de los dafios por frio
es el cambio en las propiedades fisicas de las membranas celulares, debido a las
modificaciones experimentadas por el estado fisico de los lipidos de la membrana y se le
conoce por hipotesis lipidica de la lesién por frio (Lyons, 1973; Whitaker, 1992; Marangoni
et al., 1996). Los dafios por frio también pueden verse asociados a un estrés oxidativo
relacionado con la disminucién de la actividad de las enzimas que eliminan las especies de
oxigeno activo como catalasa, peroxidasa y superéxido dismutasa (Ju et al., 1994; Sala,
1998).

En el modelo de los dafios de los lipidos de membrana se producen cambios
biofisicos y quimicos que conducen a una cascada de reacciones bioquimicas que a su vez
conlleva la muerte de la célula y el deterioro de los tejidos (Marangoni et al., 1996).
Debido a que estos eventos también suceden en tejidos maduros y senescentes (Lester
1993; Lacan 1996, 1998) se sugirid que la hormona de la maduracion, el etileno, podia
jugar un papel en el desencadenamiento de los dafios por frio. Algunas investigaciones en
frutos climatéricos y no climatéricos mostraron que los frutos eran més sensibles a los
dafos cuando eran tratados con etileno (Yuen et al., 1995). Sin embargo se describid en
algunos trabajos que tratamientos con etileno exégeno eran beneficiosos en la reduccion
de los dafios por frio (Lipton y Ahroni, 1979). Ademas, algunos frutos como tomate y
papaya exhibieron una disminucion en la sensibilidad a esta fisiopatia cuando avanzaba el
proceso de maduracién y aumentaba la produccion de etileno (Wang, 1993).

1.1.2.- Manifestaciones fisioldgicas de los dafios por frio

Uno de los efectos mas llamativos de la bajada de temperatura sobre los tejidos
vegetales es la disminucion acusada de los movimientos citoplasméticos o de ciclosis
cuando la temperatura baja por debajo del umbral critico. En las células resistentes por el
contrario no se aprecia ninguna modificacion. Wood et al (1984) encontré que los tricomas
de peciolos de tomate presentan una disminucion de los movimientos citoplasmaticos
cuando se sometian a una temperatura de 10°C durante 1 6 2 minutos y que este
fendmeno se acentuaba a 5° 6 0°C. Después de una estancia prolongada en frio (24 horas a
0°C) los movimientos citoplasmaticos de las células de estos tricomas no se recuperan
cuando se disponen a temperatura ambiente, contrariamente a lo que se observa en las
células tolerantes al frio como las de la especie Digital purpura. La muy rapida aparicion
de este fenomeno tras la exposicion de los tejidos vegetales a temperaturas inferiores al
umbral critico permitié suponer que podrian constituir el primer evento de la enfermedad
de los dafios por frio (Wood et al., 1984).

Para que se produzcan estos movimientos es necesario el suministro de energia y
dependen también de las propiedades fisicas del citoplasma y del sistema de membranas

11
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celulares. Se verificé que en los frutos sensibles el suministro de ATP baja sensiblemente y
las lipoproteinas de la membrana experimentan una transicion a un estado mas rigido
(fase gel), que en ultima instancia provoca el cese del movimiento de ciclosis (Lyons,
1973, Raison et al., 1990).

Ademas de estos eventos citoldgicos, varios cambios ultraestructurales tienen lugar
durante el desarrollo de los dafos por frio. Se describieron multiples y graves alteraciones
en los organulos y membranas celulares de los vegetales sensibles al frio, que conducen la
muerte de numerosas células como aumento y degeneracion de las mitocondrias y de
plastos, vacualizacion y dilatacién del reticulo endoplasmatico, pérdida de ribosomas,
ruptura de tonoplastos, aglutinacion de la cromatina y depésito de materiales nuevos en la
pared celular. (llker et al., 1976). Es probable que estos cambios estructurales se
produzcan a continuacion de eventos mas precoces y serian pues el resultado mas bien
que la causa de las desregulaciones observadas.

Otro efecto muy importante del frio sobre los frutos y hortalizas sensibles es la
alteracion de las membranas, y mas especificamente un cambio de fase de los lipidos de
la membrana y una modificacion de la permeabilidad de la membrana (Lyons, 1973;
Ruelland et al., 2009). Lyons (1973) para explicar las perturbaciones causadas por el frio
en los vegetales sensibles sugirié una teoria conocida como “teoria membranaria”. Segun
esta teoria, las modificaciones de los lipidos membranarios constituyen el evento primario
de los desordenes debidos al frio. En efecto el frio provoca modificaciones de la
organizacion molecular y estructural de la matriz lipidica de las membranas. Estos autores
pensaron que el efecto inmediato de las bajas temperaturas era un aumento global de la
microviscosidad de la matriz. Por debajo de una temperatura critica denominada
“temperatura de transicion”, este fendmeno induce una organizacion de los lipidos
membranarios en estructura rigida, denominada sélido-gel. Cuando la duracién de esta
perturbacion por el frio ha sido lo suficientemente prolongada, provoca una gran
extension de zonas rigidas en las membranas, lo que conduce a pérdidas de elasticidad,
rupturas, y pérdidas de agua, iones y metabolitos.

La teoria membranaria presenta como eventos mas significativos un aumento de la
salida de electrolitos, (Autio et al., 1986; King y Ludford, 1983), una transicion de fase de
los lipidos a la temperatura critica (Mc Murdo y Wilson, 1980) y cambios en la composicién
de los lipidos. Estos ultimos son similares a los que ocurren durante la senescencia del
fruto, e incluyen peroxidacion de lipidos, aumento del indice de saturacion de los acidos
grasos, degradacion de los fosfolipidos, y galactolipidos y aumento de la relacién
esteroles/fosfolipidos (ParKin et al.,1989; Nguyen et al.,1990; Whitaker,1995; Sevillano et
al.,2009; Marangoni et al., 1996). Como consecuencia se produce una disminucion en la
fluidez, disminucion de la funcionalidad de la membrana y de las proteinas asociadas a
ella, pérdida de turgor, salida de electrolitos, pérdida de la energia metabdlica,
desintegracion del sistema fotosintético y finalmente la muerte de la célula.

12
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En la Figura 1.4 se recoge un esquema de los eventos que tienen lugar en los
tejidos vegetales sensibles al frio y que conducen a la fisiopatia de los dafios por frio
(Lyons, 1973).

Bajas temperaturas

Transicién
de fase
——é \
a " -y

- N - Aumento de la permeabilidad de
Liquido-cristalino Gel sélido
las membranas

Cese de la i
. Aumento de la energia de
actividad L ]
L. activacion de las enzimas
protoplasmatica

membranarias

Vuelta al
metabolismo
normal

Disminucidn del

abastecimiento de ATP

L Desordenes en diferentes
Breve exposiciény )
metabolismos

vuelta a 202C

Acumulacion de metabolitos tdxicos ej:

acetaldehido, etanol, etc.

Salida de solutos y perturbacion del
equilibrio idnico

Exposicién prolongada

Muerte de las células
y los tejidos

Figura 1.4.- Acontecimientos que conducen al desarrollo de los “dafios por frio” en los frutos.
(Lyons, 1973).
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Es interesante resaltar la posible relacion entre el cambio en la composicion de los
lipidos de la membrana mitocondrial y la pérdida de energia metabdlica en las células
afectadas por los dafios por frio. En efecto las modificaciones causadas afectan también a
la estructura y a la actividad de las enzimas ligadas a las membranas y en particular las
gue catalizan la respiracion y la produccion de etileno. Se puso de manifiesto (Kacperska,
1989) que las bajas temperaturas provocan una disminucion de la respiracion y del
coeficiente respiratorio de los vegetales. En algunos casos, la bajada de la temperatura
tiene tendencia, a alterar el correcto funcionamiento de los enzimas de la respiracion y
disminuyendo la sintesis de ATP a activar los procesos fermentativos y la acumulaciéon de
etanol y acetaldehido Shirra, 1992. Este fenomeno se explica por el hecho de que el frio
disminuird el nivel de las oxidaciones respiratorias y afectaria menos el de la glicolisis
(Raison, 1980). De esta forma se favoreceria la acumulacién de compuestos procedentes
de la fermentacion, téxicos para la célula. Esta hipotesis fue confirmada por Eaks (1980) y
Schirra (1992) que encontraron un aumento de etanol y acetaldehido en platano, aguacate
y naranjas conservadas en frio y transferidas a temperatura ambiente. La produccion de
etileno también se vio afectada aumentando o disminuyendo segun los casos, cuando se
sometieron los frutos por debajo del umbral critico de la tolerancia al frio (Wang, 1989).

1.1.3.- Papel de las hormonas en los dafios por frio

1.1.3.1.-Efecto de las bajas temperaturas sobre la biosintesis y la produccion de
etileno

La demostracion que la via de sintesis del etileno, a partir de la metionina, es
activa en los tejidos sensibles al frio la puso de manifiesto Wang y Adams (1980) al
encontrar que la L-[3,4-""C] metionina era transformada en ACC y posteriormente en
etileno en tejidos de la corteza de pepino sometidos 0 no a baja temperatura. Estos
resultados indican que la metionina es utilizada como precursor del etileno tanto en los
tejidos dafados por el frio como en los que no se someten a baja temperatura. El etileno
sintetizado bajo los efectos del frio se produce también por la via del ACC, establecida
por Adams y Yang (1979).

En algunas especies tropicales, como el tomate y la judia, los tratamientos por
frio, inducen una ralentizacion considerable de la ACC oxidasa y una disminucion acusada
de la produccion de etileno cuando se almacenaban a 11° o 12°C (Field, 1981). Resultados
similares se pusieron de manifiesto en pimiento (Wang, 1982) y manzana (Mattoo y
Lieberman, 1977). Por otro lado, la adicion de ACC exdgena a discos de hojas incubadas a
5°C induce un aumento de la produccion de etileno, mientras que los discos de hoja
incubados a la misma temperatura sin adicion de ACC no sintetizaron cantidades
suplementarias de ACC enddgeno (Wang, 1989). Esto indica que durante la estancia en frio

14



1.- INTRODUCCION

la biosintesis de etileno esta reducida considerablemente, debido mas por la inhibicién de
la sintesis de ACC que por la menor actividad de la ACC oxidasa.

Sin embargo, el efecto del frio solamente puede observarse, por lo general, tras
haber puesto el fruto a temperatura ambiente. En efecto, en la mayoria de los casos, el
tratamiento por el frio estimula de forma acusada la sintesis de etileno cuando vuelven a
la temperatura de 20°C (Sevillano et al., 2009). Este fendmeno se puso de manifiesto
también en plantas que normalmente producen poco etileno (Cooper et al., 1969; Eaks,
1980. Efersen y Kent 1982, 1983 analizaron los mecanismos de esta estimulacion y
demostraron que el aumento de ACC y de la produccion de etileno tenian lugar muy
rdpidamente después de colocarlos a la temperatura ambiente. Por otro lado, Field (1981)
encontrd que las hojas de judia tratadas con 1 mM de AVG, inhibidor de la ACC sintetasa,
al final de la permanencia en frio y posteriormente transferidas a 25°C, producian poco
etileno, indicando que el ACC no se acumula durante el periodo de incubacién a 5°C. Se
puede deducir que el frio podria tener un papel en la iniciacién de la cadena de biosintesis
del etileno, pero que las ultimas etapas que conducen a su produccion no son activas
hasta después de pasar a temperatura ambiente.

Field (1981) propuso que las bajas temperaturas podrian inducir la formacién de un
factor asociado a la membrana citoplasméatica y que seria responsable del
desencadenamiento de la produccidon de etileno cuando se transfiera a 25°C. Sin embargo,
numerosos estudios mostraron que la sintesis del ACC no se manifiesta durante la
incubacion a bajas temperaturas, poniéndose de manifiesto después de haber transferido
el fruto a temperatura ambiente como en pepino, (Wang y Adams, 1980) y en tejido de
hoja de judia (Field 1981).

Wang y Adams (1980) demostraron que la actividad ACC sintetasa aumenta
rdpidamente en los primeros minutos cuando se transfiere de 2,5° a 25°C y que el nivel de
ACC aumenta 50 veces durante las 7 primeras horas de calentamiento tras un periodo de 4
dias a 2,5°C. Resultados similares se obtuvieron en la pera “Passe crassane”, que al
transferirla de 0° a 18°C se induce un importante aumento de la actividad ACC sintetasa
(Leliévre et al.,1997). La incorporacién de la metionina marcada en ACC y etileno es
mayor en los tejidos de pepino conservados a 2,5°C y posterior transferencia a
temperatura ambiente que en los controles a 13°C (Wang y Adams, 1980). Estudios
realizados con inhibidores de la sintesis de ARN y de proteinas en tejidos sometidos al frio
han aportado algunos datos interesantes sobre los posibles mecanismos de la sintesis de
etileno bajo las bajas temperaturas y posterior reacondicionamiento a temperatura
ambiente. Wang y Adams (1980) y Wang (1993) encontraron que la actividad ACC
sintetasa, los niveles de ACC y la produccion de etileno en tejidos de pepino enfriados y
posteriormente puestos a temperatura ambiente se inhiben por la cicloheximida (CHI)
(inhibidor de la traduccion); pero no se ven afectados por la a-amanitina (inhibidor de la
transcripcion). Estas experiencias indicaron que el tratamiento con frio estimula la sintesis
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de transcritos de la ACC sintetasa y que la traduccion del ARNm de la ACC sintetasa solo es
posible cuando el fruto se dispone a temperatura ambiente.

Estos resultados muestran que los efectos del frio sobre la sintesis de etileno
implican:
e una reduccion de la actividad de ACC oxidasa sin ser limitante sobre la

produccién de etileno.

e un aumento de transcritos de ACC sintetasa, que conduce durante el
calentamiento al aumento de la formacion de proteina ACC sintetasa
seguida de un incremento de ACC y posteriormente de etileno.

En la Figura 1.5.se recoge el esquema simplificado propuesto por Wang (1989) que
muestra los posibles mecanismos de la accion del frio después del calentamiento.

Frio Calentamiento

v

Mensaje

Transcripcion Traduccién

ARN Proteina

v

ADN

v

a-Amanitina Cicloheximida
ATP ACC-sintetasa ACC-oxidasa
Metionina | — 5 SAM > ACC —» | G H,
Etapa estimulada Etapa reducida
por el frio por el frio

Figura 1.5.- Accion del frio sobre la sintesis del etileno tras el periodo de calentamiento. Wang
(1989)
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La utilizacion de inhibidores de la transcripcion y traduccién (Wang y Adams,
1980), indic6 que la transcripcién de ACC sintetasa tiene lugar durante el almacenamiento
a baja temperatura y la traduccion cuando el fruto es transferido a temperatura
ambiente.

Tratamientos con propileno, analogo del etileno, y con antagonista del mismo
como el 1-MCP a diferentes especies, apuntan a que la hormona de la maduracion y
senescencia juega un papel como inductor de los dafios por frio, probablemente en
combinacion con las bajas temperaturas en algunas especies, mientras que en otras el
etileno actia como un inhibidor de la fisiopatia. Resultados obtenidos por Wong et al
(1999) durante el almacenamiento de citricos a baja temperatura confirman esta
hipétesis, ya que observan un aumento de los niveles de ACC y etileno cuando los frutos se
transfieren a temperatura ambiente después de haber estado en frio.

1.1.3.2.-Efecto del etileno sobre el desarrollo de los dafios por frio

El papel que juega el etileno en el desarrollo de los dafios por frio no ha podido
aclararse a pesar de los numerosos trabajos realizados en los ultimos afios y sigue siendo
motivo de controversia. Algunos autores consideran que el etileno tiene una accion
protectora contra la aparicion y desarrollo de la enfermedad, mientras que otros han
encontrado que seria de hecho un estimulador.

Lipton y Ahroni (1979) vieron que el tratamiento de melén “Honey dew” con 1000
ppm de etileno a 20°C durante 24 horas antes del almacenamiento a 2,5°C redujo sobre un
75% los dafios por frio. Los tratamientos con etileno en la desverdizacion del pomelo antes
de la conservacion en frio, tuvo un efecto protector (Grierson, 1974). Observaciones
similares se encontraron en patata tratada con etileno después del periodo de frio
(Buescher, 1977). Ademas, frutos como el tomate (Autio y Bramlage, 1986) y papaya
(Wang, 1989) presentaron una disminucion a la sensibilidad a los dafios por frio cuando
fueron recolectados en estados tardios de madurez debido, tal vez, a una produccion de
etileno mas importante.

Al contrario, otros estudios han puesto de manifiesto que en algunos frutos
climatéricos y no climatéricos la sensibilidad a los dafios por frio aumenta cuando son
tratados con etileno. Se observd en aguacates tratados con etileno antes de su
conservacion a 6°C, que la aceleracién en la maduracion aumenta su sensibilidad al frio y
gue disminuye de forma considerable su vida comercial Gtil (Chaplin et al., 1983). En un
ensayo sobre este mismo fruto conservado a una temperatura inferior a 12°C en presencia
de 100 ppm de etileno, desarrollé los sintomas de dafios por frio muchos mas acusados que
los controles conservados a la misma temperatura y en aire (Lee y Young, 1984). Ademas
se encontrd que en aguacates recolectados en estado inmaduro desarrollan muchos menos
sintomas que en los estados maduros y sobremaduros (Kosiyachinda y Yand, 1976). En el
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caso de frutos no climatéricos, como la naranja y pomelo, se demostro que la utilizacion
de etileno en la desverdizacion aumenta significativamente su sensibilidad a los dafios por
frio (Yuen et al., 1995).

Ahora bien, el etileno producido durante la maduracion de los frutos parece estar
asociado a la sensibilidad a la enfermedad, aunque no se tiene claro si su accién es directa
o indirecta. De acuerdo con la bibliografia, los cambios bioquimicos y fisioldégicos que
tienen lugar durante la maduracion, tales como la modificacibn de la estructura y
modificacion de la membrana celular, el aumento de la salida de electrolitos y la
reduccion de las actividades de las enzimas anti-oxidantes alcanzan los valores mas
importantes en los frutos sensibles a los dafios por frio (Marangoni et al., 1996). Durante la
maduracién, la membrana celular experimenta cambios que afectan a su conformaciény a
su estructura, lo que induce un aumento del grado de saturacion y de la peroxidacion de
lipidos y de una parte de los fosfolipidos (Lyons, 1973; Whitaker, 1992;Marangoni et al.,
1996). Estos cambios producen una pérdida de la integridad membranaria observada
también en el desarrollo de la senescencia y maduracién de algunos vegetales (Droillard et
al.,1987; Paliyath y Droillard, 1992; Marangoni et al., 1996), incluidos frutos como el
meldn (Lester y Stein, 1993; Lacan y Baccou, 1998) y el tomate( Autio y Bramlage, 1986).
En el caso de numerosos Organos senescentes se encontré una gran produccion de
radicales libres (peroxidos, superoxidos etc.) y una débil capacidad de detoxificacion de
oxigeno activo (H,0,, O (Droillard et al., 1987; Borochov y Woodson, 1989; Paliyath y
Droillard, 1992; Marangoni et al., 1996).

Por otro lado, estudios fisioldgicos y bioquimicos de dérganos vegetales sensibles a
la enfermedad mostraron que presentan una pérdida de la semi-permeabilidad
membranaria (Lyons, 1973; Tatsumi y Murata, 1981; Whitaker, 1992; Marangoni et al.,
1996), una estimulacion de las enzimas de peroxidacion de lipidos, como las lipoxigenasas,
asociado a una ralentizacion de las enzimas anti-oxidantes como catalasa, superoxido
dismutasa y peroxidasas (Hiriyadi y Parkin, 1991; Ju et al.,1994; Sala, 1998). Ademas, las
poliaminas que tienen una accién antagoénica del etileno y la propiedad de retardar la
senescencia al preservar la integridad de la membrana (Galston y K-Sawhney, 1987) estan
presentes en gran cantidad en los vegetales resistentes a la enfermedad del frio (Kramer y
Wang, 1989).

El papel del etileno, junto con las bajas temperaturas se puso de manifiesto en
experiencias realizadas en diversos frutos. Por ejemplo, el melén transgénico “Cantalupe
charentais”, que tiene inhibida la produccion autocatalitica de etileno, presenta una
aparente resistencia a los dafos por frio, con un nivel bajo de desintegraciéon de la
membrana al ser bajo el porcentaje de salida de electrolitos. Esta caracteristica también
se observo en estos melones durante la maduraciéon (Ben Amor et al., 1999; Martinez-
Madrid et al., 2002). En melocotén, otra de las manifestaciones de los DF es la pérdida de
jugo y ésta es mas severa cuanto menor es la temperatura de conservacion, sobre todo por
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debajo de 7,5°C; y al mismo tiempo la produccién de etileno disminuye considerablemente
(Walsh et al., 2002).

En un fruto no climatérico como la mandarina los DF en la piel estan asociados a
una induccién de la sintesis de etileno, sobre todo cuando los frutos son transferidos a
20°C. Para entender la regulacion de la biosintesis de etileno en la mandarina “Fortuna”,
Zacarias et al., (2003) aislaron cDNAs que codifican para ACC oxidasa y ACC sintetasa y
estudiaron su expresion durante diferentes condiciones de conservacion. Los resultados
indicaron que a baja temperatura y posterior almacenamiento a temperatura ambiente
hay una induccion y acumulacién de transcritos de ACS y ACO y que la temperatura
también afecta al régimen de actividad de ambas enzimas. El melon “Piel de sapo”,
caracteristico de nuestro pais, es también no climatérico y sensible a los dafios por frio
por debajo de 8°C, en la variedad “Sancho” se encontré que la aplicacion de etileno
externo protege ligeramente el desarrollo de los DF en la piel, hasta los 20 dias de
conservacion, y el tratamiento con 1-MCP no tiene efectos positivos (Valdenegro et al.,
2005).

Se estudio la relacion entre el etileno y los DF en dos variedades de ciruela, una
climatérica y otra no climatérica, blogueando con 1-MCP y estimulando con etileno.
Mientras que en la variedad climatérica los DF se aprecian a los 30 dias de conservacion,
en la no climatérica se mantenia sin dafios hasta el final de la experiencia. La incidencia
de los DF en la variedad climatérica esta claramente relacionada con un aumento inducido
por el frio de la capacidad de producir etileno. La incidencia en la variedad climatérica es
del mismo orden que en la no climatérica cuando la sintesis de etileno es bloqueado con
1-MCP, y al contrario la no climatérica tratada con etileno muestra una alta incidencia de
desordenes, lo que confirma que en ciruela los DF estdn relacionados con la pauta
climatérica (Candan et al., 2008).

Los kakis climatéricos son muy sensibles al etileno y su exposicion a tratamientos
exogenos acelera su natural ablandamiento a temperatura ambiente y agravan los DF en el
almacenamiento a baja temperatura (Besada et al., 2010).

1.1.3.3.-Interaccidon de otras hormonas con los dafos por frio

La posible implicacion de las poliaminas (PAs), reguladores del crecimiento de las
plantas, en los mecanismos de defensa frente a diferentes tipos de estrés (Flores, 1990;
Khmer et al., 1997; Boucherean et al., 1999) despertd el interés de investigar su
comportamiento frente a los dafios por frio. Las poliaminas putrescina (Put), espermidina
(Spd) y espermina (Spm) se encuentran en altas concentraciones en los tejidos
meristematicos y activan el crecimiento de los tejidos en las plantas superiores.
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La diamina Put se sintetiza en las plantas a partir de ornitina a través de dos vias:
directamente, catalizada por la ornitina descarboxilasa e indirectamente a través de una
serie de intermediarios. La Put es entonces convertida en Spd y Spm después de la adicion
de uno o dos grupos propilamino respectivamente a partir de S-adenosilmetionina
descarboxilasa (dSAM) (Galston y Kaur-Sawnhey, 1987, 1990; Tiburcio et al., 1993). S-
adenosilmetionina es también el precursor de la biosintesis de etileno, por lo que un
aumento en PA, debido a la actividad d-SAM afectara al nivel de produccién de etileno.
Como la concentracion de PAs es mucho mayor que las correspondientes a etileno y a su
inmediato precursor el acido-l-aminociclo-propano-1-carboxilico (ACC), cambios en la
concentracién de PAs afectara mas a la biosintesis de etileno y ACC que cualquier otra via
(Walden et al., 1997).

Las poliaminas son un potente inhibidor de muchos procesos relacionados con la
senescencia en una variada especies de plantas y, su actividad antisenescente esta
relacionada con la estabilidad o proteccién que confiere a las membranas, debido a su
naturaleza policatidnica, siendo Spm (tetramina) méas efectiva que Spd (triamina), y esta
mas que Put (diamina) (Galston et al., 1987). Las poliaminas tienen también propiedades
de captar radicales libres (Drolet et al., 1986). Establecida la relacion entre poliaminas y
proteccion de las membranas y entre dafios por frio y deterioro de las membranas, la
posibilidad de encontrar una conexion entre poliaminas y la fisiopatia desperté un gran
interés entre los investigadores.

Mc Donald y Kushad (1986) encontraron que en pimiento, limén y pomelo la
aparicion de dafios por frio implicaba un aumento de Put. Ademas se puso de manifiesto
gue el incremento del contenido en PA como respuesta fisiologica al estrés por dafio por
frio es mas acusada en las plantas tolerantes que en las sensibles (Guye et al., 1986;
Kramer y Wang, 1990; Lee, 1997). Aunque estos resultados parecen indicar, pero no
probar, una implicacién de las PAs en la induccion a la tolerancia de los dafios por frio,
pero la via por la que estas moléculas estimulan esta tolerancia no se ha esclarecido de
momento.

La acumulacion de Put en plantas de tomate cuando se sometieron a bajas
temperaturas, indujo a Kim et al., (2002) a plantear la hipdtesis de que esta poliamina
podria jugar un papel como inductora a la tolerancia de los dafios, ya que estas plantas
experimentan una reduccion del orden del 30% en la salida de electrolitos (Martinez-Tellez
et al., 2002). Cuando las plantas se trataron con un inhibidor de la biosintesis de la Put, su
contenido disminuye y el porcentaje de salida de electrolitos aumenta, siendo éste
proporcional a la concentracién aplicada (Kim et al., 2002).

Los resultados de la bibliografia sugieren que el incremento de PAs en el fruto y en
otras partes de la planta es una causa y no la consecuencia de la tolerancia que
experimenta a los dafios por frio, pudiéndose considerar, por lo tanto, una accién de
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defensa de las plantas frente al frio mas que un sintoma causado por él. Parece ser que el
incremento enddgeno de los niveles de poliaminas podria hacer a los tejidos menos
susceptibles a los dafios por frio.

El &cido abcisico (ABA) se encuentra en todas las plantas superiores y en todos los
tejidos vegetales. Los niveles de ABA entre los diferentes 6rganos de la planta estan
ampliamente supeditados por las condiciones de estreses ambientales, incluidos la sequia
y las bajas temperaturas. Su intervencién en el caso de los dafios por frio ha sido
considerado hace algunos afios. En principio el ABA puede tener un efecto positivo sobre la
tolerancia de los dafios por frio, ya que juega un papel importante en el control del cierre
de estomas y por consiguiente en la velocidad de transpiracion y el mantenimiento de la
relacion del agua en la célula. En calabacin se encontrd un incremento del ABA durante el
almacenamiento en frio (Wang et al., 1994). Lafuente et al., (1997) no observaron
relacion entre los cambios en ABA y el impacto en los dafios por frio, durante la
maduracién, en la mandarina “Fortuna”, muy sensible a los mismos. Por otro lado se
encontré que tratamientos que incrementan los niveles enddgenos de ABA hacen que
aumenten los dafios por frio (Gosalbes et al., 2004).

La aplicacién de ABA a hojas de tomate indujo un aumento significativo de la salida
de electrolitos, el primer sintoma fisioldgico de los dafios por frio (Kim et al., 2002). Estos
autores encontraron asi mismo una acumulacion de putrescina causada por las bajas
temperaturas. Tratamientos con esta poliamina y con un inhibidor de su sintesis mostraron
qgue esta hormona también se encuentra involucrada en la tolerancia a las bajas
temperaturas, como hemos indicado precedentemente. Es interesante destacar que dichos
autores consideran que el papel del ABA es mucho mas importante que el de la Put, ya
gue el incremento de la salida de electrolitos en las hojas de tomate, cuando se tratan
con un inhibidor de la sintesis de Put esta contrarrestado cuando son tratados con ABA.

Los mecanismos fisiolégicos que hacen que el ABA reduzca el impacto de los dafios
por frio no se ha establecido completamente. La aplicacién exdgena de ABA fue utilizada
para inducir el cierre de los estomas antes de someter el tejido a bajas temperaturas con
objeto de evitar la pérdida de agua y los dafios por frio (Rikin et al., 1976; Christiansen et
al., 1978).

Como consecuencia del caracter lipofilico del ABA se sugiri6 que puede
interaccionar o insertarse entre las colas hidrofébicas de la estructura de la membrana
celular, aumentando la temperatura de transicion y por lo tanto su fluidez (Markhart,
1986).
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1.1.4.- Accidén de proteinas especificas en respuesta a las bajas temperaturas

Estas proteinas especificas se denominan “de choque térmico” debido a que se
confirmd su sintesis como respuesta a temperaturas elevadas, aunque también se las
denomina “proteina de estrés” porque otros agentes estresantes puede inducir su sintesis.
(Ritossa, 1962; Sevillano et al., 2009). Hoy dia se conoce que todos los organismos tienen
la capacidad de sintetizar este tipo de proteinas ante la incidencia de diversos factores
estresantes (Parsell y Linquist, 1993; Nover, 1991; Vieling, 1991).

Las proteinas de estrés (HSPs) engloban diversos tipos que se diferencian por su
peso molecular, propiedades y estructura (Gusev et al., 2002). Algunas HSPs son
necesarias para el crecimiento en un rango normal de temperaturas y son constitutivas,
otras ayudan a las células a resistir los efectos dafiinos de ciertas condiciones extremas
como las elevadas temperaturas, el estrés oxidativo, la presencia de compuestos
organicos, metales pesados y otros factores considerados como estresantes. El efecto
protector lo ejercen actuando como chaperonas moleculares, proteinas que ayudan a
otras proteinas a mantener o a recuperar su conformacion nativa, estabilizando estados
parcialmente desnaturalizados.

Durante el estrés se induce la desnaturalizacion y disfuncion de muchas proteinas,
y es entonces cuando intervienen las HSPs ayudando a mantener el adecuado plegamiento
y conformacion de proteinas estructurales y funcionales (Vinocur et al., 2005; Sdnchez-Bel
et al., 2012). Bajo condiciones normales de crecimiento de los tejidos vegetativos la
mayoria de las HSPs, por lo general, no se pueden detectar, pero se acumulan
rpidamente en respuesta a un choque térmico. Se comprobdé que su acumulacion es
proporcional a la temperatura y al periodo de tiempo que actua el estrés (Water et al.,
1996) y en ocasiones est4 acompafiada de la adquisicion de la resistencia a los dafios por
frio (Rozenzvieg et al., 2004; Polenta et al., 2007). También inducen la acumulacion de
HSPs, la maduracion del fruto (Medina-Escobar et al., 1998) y el estrés oxidativo (Lee et
al., 2000).

Ademas de las altas temperaturas también se puso de manifiesto que tratamientos
con algunos compuestos antes de las bajas temperaturas, como metil derivados del acido
jasmonico, un regulador del crecimiento de las plantas, y el acido salicilico, induce la
sintesis de HSPs y al mismo tiempo aumentan la tolerancia de los DF (Ding et al., 2001;
Wang et al., 2006).
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1.1.5.- Control de los dafios por frio

Los notables progresos que se han alcanzado en las dos uUltimas décadas permiten
hoy dia disponer de diversas tecnologias poscosecha para retardar o mitigar el desarrollo
de los DF (Shewfelt, 1986) de las especies sensibles, o bien para aumentar su tolerancia
(Wang, 2000).

A nivel industrial se utilizan, con mayor o menor éxito diversos sistemas que van
desde tratamientos fisicos, como atmosferas controladas o modificadas (Lan,1989; Ahoroni
et al., 1993; Wang, 1993; Pesis et al., 2000), acondicionamiento previo a temperaturas
moderadas (Wang,1995), tratamientos con CO, previo o durante la conservacion frigorifica
(Bertolini et al., 1991; Escribano et al., 1997), calentamiento intermitente mediante
“golpes de calor” (Artés y Escriche, 1994), pretratamientos con altas temperaturas (Lurie
y Klein, 1991) y pretratamientos con compuestos quimicos.

1.1.5.1.-Tratamientos fisicos

Hoy dia se ha comprobado que la conservacién en atmosferas con diferentes
concentraciones de CO, y O, reducen apreciablemente la aparicion de los DF, y que este
efecto estd més relacionado con los niveles de CO, que de O,. Controlando la
concentracion de estos dos gases, se puede simultaneamente optimizar la conservacion, y
minimizar los DF, como se observé en diversos frutos, aguacate, y guayaba (Meir et al.,
1995; Singh y Pal, 2008).

Desde hace unos afios se estd utilizando una tecnologia, denominada atmoésfera
modificada (AM), con resultados positivos y que en el fondo tiene el mismo principio que
la atmosfera controlada (AC), ya que modifica la atmésfera que rodea al fruto mediante la
utilizacion de bolsas de film plasticos de diferente permeabilidad en los que se introducen
los frutos y tras un cierre hermético se procede a su almacenamiento a la temperatura
adecuada. Esta técnica permite prolongar la vida comercial sin pérdidas apreciables de
calidad (Kader et al., 1989; Zagory et al., 1988). La conservacion en AM, ademas de
generar una atmosfera rica en CO, y pobre en O,, en el interior de la bolsa, reduce la tasa
de respiracion y la produccion de etileno, retrasando la maduracion y senescencia de
frutos y hortalizas, y contribuye al mantenimiento en el entorno del fruto de un alto grado
de humedad relativa (HR) que evita o retrasa la pérdida de agua de estos. (Kader et al.,
1989).

La atmoésfera de equilibrio que se alcanza en el interior de la bolsa, con niveles
altos de CO, y bajos de O,, depende del metabolismo del fruto, de la permeabilidad del
plastico y de la difusidn gaseosa a traveés del film. En la actualidad son muy numerosas las
investigaciones que se han realizado para evaluar la incidencia de esta técnica sobre la
aparicion y desarrollo de los dafios por frio en frutas y hortalizas de interés comercial
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(Hakim, 1997; Nguyen et al., 2004; Pesis et al., 2000). En melén “Cantaloupe charentais”
que tiene inhibido la sintesis de etileno mediante la expresion de un gen antisentido de la
ACC oxidasa se ha observado que a pesar de mostrar una resistencia acusada a los DF, no
llega a ser total, mientras que cuando se conserva a 2°C y posterior acondicionamiento a
20°C en bolsas de un film de permeabilidad selectiva, los dafios se inhiben practicamente
(Flores et al., 2004).

En el caso de la utilizacién de films micro y macroperforados la AM en el interior de
la bolsa difiere poco de la atmosfera normal y sin embargo también tuvo efectos sobre los
DF, retrasando su aparicion con respecto a los controles no empacados (Wang et al., 1997;
Meir et al., 1997). En estas condiciones se explic6 que la causa principal que evita el
desarrollo de los dafios por frio es la alta humedad relativa en el interior de la bolsa, que
evita una excesiva pérdida de agua del fruto (Ben-Yehoshua, 1983). Sin embargo, cuando
se utilizaron films macroperforados los resultados no fueron positivos, asi utilizando
polipropileno macroperforado se encontr6 que en melocoton “Paraguayo” (Fernandez-
Trujillo et al.,1998) y en naranja y pomelo no se inhibe el DF.

Otras tecnologias basadas en la modificacion de atmosfera que rodea al fruto
también se han desarrollado para limitar o evitar los DF. La aplicacién durante un corto
periodo de tiempo de altas concentraciones de CO, (choques) o muy bajas de O, (hipoxia
severa) antes o durante la conservacion a baja temperatura, suele reducir los DF y
retrasar la senescencia de algunos citricos, frutos de hueso, de pepita, en baya y
hortalizas etc. aunque su aplicacion industrial es todavia muy escasa (Marcellin y Ulrich,
1983; Artes, 1984; Kader, 1990). Los niveles muy bajos de O,, del orden del 1%, limitan de
forma acusada la tasa respiratoria y el metabolismo en general y de forma particular la
biosintesis de etileno, ya que es necesario para la accion de la ACC oxidasa en la
conversion de ACC en etileno, facilitar el suministro de ATP en la activacion inicial de la
metionina y necesario para la union del etileno con su receptor.

Tratamientos con niveles de O, inferiores al 1% antes de la conservacién
disminuyeron los DF en manzana (Blanpied, 1997) y en mandarina (Sala, 1998) debido tal
vez a que la aparicion de la fisiopatia esta asociada al estrés oxidativo y es necesario que
el fruto tenga un sistema antioxidante eficiente. Por otro lado, pretratamientos con
niveles de CO, del 40% durante 3, 6 o0 9 dias redujeron la membranosis y el picado después
de 30, 60, y 90 dias a 0°C (Bertolini et al., 1991). Con niveles muy elevados de CO, se
puede correr el riesgo de que se induzca la fermentacion anaerobia del fruto, modificando
sustancialmente sus caracteristicas aromaticas por la produccién de acetaldehido y etanol
(Lurie y Pesis 1992; O"Hare y Prasad, 1993).
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1.1.5.2.-Tratamientos térmicos

La temperatura y el tiempo son las variables primarias que afectan al desarrollo de
los DF. Para cualquier fruto, e incluso variedad, a cualquier temperatura, existe un
tiempo minimo de exposicion para inducir un dafio irreversible. Este tiempo puede variar
desde pocas horas hasta varias semanas. Se observé que los DF son menores y que hay un
aumento de la resistencia a la aparicion de dichos dafos, si el periodo de tiempo que
estan los frutos a bajas temperaturas se interrumpe, reduce o se suprime y el fruto
continua su proceso normal de maduracién (Covey, 1982).

La posibilidad de poder influir en los DF mediante el control de la temperatura
indujo al desarrollo de una tecnologia basada en pretratamientos a alta temperatura, que
consiste en sumergir las frutas en agua caliente (HWD) o duchas calientes y cepillado
(HWRB), vapor de agua y aire caliente (Lurie, 1998; Porat et al., 2000; Fallik, 2004). El
tiempo y temperatura del tratamiento depende de diversos factores, siendo los maés
importantes la especie, variedad, estado de maduracién y las condiciones de cultivo. Es
muy importante controlar estos y otros factores como la forma del fruto y el tamafo
porque pueden afectar a la uniformidad del tratamiento, ya que el calentamiento del
fruto se produce debido a un gradiente de temperatura desde la superficie al centro del
fruto (Paull et al., 2000). Las aplicaciones de estas técnicas a diferentes especies
vegetales mostraron que las mas adecuadas son la HWD y HWRB al no modificar los
parametros de calidad en comparacion con otros tratamientos de duracion méas amplia
(Porat et al., 2000; Fallik, 2004).

Algunos autores han puesto en evidencia el efecto positivo de estos tratamientos
en la reduccion de los dafios por frio en frutos, como mandarina (Sala et al., 2000;
Ghasemnezhad et al., 2008; Schirra et al., 1997; Holland et al., 2002), pomelo
(SapitnitsKaya et al., 2006; Porat et al., 2000), granada (Mirdehghan et al., 2007), tomate
(Lurie et al., 1997; Mc Donald et al., 1999; Soto-Zamora et al., 2005), mango (Mc Collum
et al., 1993), aguacate (Woolf et al., 1995; Florissen et al., 1996), pepino (Mao et al.,
2007) y pimiento (Gonzélez et al., 2000). Aungue no se tiene una justificacion plena de la
eficacia de estos tratamientos, se propusieron algunas teorias basadas en la induccion de
la sintesis de proteinas HSPs que tiene lugar rapidamente como respuesta al tratamiento
térmico, en el aumento del indice de desaturacion de los lipidos de membrana, lo que
induce a una mayor fluidez de las mismas y una menor pérdida de electrolitos (Lurie,
1998), en el aumento de los niveles de poliaminas (Mirdehghan et al., 2007; Gonzalez et
al., 2000; Wang, 1994) y en el incremento de la actividad antioxidante (Sala et al., 2000,
Ghasemnezhad et al., 2008).

En los “tratamientos intermitentes” (IW) se someten los frutos a subidas de la
temperatura mientras se encuentran sometidas a la conservacion frigorifica. Este
tratamiento debe realizarse durante la fase reversible de los DF y su aplicacion presenta
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ciertas dificultades ya que sus condiciones Optimas de temperatura, tiempo de alteracion
de la elevacion de la temperatura y su frecuencia, depende de la especie, estado de
madurez y condiciones de cultivo (Artés, 1995). Los mecanismos que hacen que se
retrasen o eviten los DF no se han podido establecer, aunque algunos investigadores
consideran que puede deberse a una produccién de etileno que permite que los frutos
maduren (Fernandez-Trujillo et al., 1997,1998).

El efecto positivo de los tratamientos de IW se ha aprovechado no soélo
individualmente sino también combinados con otros tratamientos como 1-MCP, NO, el
empleo de AM o el recubrimiento de cera con fungicidas, y se ensayaron en frutos tales
como lima (Kluge et al., 2003), melocotén (Zou et al 2001; Mao y Zhang, 2001; Zhu et al.,
2010; Ben-Arie et al., 1970; Fernandez Trujillo y Artés, 2003), en granada (Artés et al.,
2000), naranja (Kluge et al., 2007), o mandarina (Shivratan, 2011).

1.1.5.3.-Tratamientos quimicos

Se han ensayado numerosos compuestos quimicos para limitar los DF, si bien no
todos presentan la misma eficacia. Dentro de los antioxidantes se han utilizado
etoxiquinina, difenil amina, benzoato sédico y como fungicidas benzomilo, tiobendazol
eimidazil. Sin embargo, la sensibilidad del consumidor frente a este tipo de sustancias,
qgue suelen dejar residuos sobre la piel y son potencialmente nocivos para la salud ha
motivado que se abandone su uso y se sustituyan por productos naturales.

El tratamiento con disoluciones de calcio en forma de nitratos, cloruro y sulfato,
en el fruto antes o después de la recoleccion, hace que su concentracion aumente en los
tejidos, produciéndose incluso gradientes, y suele conferir una menor sensibilidad a los
DF. Se ensayaron estos tratamientos, tanto solos como en combinacién con otras
sustancias (como acido giberélico, boro, poliaminas, etc.) en muy diferentes frutos como
pifia (Hewajulige et al., 2003; Wijeratnam et al., 2006; Hewajulise et al., 2006),
mandarina “Fortuna” (DAquino et al., 2005), kaki (Besada et al., 2008; Ferri et al., 2008)
y granada (Ramezanian et al., 2010).

También se han realizado tratamientos con otras sustancias como &cido oxalico
(Sayyari et al., 2010), acido abscisico (Chaiprasart et al., 2002), y poliaminas. Aunque la
mayoria de los trabajos con poliaminas se orientan a los efectos de los diversos
tratamientos sobre los niveles enddgenos de éstas y su relacion con los DF, otros autores
determinan la accion de la adicion de poliaminas exégenas sobre el desarrollo de la
fisopatia (Mirdehghan et al., 2007).

Los recubrimientos céreos, ya sean de cera natural, escualeno, polietileno,
siliconas y sucroésteres de acidos grasos etc. parece que tienen un efecto protector a los
DF, no por la accién directa del producto, sino porque pueden modificar, por un lado, la
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composicion de la atmésfera interna del fruto, con aumento de los niveles de CO, y
etileno y disminucion del O,, y por otro, disminuir la pérdida de humedad del fruto. En
meldn Piel de Sapo, variedad “Sancho”, la utilizacion de un recubrimiento a base de
sucroésteres de &cidos grasos no tuvo ninguna incidencia sobre los DF cuando se
conservaban a 2°C durante 40 dias, aunque el desarrollo de fisiopatia aparecia después
gue en los controles. (Valdenegro et al., 2005).

El oxido nitrico (NO) esta presente en las plantas y participa, directa o
indirectamente, en numerosos procesos fisioldgicos tan importantes como la regulaciéon
del cierre estomatico, la atenuacion del estrés oxidativo producido por una alta
concentracion de sales, la movilizaciéon del hierro intracelular y participa tras las auxinas
en la regulacion de la arquitectura de la raiz. En las plantas existen dos vias principales de
generacién de NO, una es la biosintética y la otra es mediante la reduccién de NO,
acumulado.

También se encontr6é que puede retardar la senescencia de los tejidos, existiendo
una relacion inversa entre etileno y NO. Se puso de manifiesto que un incremento en los
niveles de NO en el fruto, ya sea mediante suministro exdégeno 0 por una mayor
produccién endogena via activacion de las enzimas responsables de su sintesis,
disminuirian la concentracion de etileno y se retrasaria la aparicion de sintomas
relacionados con la senescencia, como la pérdida de textura, la degradacion de clorofila,
y la pérdida de proteinas y acidos nucleicos (Leshemy Pinchasov, 2002; Leshem et al.,
1998; Singh et al., 2009; Zhu et al., 2010). Yang et al., (2011) encuentran que el NO
aumenta la tolerancia a los dafios por frio en pepino y que esta se debe a un incremento
del sistema antioxidante. Y los resultados con mango han sido muy satisfactorios, ya que
el NO disminuye significativamente los DF, reduce la respiracién, la produccion de etileno
y la pérdida de textura, aumentando la vida comercial util en la conservacion frigorifica
(Zaharah y Singh, 2011).

Otra de las estrategias sobre la que se ha centrado la atencion en los tratamientos
guimicos ha sido la utilizacion de los acidos salicilico (SA) y jasménico (JA) o algunos de
sus derivados. Estos compuestos podrian estar relacionados con el estrés oxidativo jugando
un papel esencial en prever el dafio oxidativo (Bowler et al., 1994). Uno de los modos de
accion propuestos para el JA es la inhibicibn de la catalasa, una de las enzimas
eliminadoras de H,0,, de manera que las concentraciones celulares de H,0, aumentarian y
actuarian como mensajero secundario activando genes asociados a defensa (Chen et al.,
1993). El JA y su éster metilico (MeJA) se han encontrado de forma natural en un amplio
rango de plantas superiores. ElI JA es el producto final de la oxidacién enzimética de
acidos grasos insaturados, linoleico y linolénico principalmente, y la enzima clave de esta
ruta es la lipoxigenasa (LOX) (Vick y Zimmerman, 1984). Son fitohormonas lipidicas que
actian como moléculas sefializadoras de la respuesta de las plantas a numerosas
situaciones de estrés y participan en diversos procesos de desarrollo. La volatilidad del
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MeJA permite tratamientos gaseosos, mientras que el JA, al ser mas soluble en agua, se
utiliza en solucion.

En ciruela en el tratamiento con SA los DF son inferiores a los controles, y los
niveles de polifenol oxidasa (PPO), asociados al pardeamiento de la pulpa son también
mas bajos. Parece ser que los efectos positivos sobre los DF se deben a una menor salida
de electrolitos, disminucién del contenido de MDA, un retraso en la actividad de la PPO y
a un aumento de poliaminas (Luo et al., 2011). Por otro lado, la inmersion de pifia en
solucion de &cido salicilico al 3 y 5 mM reduce el pardeamiento interno y disminuyen las
actividades peroxidasa (POD), polifenol oxidasa (PPO) y fenilalanina amonio liasa(PAL),
pero por el contrario se observa un incremento de superoxido dismutasa (SOD) y ascorbato
peroxidasa (APX). La concentracion superior es la mas adecuada para retrasar la aparicion
del pardeamiento interno y prolongar la vida comercial atil (Lu et al., 2010; Lu et al.,
2011).

La combinacién del MeJA y aire caliente en melocotédn, sobre todo cuando se trata
primero con este compuesto, posteriormente con aire caliente a 38°C durante 24 horas y
finalmente con MeJA, reduce significativamente los dafios por frio y mantiene las
caracteristicas representativas de la calidad, mientras que en el tratamiento con aire
caliente no ocurre los mismo. La vitamina C y fenoles totales mantienen sus niveles mas
altos que los controles, asi como las actividades PAL, SOD y poligalacturonas (PG). Por el
contrario las actividades polifenol oxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) disminuyen (Peng et
al., 2009).

El estudio de la incidencia del MeJA sobre los DF y su relacién con las
modificaciones de la pared celular ha sugerido que el efecto positivo se debe a la
inhibicion de la acumulacién de lignina y a un aumento de la solubilizacién de los
polisacéridos de la pared celular (Cao et al., 2010). Estos mismos autores han sugerido que
el MeJA puede regular el metabolismo del ascorbato y glutation y tiene un papel
importante en la atenuacién del dafio oxidativo y en el aumento de la resistencia a los DF
(Cai et al., 2011).

Para inhibir la accion del etileno, en general, se puede actuar sobre las actividades
de las enzimas implicadas en su biosintesis, como la ACS y la ACO, o sobre el receptor del
mismo Figura 1.6.

28



1.- INTRODUCCION

Metionina

> < ACC-sintetasa

ACC
Anaerobiosis

Desacopladores

oea 7;% < ACC-oxidasa
Temperaturas > 352C

Captadores de radicales

C, H,
Ag' l
R ENGIEHTES Receptor

COZ l

Accidn fisiologica

Figura 1.6. Esquema de la ruta de biosintesis del etileno, agentes bloqueantes de la sintqsis o]
accion del etileno y los posibles sitios de actuacion de los mismos. AVG (Acido
aminoetoxivinilglicina), AOA(Acido aminooxicético). Egea 2006.

Sisler y Serek (1997) encontraron, compuestos organicos muy eficaces para el
bloqueo del receptor de etileno, algunos de ellos incluso insensibilizan los tejidos hacia el
etileno durante 10 o 12 dias, actuando a concentraciones tan bajas como 0,5 nL/L,
proporcionando nuevas posibilidades para el control de la maduracion y senescencia asi
como otras respuestas de la planta hacia el etileno.

Sisler y Pian (1973), observaron que algunas olefinas ciclicas como el 2,5-
norbornadieno (2,5-NBD) se unian al receptor del etileno y en vez de inducir en la planta
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la respuesta al etileno la blogueaban. Estos compuestos sin embargo, requerian de una
exposicion continua para ser efectivos. Otros compuestos tales como el cis-buteno y
ciclopenteno (Sisler y Yang, 1984), entre otros heterociclos, mostraron también capacidad
para inhibir la accion de la hormona de la maduracion. M&s adelante, en 1990, se observé
gue los trans-ciclooctenos con una tension de anillo alta, pero no los cis-ciclooctenos con
menor tension de anillo (Figura 1.7), fueron mas efectivos en términos de concentracion
que el 2,5-NBD (Sisler et al., 1990). Sin embargo, todos estos compuestos al igual que el
2,5-NBD requieren una exposicién continua, una alta concentracion, poseen un fuerte olor
y en general son potencialmente cancerigenos (Sisler, 1991).

Cis-cicloocteno Trans-cicloocteno

Figura 1.7. Estructura del cis-cicloocteno y trans-cicloocteno. Ambos compuestos bloquean el
receptor del etileno, pero el trans-cicloocteno, con un impedimento estérico alto, es 650 veces
mas activo, en cuanto a concentracion se refiere que la forma cis.

El diazociclopentadieno (DACP) (Figura 1.8) es otro inhibidor de la respuesta del
etileno pero muy débil, sin embargo, sometido a irradiacion con luz visible da lugar a uno
0 mas compuestos activos que bloquean la respuesta al etileno durante mas de 12 dias,
con una unica exposicion y con actividad hasta 5000 veces superior que el DACP. Estos
compuestos fotoliticos no obstante, son muy inestables y no se han podido identificar.
Ademas, el mayor problema del DACP es que es explosivo a altas concentraciones,
suponiendo esto un importante factor limitante para su éxito comercial (Sisler y
Blankenship, 1993 a, b).

Figura 1.8. Estructura quimica del DACP

Posteriormente se descubrio que algunos ciclopropenos también contrarrestaban la
accion del etileno durante 10 6 12 dias con una sola exposicion al quimico y a
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concentraciones muy bajas (0,5 nL/L) (Sisler et al., 1996 a, b). Entre ellos, el
ciclopropeno (CP), el 1-metilciclopropeno (1-MCP) y el 3,3-dimetilciclopropeno (3,3-DMCP)
son todos agentes activos, pero el CP y 1-MCP son cerca de 1000 veces mas activos que el
3,3-DMCP. El 1-MCP (Figura 1.9) es el compuesto mas activo y que tiene las mayores
prestaciones entre los agentes inhibidores encontrados hasta el momento, en base a las
concentraciones aplicadas y a su estabilidad, ademés no presenta olor y no tiene
propiedades toxicas. EI 1-MCP a temperatura ambiente y presién atmosférica es un gas
inerte, su peso molecular es 54 y su formula C4Hg (Sisler y Blakenship, 1996).

CHy

Figura 1.9. Estructura quimica del 1-MCP

El 1-MCP compite cinéticamente con el etileno antes de unirse al receptor, después
de la unién no se ha demostrado competicion porque el receptor permanece inactivo por
mucho tiempo. La afinidad del 1-MCP por el receptor es aproximadamente 10 veces mayor
gue la del etileno, y ademas es activo a mucha menos concentracion. ElI 1-MCP puede
influir también en la biosintesis del etileno en algunas especies a través de la inhibicidn
por retroalimentacion (Blankenship y Dole, 2003). Se observé que durante la maduracion
de frutas tratadas con 1-MCP, incluso la exposicion a grandes cantidades de etileno (1000
HL/L) no genera respuesta en los tejidos. Esto es debido a que los agentes bloqueantes
“permanentes” como el 1-MCP y el producto fotolitico del DACP se disocian del receptor
muy lentamente y, mientras estos compuestos permanecen unidos al mismo, el etileno no
puede competir por el receptor y por tanto no produce efecto en el fruto. Sin embargo,
tras 12 dias a 25°C los tejidos vuelven a ser sensibles al etileno, de lo que se deduce que
en este tiempo se da alguna disociaciéon entre el agente y el receptor, aunque también
podria deberse a la generacion de nuevos receptores en el tejido durante dicho tiempo.
De hecho, la diferencia entre los agentes blogueantes que tienen que ser expuestos
continuamente para ejercer su efecto y los que solo necesitan una sola exposicion, parece
estar relacionada precisamente con el tiempo de disociacion del quimico y el receptor del
etileno (Tabla Ill) (Sisler y Serek, 1999).
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Tabla lll.- Tiempo requerido para que la mitad de los receptores vuelvan a ser libres después de la
exposicién al compuesto. En el caso del 1-MCP y del 3,3-DMCP, el tiempo se refiere al tiempo
necesario para que las bananas vuelvan a ser sensibles al etileno después de una Unica exposicion,
mientras que en el resto de compuestos la exposicion es continua (Sisler y Serek, 1999).

Compuesto Vegetal tratado Tiempo (min)
Etileno Brote de haba 10
Etileno Hojas de tabaco 10
Etileno Hojas de tomate 2
2,5-NBD Brote de haba 180

Trans-cicloocteno Brote de haba 360
3,3-DMCP Banana 25200
1-MCP Banana 43200

Se realizaron numerosos ensayos de tratamientos con 1-MCP en diversos frutos
durante su conservacion a bajas temperaturas, con objeto de investigar la participacion
del etileno en los DF y de mejorar y alargar la vida comercial del fruto. Los resultados
fueron contradictorios, ya que mientras unos eran prometedores otros eran todo lo
contrario. Se observé una reduccién del pardeamiento interno de la pifia, asi como un
retraso en la pérdida de pardmetros relativos a la calidad, cuando era tratada con 1-MCP,
lo que parece indicar la participacion del etileno en el desorden fisioldgico (Selvarajah et
al., 2001). En meldén “Cantaloupe” se obtuvieron resultados similares cuando fueron
tratados con el inhibidor de la sintesis del etileno, mostrando que en este caso también
parece implicado en el proceso del desarrollo de la fisiopatia. (Ben Amor et al., 1999). Por
el contrario en el meldn espafiol Piel de Sapo variedad “Sancho”, tanto los tratamientos
con etileno y 1-MCP protegieron ligeramente contra los DF. (Valdenegro et al., 2005). En
melon Galia aplicaciones de 1-MCP superiores a 300 nL/L redujeron significativamente los
DF (Gal et al., 2006). En el caso del aguacate se observé una reduccion de los sintomas
internos de los DF como es la decoloracion del mesocarpo (Pesis et al., 2002), pero no en
los sintomas externos como el pardeamiento de la piel (Woolf et al., 2005). La
combinacion del tratamiento con 1-MCP y bajos niveles de oxigeno fue significativamente
positiva en aguacate, siendo los DF, respiracién, evolucion del etileno, malonildialdehido
(MDA) y la actividad de la peroxidasa inferiores a los controles (Prabath et al., 2011).

En citricos, mientras ensayos en naranja, fueron desalentadores (Porat et al.,
1999), en otras variedades como “Hamlin” y “Valencia” y en pomelo “Marsh”, la
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aplicacién de 1-MCP a concentraciones de 50 a 500 pg/litro confiere la mejor proteccion
contra los DF y contra el desarrollo del picado en la posrecoleccién. En mandarinas “Nova”
y “Ortanique”, el 1-MCP redujo significativamente los DF, pero al contrario que en otros
frutos aument6 la producciéon de etileno, lo que parecié indicar que juega un papel
importante en el desarrollo de los DF en los citricos (Salvador et al., 2006).

En frutos como el kaki almacenado a 1°C el tratamiento previo con 1-MCP redujo
algunos de los sintomas caracteristicos de los DF, asi disminuia sensiblemente la pérdida
de textura, pero no evitaba la aparicién de puntos negros en la piel, considerdndose una
accion parcial sobre la fisiopatia (Krammer et al., 2006). La combinacién de 1-MCP con
atmosfera modificada redujo algunos sintomas de los DF, como la perdida de textura, pero
no se evitaba la aparicién de dafios en la piel, aunque era mas liviana que cuando se
conservaban solo con 1-MCP (Argenta et al., 2009).

En cultivares climatéricos de ciruela (Candan et al., 2006), que al contrario de los
no climatéricos son sensibles a los DF, se observo una reduccién significativa de los DF
cuando los frutos fueron tratados con este antagonista del etileno. En la variedad de
ciruela “Larry Ann” el tratamiento con 1-MCP inhibi6é la producciéon de etileno, y la
acumulacion de ACC en frio, pero no la de MACC. Tampoco el tratamiento indujo el estrés
oxidativo. Los resultados de esta variedad indicaron también que MACC y la actividad ACC-
maloniltransferasa, fueron la clave reguladora del control de la maduracién y del etileno y
se relacionaron con desdrdenes como los DF (Larrigaudiere et al., 2009). La variedad de la
ciruela y la pauta de maduracién determinan la accién del 1-MCP, sobre el desarrollo de
los DF, ya que en los climatéricos se aprecia una disminucion de la translucidez de la
pulpa, mientras que en los no climatéricos no se detecta una mejora, en los sintomas
(Candan et al., 2011).

En una variedad climatérica de guayaba también se observé una menor pérdida de
la calidad y una mejoria significativa de los DF cuando fue tratada con 1-MCP frente a los
controles. La accién sobre la produccion de etileno y la tasa respiratoria también fue
relevante ya que se redujeron de forma muy significativa (Singh y Pal 2008). En el caso de
la nectarina “Fantasia” los tratamientos con 1-MCP retrasaron la evolucion de la
maduracién cuando fueron conservados a 0°C durante 2 y 4 semanas, y la apreciacion
visual de los DF fue menor, sin embargo la pulpa mostr6 sintomas de endurecimiento, por
lo que se necesitan més estudios para ver los otros efectos de 1-MCP (De Ell et al., 2008).

Los efectos del 1-MCP sobre la reduccion de los DF en nispero parece ser que se
deben en primer lugar a una inhibiciébn de la acumulacién de ligninia, al inhibirse la
actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL), a una relacion mayor entre la
poligalacturonasa/pectinmetilesterasa y a un aumento de la solubilizacion de las pectinas
en la pared celular (Cao et al., 2010). También se ha encontrado que lipoxigenasa (LOX) y
fosfolipasa (PLC) estdn asociadas a la induccion de los DF, y que la inhibicion que
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experimentan cuando los frutos son tratados con 1-MCP da lugar a la reduccion de la
fisiopatia (Cao et al., 2009). El aumento de los niveles de linoleico y linolénico, una mayor
ratio entre los 4cidos grasos insaturados/saturados, y una modificacion de los polisacéridos
de la pared celular producidos por el 1-MCP en nispero reduce los DF (Cao et al., 2009).

La manzana “Granny Smith” es muy susceptible a los DF, que se manifiesta por el
escaldado superficial de la piel y que como en otros frutos podria deberse a un incremento
de la produccion de aniones superéxido, los cuales son responsables de la generacion de
otras especies de oxigeno peligrosas, los radicales libres de oxigeno (ROS). Tanto el
tratamiento, antes del almacenaje, con baja concentracion de O,, como el 1-MCP, fueron
efectivos para reducir el escaldado superficial tras 24 semanas a bajas temperaturas. Se
ha comprobado que en los frutos tratados se expresan genes responsables de
secuestradores de ROS, como catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD), mientras que
los genes que expresan la polifenol oxidasa, asociada a los dafios son méas altos en los
frutos controles (Sabban-Amin et al., 2011).

El tratamiento con 1-MCP en melocotén reduce los DF y mantiene la calidad del
fruto durante la conservacion a baja temperatura. Inhibe la actividad de polifenol oxidasa
y peroxidasa y mantiene altos los niveles de la actividad de las enzimas antioxidantes, y
mantiene el ratio poligalacturonasa (PG)/pectinmetilesterasa (PME) (Peng et al.,2011).

1.1.5.4.-Tratamientos con radiacion ultravioleta de onda corta

En estos ultimos afios se ha desarrollado un método alternativo para el control de
podredumbre y de otras alteraciones en la posrecoleccidon y se basa en la aplicacién de
radiacion ultravioleta de onda corta (UV-C), cuya longitud de onda se encuentra entre
283-200 nm. Dado que este tratamiento es fitotdxico es necesario optimizar la dosis y las
condiciones de irradiacion. Se realizaron pruebas con diversos citricos (kumquat, naranja,
pomelo) y pimiento, poniéndose de manifiesto una disminucion de la podredumbre y de
los DF. (Ben-Yehoshua, 2003).

En melocoton se encontraron resultados satisfactorios irradiando con UV-C durante
3, 5y 10 minutos, pero a partir de esta ultima dosis los frutos presentaron pardeamiento
en la piel. En condiciones adecuadas las caracteristicas quimicas no se vieron afectadas.
Se detect6 en todas las dosis un aumento de la produccion de etileno y poliaminas, que
aparentemente, estas ultimas, aumentan la resistencia de los tejidos a los DF. (Gonzalez-
Aguilar et al., 2004). Por otro lado, la irradiacion de pimientos en estado rojo y
conservados durante 15 y 22 dias a 0°C més 4 dias a 20°C, tuvo un efecto muy positivo
sobre el control de los DF, presentando una menor salida de electrolitos, tasa respiratoria
y contenido en fenoles (Vicente et al., 2005). También se ha ensayado con frutos
tropicales como mango (Gonzalez-Aguilar et al., 2007) y platano (Pongpraser et al., 2011).
En ambos casos se ha comprobado que la UV-C permite prolongar la vida comercial y
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reduce el impacto de los DF. En general los resultados encontrados, hasta el momento
parecen indicar que este tipo de tratamiento podria ser interesante para reducir los DF y
mantener la calidad de los frutos.

1.2.-MODIFICACIONES DEL ESTADO OXIDATIVO DE LOS FRUTOS
ASOCIADOS A LOS DANOS POR FRIO

1.2.1.- Estrés oxidativo

Ademés del efecto directo de las bajas temperaturas sobre la organizacion
molecular de los lipidos de membrana, la pérdida de la integridad de la membrana esta de
por si activada por los procesos oxidativos, ya que el estrés de las bajas temperaturas
aumenta los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas especies moleculares
son responsables de algunas de las alteraciones causadas por las bajas temperaturas en las
plantas (Scandalio, 1993).

El estrés oxidativo también esta asociado inicialmente a la presencia de otros tipos
de estrés, como el hidrico (Li et al., 1998), salinidad (Gosset et al., 1994), exposicion al
ozono (Conklin y Last, 1995) y la radiacién ultravioleta (Hideg et al., 1997). Se demostro
que el estrés oxidativo influye en el metabolismo del vegetal, como en sefales en la
célula, donde las especies activas de oxigeno funcionan como mensajeros primarios y
secundarios involucrados en las respuestas de transduccion de la sefial de estrés (Price et
al., 1994). Las frutas y hortalizas frescas pueden sufrir distintos tipos de estrés durante el
procesado, conservacion y/o transporte, por ello ha aumentado el interés del estudio de
estos cambios y como el estrés oxidativo estd asociado con la calidad durante la
poscosecha (Hodges et al., 2004).

Una especie o sustancia oxidante es aquella capaz de aceptar electrones, de modo
gue va a provocar un desequilibrio en el nimero de electrones de las moléculas préximas
a ella. Como radical libre se define cualquier especie quimica capaz de mantener una
existencia independiente (de ahi el término “libre”) con uno o mas electrones no
apareados en el orbital mas externo de su estructura. Esta peculiaridad quimica los hace
altamente reactivos, con una vida media muy corta y constituye la base de su posible
toxicidad. Para estabilizarse tienden a captar los electrones que le faltan para completar
su orbital molecular de moléculas vecinas, mediante reacciones de Oxido-reduccion,
ocasionando que la estructura afectada quede inestable (Figura 1.10). De esta forma se
pueden establecer reacciones en cadena en las que cada molécula implicada se convierte
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a su vez en reactiva (con electrones desapareados) y tiende a conseguir su estabilidad
interaccionando con otra molécula (Halliwell, 1995).

electron

Figura 1.10.- Interaccion de radicales libres con biomoléculas. Egea, 2006

Hay un amplio nimero de radicales libres o especies reactivas de oxigeno
generados en los sistemas vivos. A continuacion se describen algunos de los mas
frecuentemente detectados.

Radical superoxido (O,7): Este radical se forma cuando la molécula de oxigeno
capta un electron O,¢® ——> 0,"". Tiene lugar en todos los organismos que respiran,
pues una pequefia parte de los electrones que pasan por la cadena respiratoria sale de
ésta y es captada por el oxigeno. Hasta hace poco tiempo, se creia que los radicales libres
superoxido eran téxicos per se. EI O, puede actuar como agente oxidante o como
reductor, y por tanto puede producir alteraciones en gran numero de moléculas de
importancia bioldgica. Se postuld la intervencion directa del radical O,” en determinados
procesos degradativos, entre los que se incluyen peroxidacion de lipidos,
despolimerizacion de polisacaridos, liberacion del hierro de la ferritina y ruptura y
degradacién del ADN. Sin embargo, posteriormente se demostré la limitada reactividad
guimica del radical O, en medios acuosos, donde actla primordialmente como agente
reductor (Halliwell y Gutteridge, 1989; Ferradini, 1986). En realidad, su verdadera
peligrosidad es indirecta y radica en su capacidad para llevar a cabo la lisis reductora del
perdxido de hidrogeno, dando lugar a la produccién de radicales hidroxilo (Czapski et al.,
1983; Puppo y Halliwell, 1988 a, b).

Peroxido de hidrogeno (H,0,): Hasta hace relativamente poco tiempo, el H,0O, ha
sido considerado como un metabolito celular téxico. Sin embargo, posteriormente se
establecio que cumple una funcion importante como molécula sefial tanto en plantas
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como en animales. El H,0, cumple una funciéon importante frente a patdgenos ya que por
un lado, actla directamente contra ellos, y por otro actia como molécula sefial en la
induccién de genes de defensa (Mehdy et al., 1996). El H,O, también esta implicado en la
aclimatacion a condiciones de estrés abiotico (Prasad et al., 1994).

Radical hidroxilo (OH"): EI OH™ es uno de los oxidantes mas poderosos que se
conocen y es altamente toxico, particularmente por lo que se refiere a las membranas
biolégicas, enzimas y acidos nucleicos (Elstner, 1987).

Singlete de oxigeno (*0,): La molécula de O, es un dirradical, es decir, tiene dos
electrones libres o desapareados. Estos electrones tienen el mismo giro, por lo que solo
pueden interaccionar con los electrones de otros elementos y compuestos que estén libres
y que tengan el giro opuesto. Esta es la razén por la cual el O, no es muy reactivo. El
oxigeno en singlete (*0,) se forma cuando uno de los dos electrones libres capta energia y
cambia de giro. Cuando esto sucede, inmediatamente se aparea con el otro electron libre
(Egea, 2006).

Radical perhidroxilo (HO,"): La forma protonada del O,™, el radical perhidroxilo
(HO;"), es un radical mucho mas reactivo que el O,” en soluciones acuosas. A pH
fisioldgico se encuentra a bajas concentraciones. No obstante, en un medio apolar, como
el interior de las membranas, su formacion puede estar favorecida, asi como en aquellos
compartimentos celulares en los cuales el pH sea acido (Fridovich, 1983).

Radical peroxilo (ROO%): Esta intimamente relacionado con el proceso de
autooxidacion de lipidos, por el cual se producen reacciones en cadena en las que van
apareciendo y desapareciendo distintos radicales libres (Halliwell et al., 1995).

1.2.1.1.-Mecanismos bioquimicos responsables del estrés oxidativo

El estrés oxidativo se produce cuando la generacion de especies activas de oxigeno
sobrepasa a la capacidad del vegetal para mantener la homeostasis del potencial redox, o
maés simplemente, cuando la produccion de especies reactivas de oxigeno sobrepasa la
capacidad de la planta para capturarlas. (Hodges et al., 2004; Toivonen, 2004). Es
importante sefialar que el fendbmeno del estrés oxidativo puede detectarse, tanto en
frutas como en hortalizas de forma directa, como la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno, aumento de la peroxidacion lipidica, aumento de la permeabilidad de la
membrana o acumulacion de pigmentos marrén por pardeamiento enzimatico, o
indirecta como cambios en los niveles de componentes de actividad antioxidante o en los
sistemas enzimaticos antioxidantes (Toivonen, 2004).

La Tabla IV resume la dindmica de las respuestas al estrés, que puede ser dividida
en tres fases o estados, la respuesta inicial es de alarma (Estado |) y lidera la produccion
de ROS. Como consecuencia de esto, se inician un sin numero de modificaciones en el
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metabolismo celular, incluyendo el aumento de la proteccién de los sistemas
antioxidantes y la regulacion genética, para efectuar estos cambios metabdlicos y para
aliviar la respuesta al estrés (Estado Il). Sin embargo, si el estrés continda o el nivel de
éste es extremo, el sistema es sobrepasado y puede ocurrir dafio celular y subcelular
(Estado IIlI). La regulacién oxidativa, es un balance dinamico de procesos entre los
sistemas que producen especies reactivas de oxigeno y aquellos que trabajan para
capturarlas y contrarrestar el dafio de las primeras (Toivonen, 2004).

Tabla IV.- Estados de respuesta del tejido frente a un estrés oxidativo y ejemplos de
indicadores de la progresion en estados desde una respuesta inicial, intentos de hacer frente, y
hasta el colapso celular. Esta tabla fue desarrollada bajo el concepto original de Lesham y Kuiper
(1996) y completada por Toivonen, 2004.

Estado
Estado L Ejemplos de mediciones indicativas del estado
fisiologico
» Explosién oxidativa, produccion creciente de los aniones de
Reaccion de . . » .
I superdxido, creciente produccion de peroxido de
alarma

hidrogeno.

Modificacion de la expresiéon de genes, aumento de las
Resistencia o actividades enzimaticas antioxidantes, aumento de
aclimatacion  antioxidantes no enzimaticos, produccion de las proteinas

del choque del calor

Dafio en DNA/RNA, aumento de la peroxidacién lipidica,

" Colapso o pérdida de actividades enzimaticas antioxidantes, pérdida
agotamiento de antioxidantes no enzimaticos, aumento de la

permeabilidad de la membrana, sintomas visibles de lesion

La formacion en condiciones normales de cierta tasa de radicales libres en las
células, es un proceso normal e inevitable que no causa dafio oxidativo en las células, ya
gue éstas se protegen mediante una serie de mecanismos enddgenos antioxidantes de
defensa. El dafio o estrés oxidativo se genera como consecuencia de la exposicién de la
materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir
entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminarlos, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento elevado de la
produccion de radicales libres.
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Toivonen (2004) propuso un modelo que representa el comportamiento en
condiciones normales de produccionde ROS y como la célula puede reaccionar frente a una
condicion de estrés de diversa magnitud. La Figura 1.11 muestra la produccién de un
cierto nivel de ROS, cuya acumulacion es seguida y regulada por varios sensores y
receptores en la célula. En una situacién de estrés leve o sin estrés, la regulacion de los
niveles de ROS puede efectuarse mediante pequefios cambios en los sistemas de captacion
de ROS y por pequefios ajustes en el metabolismo. En una situacion de estrés moderado
aumenta la presion en el sistema, lo que se representa por flechas rojas en el modelo.

R.0.S generados por el
m
(%]
H —+
metabolismo S
o
m
(%]
“
— 2
o
Induccidn de ajustes =
metabdlicos
Ajustes acentuados. Ej.

Proteinas de choque de

calor

Figura 1.11.- Modelo de prediccion que asocia las respuestas frente al estrés y la proteccién de los
componentes antioxidantes en una célula vegetal (Toivonen, 2004)
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1.2.1.2.-Efecto del estrés oxidativo sobre las células.

A pesar de que los ROS tienen una funcion fisiolégica en los organismos vivos, si se
permite la acumulacién excesiva de estas especies, pueden ocasionar dafios oxidativos en
el ADN, proteinas y lipidos de membrana, acontecimientos intimamente relacionados con
los procesos de envejecimiento de los tejidos y la aparicion de ciertas enfermedades
(Halliwell, 1996).

Oxidacion de estructuras lipidicas: De las estructuras susceptibles de sufrir
oxidacion los substratos més frecuentes son los &cidos grasos no saturados. Cuando éstos
estan libres se oxidan por lo general, mas rapidamente, pero es fundamentalmente el
grado de insaturacion el factor que determina la mayor o menor susceptibilidad del acido
graso a sufrir oxidacion. Los acidos grasos polinsaturados se oxidan mas que los saturados y
los monoinsaturados, debido a que los metilenos entre un doble enlace pueden perder
facilmente un hidroégeno. La principal especie reactiva que puede robar estos hidrogenos
es el radical OH". Las membranas celulares contienen fosfolipidos que poseen acidos
grasos con varios dobles enlaces, por lo que en el organismo las membranas son unas de
las estructuras mas afectadas por la oxidacién (Quaglia et al., 1998). Este proceso es de
tipo radical (autocatalitico) y después de iniciarse, se propaga mediante reaccién en
cadena. Esta serie de transformaciones en cadena originan una pérdida de fluidez, un
aumento de la permeabilidad inespecifica a los iones e inactiva las enzimas ligadas a la
membrana, obteniendo como resultado la pérdida de estructura de la bicapa lipidica y
finalmente la lisis celular (Kunimoto et al., 1981).

Oxidacion de acidos nucleicos y nucleétidos: La presencia de especies reactivas de
oxigeno puede causar deleciones o modificaciones de las bases de la molécula de ADN,
pudiendo tener este efecto una gran repercusiéon debido a la importancia bioldgica de los
acidos nucleicos. Al contrario que los lipidos, parece existir una muy baja posibilidad del
establecimiento de reacciones en cadena, sin embargo, el dafio puede ser mas
significativo, aunque sea limitado en extension y localizacion (Veldzquez et al., 2004).

Oxidacion de proteinas: La susceptibilidad de las proteinas a la oxidacion depende
de los aminoacidos que la componen y de la localizacion e importancia de los amino&cidos
susceptibles en la configuracion de la proteina, aunque el dafio final puede en parte
contrarrestarse por la posibilidad de reparacién de las lesiones. Las proteinas que
contienen los aminoacidos triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y
cisteina, son especialmente sensibles a la agresidon oxidativa, asi como todas las moléculas
con enlaces insaturados y que contienen sulfuros. La mayoria de los dafios oxidativos en
las proteinas son ocasionados por el radical OH" (Sevillano et al., 2009).
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1.2.2.-Mecanismos antioxidantes de defensa.

El organismo posee una serie de mecanismos de defensa con caracter antioxidante,
cuya misién es la de combatir las alteraciones oxidativas, intentando minimizar de esta
manera, las alteraciones y lesiones celulares. Estos mecanismos actldan con el objetivo de
mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante desplazado a favor de estos ultimos. El
término antioxidante puede definirse como cualquier sustancia que, estando presente a
una concentracién méas baja comparada con el sustrato oxidable, inhibe o retrasa de un
modo significativo la oxidacién de dicho sustrato (Halliwell y Gutteridge, 1989). Los
antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, debido a que estos
reaccionan o interactian mas rapidamente con los ROS que el resto de moléculas
presentes, en un determinado ambiente: membrana plasméatica (vitamina E,
carotenoides), citosol (SOD, CAT, PX, vitamina C), nucleo o liquido extracelular (vitamina
E, vitamina C). La accién del antioxidante es en sacrificio de su propia integridad para
evitar alteraciones en otras moléculas: lipidos, proteinas, ADN, etc. funcionalmente
vitales 0 mas importantes (Reitter, 1995). Dicho sistema antioxidante se puede clasificar
en dos grandes grupos: enzimatico y no enzimatico.

1.2.2.1.-Sistemas enzimaticos

Los sistemas de defensa enzimaticos estan constituidos principalmente por enzimas
antioxidantes que actlan convirtiendo los ROS en otras especies mas estables. Sus
actividades estan estrechamente relacionadas y requieren la presencia de otras enzimas y
sustratos para su correcto funcionamiento. Por ejemplo, en un proceso habitual en la
célula, la superdxido dismutasa (SOD), elimina el radical anién superdxido (O;"),
transformandolo en peréxido de hidrogeno, también oxidante, el cual serd eliminado
posteriormente por accion de la catalasa (CAT) o la glutation peroxidasa (GPX).

La SOD es una metaloenzima, que elimina el radical anién superéxido (O;")
produciendo O, y H,0, (Mittler, 2002). La CAT es también una metaloenzima, y es la
encargada de completar el proceso de eliminacién del O,", catalizando la descomposicion
del perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno (Mittler, 2002):

SOD
20," +2H ——— H,0,+ 0,

CAT
2H,0, — > 2H0+0;
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La GPX es una metaloenzima que tiene como funcion principal la eliminacion del
H,0,, y para desempefiar su funcion, requiere la presencia de glutation reducido (GSH), un
tripéptido de glutamato, cisteina y glicina, con un grupo sulfidhirilo (-SH). El glutation
reducido es utilizado como donador de un atomo de hidrogeno (electrén) y el radical tiilo
gue se forma se estabiliza reaccionando con otro radical tiilo formando disulfuro de
glutation o glutatién oxidado (GSSG).

La reduccion del GSSG por accion de la enzima glutatién reductasa (GR) regenera
el GSH. En esta reduccién se invierte una molécula de NADPH, que se regenera por la
accion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de la via de las pentosas fosfato (Mittler,
2002).

1.2.2.2.-Sistemas no enzimaticos

Los sistemas no enzimaticos comprenden un amplio grupo de sustancias con
caracter antioxidante, que pueden actuar como captadores de radicales o como quelantes
de iones metdlicos. Dentro de los sistemas de defensa antioxidantes no enzimaticos
podemos discernir ademas entre los antioxidantes exdgenos, los cuales se incorporan al
organismo a través de la dieta, ya que no pueden ser sintetizados por éste (vitamina C,
vitamina E, carotenoides y compuestos fenolicos); y los antioxidantes enddgenos, que son
sustancias generadas o sintetizadas por el propio organismo. Dentro de los antioxidantes
no enzimaticos enddgenos se incluyen algunos antioxidantes detectables en el plasma
como el &cido drico, la albumina, el glutation, bilirrubina, algunas proteinas plasmaticas
capaces de unir metales; otros constituyentes no proteicos, como el ubiquinol o coenzima
Q; asi como la melatonina y los estrogenos (Rice-Evans y Miller, 1997; Venereo, 2002).

Existe ademas una serie de micronutrientes con capacidad antioxidante, como es el
caso del selenio, cuya actividad antioxidante se debe a la regulacién de la enzima GPX que
es selenio-dependiente. El selenio actia ademéas de forma sinérgica con la vitamina E
evitando la oxidacion lipidica. Otros micronutrientes como el zinc, manganeso y cobre
ejercen también, aunque en menor medida, una actividad protectora contra la oxidacion,
ya que son necesarios para el correcto funcionamiento de las metaloenzimas antioxidantes
anteriormente mencionadas (Aruoma, 1996).

Los alimentos que se caracterizan por poseer una mayor concentracion de
nutrientes antioxidantes, son los alimentos de origen vegetal. Asi, numerosos estudios
cientificos, han concluido que dietas ricas en vegetales, frutas, hierbas aromaticas y
especias, proporcionan al organismo numerosas sustancias fitoquimicas activas, tales como
el acido ascérbico, a y B-carotenos, antocianos, a-tocoferol, compuestos polifendlicos e
incluso fibra (Bloch y Thomson, 1995; Plumb et al., 1996; Craig, 1997).
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La elevada actividad antioxidante de estos compuestos se debe fundamentalmente
a que poseen una potente capacidad reductora, oxidandose ellos preferentemente en
presencia de sustancias oxidantes y protegiendo de esta manera, las estructuras celulares.
Los productos oxidados de estas sustancias son mas estables y por tanto menos reactivos
gue las sustancias oxidantes originales.

1.2.2.2.1.-Acido ascorbico

Estructuralmente, el 4cido L-ascorbico (ASC) es una de las vitaminas mas simples,
siendo quimicamente la aldona-1,4-lactona del acido L-galactdnico o L-gul6nico. (Figura
1.12).

CH,OH
HC—OH
o

H

OH OH

Figura 1.12.- Estructura quimica del acido L-ascorbico

El ASC se oxida facilmente, sobre todo en presencia de trazas de cobre y de hierro
y de élcali. El primer producto de la oxidacién del ASC es el acido monodehidroascorbico
(MDHA), también conocido como semidehidroascorbato, o radical anién ascorbilo
(Cadenas, 1995; Larson, 1995). Este se puede oxidar espontaneamente y de forma
reversible hasta &cido dehidroascérbico (DHA), el cual es inestable y se oxida, esta vez
irreversiblemente, hasta écido 2,3-dicetogulonico (Washko et al., 1992; Deutsch, 1998).

El ASC en los sistemas vegetales, interactla enzimatica y no enzimaticamente con
los radicales libres perjudiciales y especies reactivas de oxigeno. Estas reacciones de
eliminacion de ROS se pueden considerar como parte integral de los mecanismos naturales
requeridos para la existencia aerobia de las células eucaridticas y las altas
concentraciones intracelulares del ASC, son una indicacién de la importancia de sus
funciones en los organismos eucaridticos. En plantas, la capacidad del ASC para
interaccionar con los ROS generados fisiolégicamente, implica al ASC en la modulacion de
procesos tales como la lignificacion, la division celular y la respuesta hipersensitiva. La
importancia bioldgica del caracter antioxidante del ASC es diferente al de otros
antioxidantes de bajo peso molecular (a-tocoferol, acido uUrico, carotenoides, flavonoides,
etc), ya que el ASC es capaz de terminar las reacciones en cadena de radicales, dando
lugar a productos no téxicos, no-radicales, como el DHA y el acido 2,3-dicetogulénico.Una
de las caracteristicas mas importantes de la actividad antioxidante del ASC, es su
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implicacién en la regeneracion del radical lipofilico derivado del a-tocoferol asociado a la
membrana (radical tocoferilo) (Davey et al., 2000). Es capaz de captar especies reactivas
de oxigeno tales como el radical O,", '0,, H,0,, y el altamente reactivo radical OH"
(Halliwell, 1996)

En general, las frutas suelen tener el mayor contenido de ASC, siendo
especialmente ricas la grosella negra (200 mg/100 g PF), el kiwi (90 mg/100 g PF) la fresa
(60 mg/100 g PF), vy los citricos (30 = 50 mg/100 g PF). Pero no todas las frutas contienen
tales niveles, asi, las manzanas, las peras, y la ciruela representan solamente una fuente
muy modesta de ASC (3 £ 5 mg/100 g PF).

Las verduras muestran un contenido muy variable de ASC, siendo las del género
Brassica (coles de Bruselas, coliflor y col) las que contienen generalmente los niveles méas
altos, de 50 mg a mas de 100 mg/100 g PF. Otras fuentes significativas de ASC, incluyen
los guisantes, las habas verdes y los vegetales de hoja tales como la espinaca (50 + 100
mg/100 g PF). Los pimientos (120 mg/100 g PF) y las calabazas (185 mg/100 g PF), son
también alimentos ricos en ASC, sin embargo, las cebollas, las zanahorias y los cultivos de
raices, tienen niveles generalmente mucho mas bajos.

1.2.2.2.2.-Carotenoides

El término carotenoides engloba un grupo de colorantes liposolubles
estructuralmente relacionados, que se encuentran principalmente en plantas, algas y
varios organismos inferiores. Actualmente, se han identificado més de 600 carotenoides
diferentes, siendo el B-caroteno el miembro mas prominente de este grupo (Van den Berg
et al., 2000).

La actividad antioxidante que muestran todos los carotenoides se debe
fundamentalmente a su extenso sistema de dobles enlaces conjugados, los cuales
proporcionan a estas moléculas un rico sistema de electrones el cual es susceptible de
reaccionar con compuestos electrofilicos. Estas reacciones son las responsables de la
inestabilidad de los carotenoides frente a la oxidacion, y en presencia de oxigeno tienden
a autooxidarase, en un proceso gue ha sido descrito como “blanqueamiento”. La reaccion
de los carotenoides con los agentes oxidantes o radicales libres, depende de la longitud de
la cadena del polieno y de la naturaleza de los grupos finales (Palozza y Krinsky, 1992; Sies
y Krinsky, 1995)

1.2.2.2.3.-Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, con una gran variedad de estructuras y de funciones, aunque
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generalmente presentan un anillo aromético con uno o mas sustituyentes hidroxilos, como
elemento comun a sus estructuras. Aunque existe una gran variedad de compuestos
fendlicos en las plantas (se conocen mas de 8000), la mayor parte de ellos tiene un origen
metabdlico comun, la ruta del acido siquimico, y el metabolismo de los fenilpropanoides
(Robards et al., 1999). Esta ruta conduce a la formacion de varios compuestos fenolicos,
tales como los acidos fenolico o hidroxibenzoatos, flavonoides, estilbenos, cumarinas,
lignanos y ligninas.

Los &cidos fenodlicos se pueden diferenciar en dos grupos principales, los &cidos
benzoicos (Ce-C; 0 C¢-C,), y los &cidos cinamicos (Ce-C3) y ambos derivados del acido
hidroxicindmico.

Los flavonoides (C¢-C3-Cg) constituyen el grupo de compuestos fenolicos més diverso
y ampliamente distribuido en las plantas. Se conocen unos 4000 flavonoides diferentes,
distribuidos en varias subfamilias, como las antocianidinas y los taninos hidrolizables. Las
antocianidinas son importantes pigmentos naturales, que contribuyen a la coloracion de
numerosas frutas. En los vegetales frescos generalmente se encuentran unidas a azlcares,
dando lugar a los antocianos o antocianinas, que son responsables de los colores azules,
parpuras, rojos y matices intermedios de estas coloraciones (Clifford, 2000 b). Los taninos
hidrolizables (galotaninos y elagitaninos), los cuales contribuyen a la astringencia de los
alimentos vegetales y las reacciones de pardeamiento enzimatico (Garcia-Alonso, 2002).

En las plantas los compuestos fendlicos se presentan conjugados con uno mas
residuos de azucar, unidos a los grupos hidroxilo, aunque en ocasiones las uniones son
directas entre el azlUcar y un carbono del anillo aromatico. Estas uniones los hacen
solubles en agua y disolventes organicos. (Bravo, 1998).

Los compuestos fendlicos se encuentran ubicados en el reino vegetal, pudiendo
aparecer, potencialmente, en cualquier parte de la planta (fruto, raiz, hojas, madera).
(Craig, 1997; Robards et al., 1999). No son esenciales para la supervivencia de la planta,
pero, desempefian numerosas funciones defensivas en las plantas, de modo que factores
ambientales como la luz, humedad, temperatura y factores internos como la genética,
nutrientes, hormonas, etc. contribuyen a su sintesis.

Entre las numerosas propiedades quimicas y biolégicas que poseen los compuestos
fendlicos cabe destacar su capacidad antioxidante, habilidad para inhibir la nitrosacion,
capacidad para quelatar iones metalicos y capacidad para modular ciertas actividades
enzimaticas (Robards et al., 1999).

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos depende de su estructura
guimica, por lo que existen grandes diferencias entre los distintos grupos de compuestos.
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1.3.- CALABACIN

1.3.1.- Origen

El calabacin posee un origen incierto, ya que no se sabe con seguridad si procede
de Asia meridional o de América central. Si se sabe que es una planta cultivada en todas
las regiones céalidas de la Tierra desde tiempo inmemorial. Existen pruebas que esta
hortaliza era ya consumida por los egipcios y, mas tarde, por griegos y romanos. Sin
embargo fueron los arabes quienes extendieron su cultivo por las regiones mediterraneas,
donde se convirtié en un alimento de consumo habitual en la Edad Media, mientras que en
las zonas del norte de Europa su consumo fue mucho mas tardio y no tuvo lugar hasta
después de la Il Guerra Mundial.

1.3.2.- Taxonomia y morfologia

El calabacin (Cucurbita pepo spp.pepo), pertenece al género Cucurbita y esta
compuesto por unas veintidds especies salvajes y cinco especies cultivadas (Decker, 1988).
Estas especies son C.pepo, C.moschata, C.maxima, C.ficifolia y C.argyrosperma, siendo
las tres primeras las mas ampliamente distribuidas y méas importantes desde el punto de
vista comercial. Cucurbita es un género caracterizado por sus grandes hojas palmeadas,
flores amarillo-anaranjadas productoras de néctar, polinizadas por abejas y por sus frutos
grandes, duros, esféricos e indehiscentes.

C.pepo es la especie cultivada con mayor importancia econémica del género
Cucurbita, asi como la més poliférmica. Este polimorfismo se manifiesta especialmente en
sus frutos (tamafio, forma, coloracion, textura etc.), aunque también en sus
caracteristicas vegetativas (habito de crecimiento, longitud y grosor de los entrenudos,
tamarfio de las hojas etc).

Actualmente se cree que han existido dos domesticaciones independientes de
C.pepo, una en México y otra en el este de Estados Unidos. Esta idea es apoyada por
hallazgos arqueoldgicos, que ponen de manifiesto la domesticacion desde hace mas de
4.000 anos en tres zonas del Norte de América bastante alejadas unas de otras, el sureste
y noreste de México y el este de USA (Paris, 2001). Estas domesticaciones dieron lugar a
dos linajes, que actualmente se clasifican en dos subespecies C.pepo spp.pepo y C.pepo
spp.ovifera, la primera fue domesticada a partir de un ancestro desconocido hace unos
10.000 afios en México, mientras que la segunda se cree que proviene de una
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domesticacién posterior (hace unos 500 afios) en el este de Estados Unidos a partir de una
especie salvaje C.pepo spp.ovifera variedad ozarcana.

Existen ocho variedades botanicas o morfotipos comestibles diferentes de C.pepo,
clasificadas en funcién de la morfologia de sus frutos (Paris, 1989) y por analisis de
marcadores moleculares (Paris et al., 2003). Estas ocho variedades son: Pumpkin, Vegetal
Marrow, Cocozelle y Zucchini, pertenecientes a C.pepo ssp.pepo y Scallop, Acorn,
Crookneck y Straightneck de la subespecie ovifera (Figura 1.13).

A los cuatro primeros pertenecen los calabacines comestibles y las cuatro segundas
tienen un destino ornamental.

Vegetable

Zucchini
Marrow

Pumpkin Coccozelle

Scallops Acorn Crookneck Straightneck

Figura 1.13.- Representacion de los frutos de los 8 morfotipos comestibles de C.pepo. En la linea
superior aparecen los frutos de los morfotipos pertenecientes a la subespecie pepo y en la inferior
los frutos de los morfotipos de la subespecie ovifera. Elaboracion propia.

El calabacin se corresponde con la variedad Zucchini. La palabra Zucchini proviene
del diminutivo en plural de la voz italiana “zucca” que significa calabaza de verano. Es la
variedad mas reciente de C.pepo, ya que se diversificé en Italia mas tarde que las otras
variedades y de forma mas restringida (Paris, 2001). Posteriormente se introdujo en USA
desde Italia durante los afios veinte y en tan solo diez afios se constituyo como un grupo
bien definido (Paris, 1989).
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Las variedades de Zucchini que se cultivan en la actualidad son hibridos mejorados
en Estados Unidos durante los altimos 50 afios, procedentes de variedades italianas, en su
mayoria de fruto verde oscuro o amarillo, habiéndose convertido en la calabaza de verano
mas importante desde el punto de vista econémico.

El calabacin es una planta anual, de crecimiento indeterminado y porte rastrero
con un sistema radicular constituido por una raiz principal axonomorfa, que alcanza un
gran desarrollo en relacion con las raices secundarias, las cuales se extienden
superficialmente. Pueden aparecer raices adventicias en los entrenudos de los tallos
cuando se ponen en contacto con tierra himeda.

Sobre el tallo principal se desarrollan tallos secundarios que llegan a atrofiarse si
no se realiza una poda para que se ramifigque a dos o mas brazos. Presentan un
crecimiento en forma sinuosa, pudiendo alcanzar un metro o mas de longitud,
dependiendo de la variedad comercial. Es cilindrico, grueso, de superficie pelosa y aspero
al tacto. Posee entrenudos cortos, de los que parten las hojas, flores, frutos y numerosos
zarcillos. Estos ultimos son delgados, de 10-20 centimetros de longitud y nacen junto al
pedunculo del fruto.

La hoja es palmeada, de limbo grande con 5 l6bulos pronunciados de margen
dentado. El haz es glabro y el envés aspero y esta recubierto de fuertes pelos cortos y
puntiagudos a lo largo de las nerviaciones. Los nervios principales parten de la base de la
hoja y se dirigen a cada Iébulo subdiviéndose hacia los extremos. El color de las hojas
oscila entre el verde claro y oscuro, dependiendo de la variedad, presentando en
ocasiones pequefias manchas blanquecinas. Las hojas estan sostenidas por peciolos fuertes
y alargados, recubiertos con fuertes pelos rigidos.

Respecto a la floracién, el calabacin es una especie monoica, por lo que en una
misma planta coexisten flores masculinas y femeninas. Las flores son solitarias, vistosas,
axilares, grandes y acampanadas. El caliz es zigomorfo (presenta un solo plano de
simetria) y consta de 5 sépalos verdes puntiagudos. La corola es actinomorfa y esta
constituida por cinco pétalos de color amarillo. La flor femenina se une al tallo por un
corto y grueso pedunculo de seccion irregular pentagonal o hexagonal, mientras que en las
flores masculinas (de mayor tamafo) dicho pedudnculo puede alcanzar una longitud de
hasta 40 centimetros. El ovario de las flores femeninas es infero, tricarpelar, trilocular y
alargado. Los estilos, en nimero de tres, estan soldados en su base y son libres a la altura
de su insercién con el estigma, este ultimo dividido en 2 partes. Las flores masculinas
poseen tres estambres soldados.

El fruto es peponide carnoso, unilocular, y sin cavidad central. Estos pueden
presentar diferentes formas (cilindrica, alargada y redondeada) y colores (verde oscuro,
claro, amarillo e incluso blanco). La piel lisa puede ser jaspeada o presentar aristas segun
la variedad. El fruto maduro contiene numerosas semillas y no es comercializable debido a
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la dureza del epicarpio y a su gran volumen. Las semillas son de color blanco-amarillento,
ovales, alargadas, puntiagudas, lisas, con un surco longitudinal paralelo al borde exterior,
longitud de 1,5 centimetros, anchura de 0,6-0,7 centimetros y grosor de 0,1-0,2
centimetros.

Presente en el mercado durante todo el afio, el calendario de comercializacion
obedece a los ciclos de siembra y recogida, divididos habitualmente en extra-temprano
(siembras de agosto-septiembre; recoleccion de septiembre hasta finales de diciembre),
temprano (siembra de octubre-noviembre; recoleccion desde final de noviembre hasta
finales de febrero), semi-tardio (siembra en febrero; recoleccion desde marzo hasta junio)
y tardio (siembra a principio de abril, iniciAndose la recoleccion en junio). Existen
infinidad de variedades e hibridos, entre los que se pueden destacar como mas
comerciales los que se describen a continuacion clasificados por colores:

Calabacin verde:

e Tamafo variable, segin variedades, forma cilindrica alargada o apepinada.
Algunos pueden presentar ligera curvatura o tener aspecto globoso en el
extremo.

e Piel lisa, color verde, segun tipos, mas 0 menos oscura, brillante y con algin
jaspeado.

e Interior reticulado, carne blanquecina, jugosa, suave y agradable, que
contiene semillas planas, ovales, blanco amarillento, casi inapreciables para
el paladar.

e Para consumir en su momento optimo, la recoleccion se realiza cuando el
fruto aln no est4d maduro, media madurez. El fruto maduro presenta gran
cantidad de semillas y no es comercializable por su dureza y volumen. Buen
transporte y conservacion.

Calabacin blanco:

e Tamafio medio/largo, cilindrico algo globoso en el extremo. Mas tardio.

e Piel lisa, con posibilidad de aristas, color blanco cremoso.

e Aunque el color exterior varia, el interior y la carne presentan los mismos
rasgos que el resto de las variedades.

e Buen transporte y conservacion.
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1.3.3.- Importancia econdmica y distribucién geografica

La obtencion de datos sobre la produccion y comercializacion del calabacin por
paises presenta dificultades, ya que en la mayoria de las estadisticas oficiales se incluyen
conjuntamente a calabazas y calabacines. A pesar de ello, se tienen estimaciones que
indican que el pais méas productor es China con 7.000.000 t, seguida de India (4.900.000 t),
Federacién Rusa (1.080.845 t), USA (900.880 t), Ucrania (587.800 t) y Egipto (559.606 t).
Datos de Faostat 2012.

En la Tabla V se recogen los datos correspondientes a Espafia de acuerdo con los
datos del Ministerio de Agricultura sobre el calabacin exclusivamente. La superficie y
produccién en el periodo comprendido entre 1999 y 2011 ha oscilado relativamente poco,
con un minimo de 5.500 ha en 2001 a 8.100 ha en 2011, y con un valor medio anual de
6.800 ha. La produccion oscila también entre valores estrechos, con un minimo de 262.500
t en 2001 y 403.400 t en 2011.

Tabla V.- Serie historica de superficie, produccion y comercio exterior de calabacin
desde 1999 hasta 2011.

Afios Superficie Produccion Exportaciones
(miles de hectareas) (miles de toneladas) (toneladas)
1999 6,3 302,8 143.315
2000 6,2 297,0 172.261
2001 5,5 262,5 170.728
2002 6,2 301,5 176.634
2003 6,3 303,5 181.515
2004 6,5 303,5 215.992
2005 6,8 299,0 196.965
2006 7,1 334,0 218.373
2007 6,7 316,7 215.834
2008 7,2 347,0 225.512
2009 7,4 362,8 203.971
2010 7,6 366,5 215.000
2011 8,1 403,4 270.919

Fuente MAPA. 2014
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La exportacién presenta, un aumento mas acusado, si bien en los afios iniciales se
observa una ligera evolucién para alcanzar en 2011 la exportacién maxima de 270.919 t.
(Figura 1.14).

Espafia e Italia son los principales productores de la UE con diferencia, siendo a la
vez los de mayor consumo per cépita, con 2,8 y 3,5 Kg respectivamente. Asi mismo son los
mayores exportadores, siendo los principales importadores de calabacin producido en
Espafia, Francia, Reino Unido y Alemania.

300.000 -+

250.000 +

200.000 ~

150.000 -

100.000

50.000 -

Evolucion de la exportacién del calabacin (Toneladas)

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figura 1.14.- Evolucion de la exportacion del calabacin expresado en toneladas desde el afio 1999
hasta el 2011. Fuente MAPA

En la tabla VI se recoge la distribucion de la superficie y produccion de calabacin
por Comunidades Autonomas, en donde se pone de manifiesto el predominio de Andalucia,
gue llega a producir el 83,72% del total nacional. Por provincias la principal productora es
Almeria con el 74,13 del total. El resto de la produccion se encuentra distribuido en
porcentajes inferiores al 5%, siendo la segunda en importancia Canarias. Murcia ocupa el
cuarto lugar, con una participacién del 2,17%.
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Tabla VI: Superficie y produccion en 2011 por Comunidades Autébnomas.

Comunidad
Autonoma
Galicia
P. Asturias
Cantabria
Pais Vasco
Navarra
La Rioja
Aragon
Catalufia
Baleares
Castilla Ledn
Madrid
Castilla La Mancha
C. Valenciana
R. de Murcia
Extremadura
Andalucia

Canarias

Espafia

Fuente: MAPA 2014

Superficie (Ha)

Aire libre  Protegido

83

12

2

28 2
92

19 3

8 2
277 7
130 12
80

28

164

176 5
316 61
110
726 5.397
252 152

2.503 5.641
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Produccioén
(toneladas)
4.864
270
40
625
5.295
894
270
9.212
2.476
1.990
840
4.048
4.260
8.771
3.822
337.721

17.982

403.380

% sobre total

nacional

1,21%
0,07%
0,01%
0,15%
1,31%
0,22%
0,07%
2,28%
0,61%
0,49%
0,21%
1,00%
1,06%
2,17%
0,95%
83,72%
4,46%

100,00%
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1.3.4.- Composicion quimica y valor nutricional

La calidad nutricional se basa en el contenido cal6rico y de nutrientes del
alimento. El principal componente del calabacin es el agua, seguido de los hidratos de
carbono y muy pequefas cantidades de grasas y proteinas. Si unimos su aporte moderado
de fibra nos encontramos ante un alimento idoneo para las dietas hipocaléricas, por su
bajo aporte en calorias, como se observa en la Tabla VII, con una energia de 17 kcal/100g
de peso fresco.

Destaca su bajo contenido en lipidos, tanto en los saturados e insaturados y en
proteinas. En cuanto al componente vitaminico tiene un amplio espectro de diferentes
vitaminas, con un discreto contenido de &cido ascorbico y contenidos de folatos y de
vitaminas del grupo B normales para un vegetal.

En cuanto a su contenido de bioelementos destaca su alto contenido en potasio y
bajo en sodio, ademés de tener pequefias cantidades de magnesio, hierro y fosforo. La
elevada relacion K'/Na* lo hace recomendable para la dieta de los hipertensos. El potasio
es necesario para la transmisién y generacién del impulso nervioso y para la actividad
muscular normal, asi como para el equilibrio acuoso dentro y fuera de la célula.

Tabla VII.- Composicion quimica y valor nutricional por 100g de calabacin

Energia (Kcal) 17 Foésforo (mg) 31
Agua (9) 94 Potasio (mg) 230
Proteinas (g) 1,8 Calcio (mg) 19
Glucidos disponibles (g) 2 Hierro (mg) 0,4
Glucidos disponibles (g mono) 2 B caroteno (ug) 320
Azlcares (g) 1,9 Vitamina E (mg) trazas
Almidén (g) 0,1 Acido ascérbico (mg) 20
Fibras (g) 1 Tiamina (mg) 0,05
Lipidos (g) 0,2 Riboflavina (mg) 0,04
Acidos grasos saturados (g) 0,04 Niacina (mg) 0,042
AG. Monoinsaturados () 0,02 Acido pantoténico (mg) 0,07
AG. Poliinsaturados (g) 0,09 Vitamina B6 (mg) 0,07
Sodio (mg) 3 Folatos (pg) 24
Magnesio (mg) 18 Porcién comestible % 85

Fuente.-Infoagro
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1.3.5.- Comportamiento del calabacin en posrecoleccion

Como se indico precedentemente la recoleccion se realiza cuando los frutos estan
inmaduros y por tanto cuando aun estan en crecimiento activo. El conocimiento de los
pardmetros biologicos es esencial para evaluar y determinar las condiciones de
conservacion refrigerada del producto.

En la Tabla VIII se recogen algunos parametros que nos dan una idea de cual sera el
comportamiento del calabacin cuando se sometan a la manipulacion, almacenamiento y
comercializacion.

Tabla VIII. Pardmetros bioldgicos del calabacin.

Calor de respiracion (Kcal/t*24h) a:

0°C -
5°C 900
10°C 2000 Miccolis (1990)
15°C 4000
20°C 5000
Tasa produccion etileno (pL/kg*h) a 10°C 0,1al Mencarelli et al 1983
Clasificacién de la tasa de producciéon de ]
etileno baja
Pauta de maduracion No climatérica
Sensibilidad a los dafios de etileno Media Shapiro (1985)
Sensibilidad a los dafios por frio Si Lutz y Hardenburg(1968)
Temperatura por debajo de la cual se 7oc

producen dafios por frio

Fuente:Namesny, 1999

Debido a que su recoleccién se hace cuando todavia no han alcanzado la madurez y
se encuentran en fase de crecimiento, poseen una alta tasa metabdlica, con un calor de
respiracion muy elevado con respecto a otras hortalizas (Lutz y Handenburg 1968).
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Por el contrario la produccion de etileno es muy baja, no superando por lo general
1uL/kg*h a 10°C y lo que es mas importante es que presenta una pauta no climatérica, por
lo que no tiene lugar una sintesis autocatalitica de la hormona de la maduracion durante
el desarrollo y maduracion del fruto.

En la conservacién poscosecha del calabacin hay dos factores que limitan su vida
atil comercial, su alto calor de respiracion y su sensibilidad a los dafios por frio, no
pudiendo bajar la temperatura de 7°C e incluso mas elevadas (10°-12°C) en funcion de la
variedad y del estado de madurez. Esta circunstancia hace que el fruto sea muy sensible
al marchitamiento y a la pérdida de peso. El calabacin recolectado en un estado precoz o
mas tierno se deshidrata mas facilmente, debido a que su piel estd menos formada. En
siete dias, calabacines con un peso de en torno a 100 gramos pueden perder hasta un 7%
de su peso, aumentando al 10% cuando el peso es de 60 gramos (Sois, 1980).

La temperatura de conservacion también influye en un factor de calidad del
calabacin, la pérdida de color verde de la corteza, que se produce por una degradacion de
las clorofilas y el amarillamiento de la misma. Cuanto mayor es la temperatura mas
rpidamente se ponen de manifiesto estos procesos degradativos y antes pierde la
frescura el producto.

Desde hace tiempo se sabe que el calabacin es sensible a los dafios por frio
(Mencarelli et al., 1983) y ya se han citado precedentemente algunos trabajos en los que
se ha estudiado este problema. Cuando se almacenan los frutos a temperaturas inferiores
a 4°- 5°C durante varios dias, que oscilan entre 4 y 10 dias segun los autores, aparecen
sobre la piel pequefas zonas deprimidas que tienen una apariencia de picado o moteado,
y que en fases avanzadas pueden incluso penetrar en la pulpa. Los sintomas pueden
observarse en la cdmara frigorifica, pero aumenta su intensidad al cabo de los dos o tres
dias de haber sido transferidos a temperatura ambiente (Kramer y Wang, 1989).

Como en la mayoria de los frutos el desarrollo de los DF esté influenciado por la
genética, o variedad, el cultivo y estado de maduracién. Asi, los calabacines recolectados
en un estado muy precoz y con un alto contenido en agua son mas sensibles a las bajas
temperaturas (Tesi, 1987).

La utilizacién de variedades distintas también ha puesto de manifiesto un
comportamiento diferente, pues mientras que Mencarelli et al (1983) con calabacines del
tipo comUn encuentran que a 5°C y durante dos semanas la mayoria de los frutos no
presentaban DF, en la variedad “Romanesco” conservada a la misma temperatura pero
con un periodo de tiempo mas largo, se encontré que el porcentaje de frutos con DF fue
muy alto (Mencarelli, 1987).

Serrano et al (1996) en calabacines conservados a 2°C encontraron a los 4 y 14 dias
sintomas de picado en la piel, del orden del 45 y 81% del area respectivamente y, un
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efecto ralentizador del frio sobre la produccion de etileno y CO,. Por otro lado observaron
un aumento de los niveles de poliaminas y &cido abcisico (ABA).

En experiencias realizadas sobre calabacines amarillos se aprecia una pérdida
mayor de peso en los conservados a 2°C que en los controles (15°C) y un aumento de la
tasa respiratoria. El etileno tiene un comportamiento similar hasta el Gltimo muestreo,
donde disminuye significativamente, lo que podria indicar que tras un periodo largo de
conservacion a 2°C los DF afectan al metabolismo del fruto (Mc Collum, 1989).

Mientras que a 2,5°C se hacen visibles los DF al cabo de ocho dias, en los frutos
conservados a 10°C no se observa ningun picado en la piel. Si en los controles se aprecia
una disminucion de los niveles de CO, y C,H,, en los conservados a baja temperatura se
produce un aumento intenso de la produccion de ambos gases a los cuatro y ocho dias
respectivamente. Los resultados muestran que la irreversibilidad de los dafios tiene lugar
mucho antes que la aparicion de los mismos (Balandran et al., 2003).

Como ya se ha comentado cuando el calabacin se expone a bajas temperaturas
algunos enzimas se ven afectados y el normal metabolismo de la célula se ve alterado. La
conservacion a bajas temperaturas hace que la B-galactosidasa , tanto en pulpa como en
piel, disminuya, mientras que la poligalacturonasa presenta una mayor actividad en el
endocarpio a 2,5°C y en el exocarpio, al contrario, la actividad es superior a la
temperatura ambiente (Balandran et al., 2007).

Para evaluar los efectos de los DF sobre la induccion del estrés oxidativo durante la
conservacion a 0°C se ha determinado el nivel de peroxido de hidrégeno, y la actividad de
la catalasa y peroxidasa en pulpa y piel, asi como la velocidad de oxidacion de succinato,
actividad de la oxidasa alternativa, la fluidez de la membrana y la composicién de los
fosfolipidos en mitocondrias aisladas. En las etapas iniciales de la conservacion a 10°C se
observa una disminucion del peréxido de hidrégeno, un aumento de la actividad de los
enzimas detoxificantes, una recuperacién de la fluidez de la membrana mitocondrial y un
aumento de la actividad de la oxidasa alternativa (AOX), y a 0°C en la pulpa la actividad
de la peroxidasa y AOX también aumentan al principio aunque menos, y posteriormente
durante la conservacion, sugiriendo que este fruto puede activar los sistemas reguladores
ROS, probablemente para prevenir la aparicion prematura de los DF visibles (Gualanduzzi
et al., 2009).

Se ha investigado la relacion entre el estado de madurez, el contenido de
poliaminas y los DF, encontrandose que el desarrollo de los mismos, cuando se almacenan
los calabacines a 5°C, disminuye con la madurez, y que las poliaminas alcanzaban el valor
méaximo al dia siguiente de la polinizacién y disminuian con la maduracién. Mientras que
los niveles de putrescina aumentan durante la conservacién, pero siendo mas significativo
en los estados inmaduros, en casi todos los estados de maduraciéon se observa una
disminucion de espermidina y espermina (Tatsumi et al., 1995).
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Gajewski (2003) estudia la calidad en general de la variedad ‘“Astra”, sin hacer
referencia explicita a los DF, y encuentra que la vida comercial util depende del estado de
madurez, siendo més prolongada cuanto més avanzada es la misma. Las caracteristicas
fisicas y sensoriales son mejores cuando la conservacion se efectta a 6°C que a 3°C y la
atmosfera controlada con niveles del orden del 3% en O, y 5/3% de CO, ralentiza los
cambios sensoriales.

Diversos parametros de calidad relacionados con los DF se han analizado en
diferentes variedades de calabacin, encontrando que de las variedades cultivadas en
febrero, en la zona de Almeria, “Natura” es la que mejor se adapta al almacenaje a 4°C,
ya que sus frutos son los que sufren menos dafios, presentando menores pérdidas de peso y
niveles méas bajos de maldndialdehido (MDA) y H,0,. Se han detectado también variaciones
genéticas para algunos de los parametros analizados y hay una correlacion positiva entre
los DF con los niveles de MDA y H,0, y negativa con la catalasa (Carvajal et al., 2011).

Cuando se indicaron los efectos de las bajas temperaturas sobre las modificaciones
del metabolismo y los dafios que producian, se puso de manifiesto el interés que habia
despertado la aplicacion de diferentes tratamientos para el control de los dafios por frio.
En efecto lograr eliminar o reducir los DF es muy importante ya que permitiria aplicar el
frio y por lo tanto optimizar las ventajas de esta tecnologia de conservacién a numerosos
frutos y hortalizas tropicales y subtropicales que son sensibles a esta fisiopatia (Wang,
1993; Wang, 2006).

En el calabacin, los tratamientos que méas se han estudiado han sido los
relacionados con el preacondicionamiento con temperatura superior a la de conservacion,
y las atmdsferas modificadas, con diferentes niveles de O, y CO..

Un prealmacenamiento a 10-15°C antes de la conservacion a 2,5° y 5°C ha
demostrado ser efectivo para retrasar la aparicion de los DF, doblando el tiempo en que
aparecen con respecto a los controles. Con calentamientos intermitentes en ciclos de 2
dias a temperaturas bajas y un dia a 20°C disminuye la superficie del calabacin afectada
por picado (Kramer y Wang, 1989).

Estos mismos autores encuentran resultados similares sometiendo a los frutos a un
pretratamiento térmico de dos dias a 10°C. En los controles a 2,5°C el aumento de los DF
esta correlacionado con un aumento de la putrescina y disminucion de espermidina y
espermina (Kramer y Wang, 1989).

El estudio de los fosfolipidos pone de manifiesto que la relacién esteroles
libres/total fosfolipidos aumenta durante el almacenamiento en frio, mientras que cuando
el fruto es sometido a un precalentamiento el aumento de esta relacién no se produce, lo
que parece indicar que la aclimatacion protege a las membranas de la degradacion de los
glicerolipidos (Wang et al., 1992).
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El aumento de la resistencia a los DF en este tipo de tratamiento parece que esta
relacionado con un aumento de los enzimas responsables de la captacion de radicales
libres, como superdxido dismutasa (SOD), catalasa, ascorbato peroxidasas y glutation
reductasa (GR) (Wang, 1995a; Wang, 1995b).

Se ha comprobado que los niveles de ABA aumentan cuando se somete el calabacin
a un acondicionamiento a 10°C durante dos dias antes de conservarlos a 2,5°C y que los DF
se reducen significativamente. Tratamientos exdgenos con la hormona también
disminuyen los efectos de la fisiopatia, por lo tanto se ha considerado la posibilidad de la
participacién de la hormona en los procesos de degradacién de las membranas (Wang,
1991).

La utilizacion de agua caliente a 42°C durante 30 minutos, no solo no afecta a la
calidad del fruto, si no que reduce los DF. Se pone de manifiesto un aumento de
putrescina y disminucion de espermidina y espermina durante la conservacion exclusiva a
2,5°C, mientras que el tratamiento con agua caliente induce el incremento de estas dos
altimas poliaminas (Wang, 1994).

El incremento de la tolerancia a los dafios por frio cuando se hace un tratamiento
de precalentamiento se ha correlacionado con el aumento de las actividades enzimaticas
de la superoxido oxidasa (SOD), catalasa, ascorbato peroxidasa (AP) y glutation reductasa
(GR). Los resultados encontrados por Wang (1995 a; 1995 b) parece ser que indican que la
aclimatizacioén a la temperatura de dafios puede también involucrar modificaciones en la
actividad de las enzimas captadoras de radicales libres.

En condiciones de pretratamiento térmico similares también se han encontrado
alteraciones en glutatién y actividad glutation reductasa con respecto a los controles no
tratados (Wang, 1995). También se ha encontrado que se afectan los enzimas relacionados
con el ascorbato (ascorbato reductasa, ascorbato peroxidasa, y dehidroascorbato
reductasa). La disminucién del &cido ascorbico es muy inferior en los calabacines tratados
con pretratamiento térmico que los controles, mientras que no hay diferencias en el
contenido de acido dehidroascorbico (Wang, 1996).

Las atmosferas controladas (AC) o modificadas (AM) reducen la sensibilidad a los
dafios por frio. Asi, calabacines conservados en AC con un contenido entre el 1y 4% de O,
y sin CO, y a 2,5°C (Mencarelli et al., 1983) y a 5°C en una atmosfera con 21% de O, y 5%
de CO, (Mencarelli, 1987) mostraron una disminucion de los DF con respecto a las mismas
temperaturas pero en aire.

Como en otras conservaciones bajo AC y AM, las concentraciones de O, y CO,
respectivamente bajas y altas, inducen la aparicion de sabores extrafios y en ocasiones
desagradables. También se ha comprobado que los beneficios de un ambiente bajo en
oxigeno desaparecen rapidamente. Los niveles bajos de oxigeno y altos de anhidrido
carbénico, junto a las bajas temperaturas disminuyen la produccion de etileno, ya que el
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primero es esencial para el normal funcionamiento de la ACC sintetasa y el CO, es un
antagonista de la sintesis de la hormona de la maduracién.

En calabacines de la variedad “Ambassador” la extension del “picado” en la piel
disminuye de forma significativa los primeros 12 dias de almacenamiento bajo una
concentracion de O, del 1% a 2,5°C. Los niveles de espermidina y espermina se mantienen
elevados en frio o en los controles a temperatura ambiente. Los incrementos de
putrescina y espermidina en la piel parece ser que se deben a las bajas temperaturas,
mientras que a temperatura de 12,5°C no se detecta ningun incremento de las poliaminas
(Wan y Ji, 1989).

Los pretratamientos con niveles de CO, del 5% y 40%, durante 24 horas antes de su
almacenamiento a 2,5°C, reducen la extensidn del “picado” en la piel del 93% al 40% y 25%
respectivamente al cabo de 12 dias.

Los niveles de putrescina y ABA aumentan en la piel durante la conservacién, pero
en menor proporcion que los que se colocaron al aire (Serrano et al., 1998).

También se ha encontrado que atmosferas con bajos niveles de O, son beneficiosos
para la conservacion de rodajas de calabacin, disminuyendo el % de afectados con
pardeamiento del 21% en los controles al 1,8 % con una concentracion de O, del 0,25%
(Izumi et al., 1996).

Compuestos del tipo jasmonato o salicilato no se han utilizado, de momento,
mucho para reducir o eliminar los DF en calabacin. Los escasos resultados que se tienen
ponen de manifiesto un retraso en la aparicion de los mismos, lo que permite alargar la
vida comercial til, y una posible regulacion a través de los niveles de ABA y poliaminas.
Asi la infiltracion de metiljasmonato hace que el acido abcisico en la piel aumente tras el
tratamiento, mientras que putrescina también se incrementa pero en los tratados y
controles, y espermidina y espermina disminuyen. (Wang y Buta, 1994). Estos mismos
autores encuentran que el metiljasmonato no solo tiene efectos sobre la aparicion y
desarrollo de los DF, sino que también en la calidad, al limitar las pérdidas de glucosa y
fructosa y acido malico, que son respectivamente los carbohidratos y &cido organico
predominante en el calabacin (Wang y Buta, 1999).

También se ha comprobado que el tratamiento con metiljasmonato aumenta la
capacidad antioxidante, la actividad de los enzimas antioxidantes y la capacidad
secuestradora de radicales libres de los tejidos, lo que sugiere que previenen los DF a
través de un mecanismo que protege los tejidos de los dafios producidos por los radicales
libres (Wang, 2006).

Como sugieren algunos de los trabajos las poliaminas pueden jugar un papel
importante en la limitacion de los DF, debido a su funcidén estabilizadora de las
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membranas. Wang (1993) sugiere que el incremento en los niveles de espermidina y
espermina, es responsable de la resistencia a los DF en calabacin.

La utilizacion de ceras también reducen la aparicién y desarrollo de los DF, debido
a que las pérdida de humedad son limitadas y a la modificacion de los niveles de O, y CO,.
Asi, con una cera natural (Biocoat R) hay una disminucion significativa del 50% de los DF
(Fonseca y Cinco, 2006)

Los diferentes estudios realizados sobre los DF en calabacin, ponen de manifiesto
que su sensibilidad reduce considerablemente su vida comercial util y, que los
procedimientos aplicados para controlar sus efectos son limitados ya que solo retrasan la
aparicioén de los dafios o los reducen parcialmente. También es interesante resaltar que los
mecanismos que alteran estos tratamientos para disminuir la sensibilidad a la fisiopatia no
se han estudiado en profundidad y quedan lagunas por esclarecer.

Esquematicamente se pueden resaltar los siguientes aspectos:

e El calabacin es un fruto no climatérico con una produccién de etileno muy
baja.

e Es sensible a los dafios por frio cuando se conservan a temperaturas
inferiores a 6°C.

e Inicialmente los dafios se manifiestan en la piel, generalmente como un
“picado” o depresiones de didmetro pequefio, que adquieren una coloracion
verde-marrén. Los dafios se intensifican cuando se transfieren de la
temperatura fria a la ambiente.

e Laintensidad de los dafios depende de la variedad y del estado de madurez,
siendo més acusados cuando se recolectan en un estado precoz.

e Las atmosferas controladas y modificadas tienen un efecto positivo,
retrasando y limitando los dafios, siendo mas adecuados al aumentar las
concentraciones de CO..

e El preacondicionamiento previo a temperaturas mas elevadas (de 10 a 20°C)
durante un periodo de tiempo que oscila sobre las 24 horas, también
disminuye los DF, cuando se conservan los frutos a temperaturas entre 2,5°
y 5°C.

e La disminucion de los dafios por frio parece que estan relacionados con el
aumento del ABA, poliaminas y de enzimas responsables de la captacion de
radicales libres.
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1.4.- CHIRIMOYA

1.4.1.-Origen

Aungue todavia hay cierta controversia sobre su origen la mayoria de los expertos
(Fouqué, 1972; Ochse et al., 1974) consideran que fue en los Andes peruanos y las
montafias de Ecuador, en areas comprendidas entre los 1500 y 2000 metros de altitud
donde crece espontaneamente. Algunos historiadores incluyen también las zonas andinas
de Chile y Colombia. El primer centro de diversidad probablemente tuvo lugar en el
Vavilov en Sudamérica. Hermoso et al (1999) sugiere un segundo centro de diversidad en
Ameérica Central, de acuerdo con las investigaciones de Perfectti (1995) con marcadores
moleculares.

Independientemente de su origen, la chirimoya es un fruto que hace muchisimo
tiempo que fue domesticado, como lo demuestra el hecho de que se han hallado semillas
en tumbas de méas de 4.000 afios de antigiedad en zonas arqueoldgicas de Ancén y
Huarmey (Per(). Asi mismo se han identificado representaciones de la chirimoya en
numerosas ceramicas de la cultura Moche (Peru).

Los primeros exploradores espafioles la denominaron “manjar blanco” y la
introdujeron en los paises mediterraneos, asi como en Asia a través de Africa. La forma
actual de la palabra chirimoya proviene de las lenguas quechua, aimara y mochica, lo que
indica que es el resultado de varios procesos linglisticos protagonizados por esas tres
lenguas aborigenes. Otros autores consideran que solo procede del quechua y cuya
traduccion seria: “Chiri” igual a frio y “moya” a semilla.

1.4.2.- Taxonomia y morfologia

La chirimoya pertenece a la familia Annonaceae y al género Annona. El nimero de
géneros y especies se encuentra todavia a debate. Se considera que la familia de las
Annonaceae tiene 46 géneros y entre 500 y 600 especies, y Fries (1959) afirmé que
contenia 119 géneros y sobre 2000 especies. Popenoe (1974) describio la familia
conteniendo entre 40 y 50 géneros y mas de 500 especies, la mayoria de las cuales son
arbustos o pequefios arboles. Un limitado numero de especies producen frutos
comestibles, incluidos muchas salvajes y otras que han sido domesticadas (Ochse et al.,
1974). La mayoria de las especies se cultivan en los trépicos y solo unos pocos géneros
estan presentes en la zona templada.
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La especie mas cultivada y comercializada es la A.cherimola, aunque hay otras que
también presentan un cierto interés, como A.reticulata, A. muricata, A.squamosa y la A.
senegalensis.

El &rbol de la chirimoya es caducifolio, pero en zonas con inviernos suaves se torna
perennifolio facultativo, del que no se desprenden las hojas viejas hasta la salida de los
nuevos brotes. Es de crecimiento lento, puede adquirir en su madurez una altura de 7 a 8
m, presenta exuberante follaje, porte erguido y a veces ramificado.

Presenta un tallo cilindrico, de corteza gruesa, y su sistema radicular es superficial
y ramificado originando dos o tres pisos a diferentes alturas, pero poco profundo.

Las hojas son simples, enteras, de disposicion alterna, de forma ovada u ovada-
lanceolada y de color verde oscuro. Ademas son pubescentes en el haz y poseen un peciolo
hueco en el punto de insercion con el tallo, que protege la yema que da origen a nuevos
brotes.

Las flores, hermafroditas, son muy aromaticas, poco llamativas, solitarias o en
grupo de dos o tres, sobre un corto e inclinado pedudnculo inserto en las axilas de las hojas
del afio previo y hasta que no se cae la hoja esa yema no puede desarrollarse. El céliz
consta de 3 sépalos de color verde oscuro, pequefios y de forma triangular. La corola esta
formada por tres pétalos bien desarrollados, carnosos, de color verde que miden de 2,5 a
4 cm de longitud. La parte masculina de la flor consta de humerosos estambres (150-200),
dispuestos helicoidalmente muy juntos sobre un receptdculo, formando una masa
compacta y blanca oprimida por los pétalos. La parte femenina posee también un elevado
namero de carpelos (de 100 a 200), con un solo 6vulo, dispuestos en espiral, formando un
cono compacto en cuyos extremos se encuentran los estilos y estigmas.

La polinizacién puede ser natural o artificial. La primera es deficiente debido a que
los polinizadores naturales se encuentran en bajas poblaciones o sencillamente no se
encuentran, ademas existe el problema de la falta de solape entre la maduracion de los
organos masculinos y femeninos y la necesidad de polinizar un elevado namero de carpelos
para obtener frutas de calidad. Otra dificultad para utilizar este sistema es que cuando
esta polinizacion es insuficiente la mayoria de los frutos son deformes, debido a que el
insecto polinizador no cubre todos los estigmas con polen.

Con la polinizacion manual, recolectando previamente el polen, se garantiza una
cosecha minima todos los afios, de mayor calibre y calidad. Los inconvenientes que tiene
son el coste de la mano de obra y que el nimero de semillas por 100 gramos de fruto es
mayor. Por el contrario la recoleccion es mas facil y de menor coste cuando la polinizaciéon
esta concentrada.
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La chirimoya es una baya con numerosas semillas de color negro, ovoides y
brillantes. Es una infrutescencia de color verde, que al madurar toma un color mas pélido.
Es un fruto complejo, formado por la union de los pistilos con el receptéaculo, del tipo de
los denominados sincarpos, no se abre en la madurez y tiene la pulpa blanquecina.

En nuestro pais la variedad més cultivada es la “Fino de Jete”, que en la actualidad
supone el 90% de la produccién nacional. El cultivar, originario por seleccion clonal en la
poblacion granadina de Jete, es rastico y productivo, de color claro, con una piel en forma
de escudetes impresos.

La otra variedad cultivada, aunque minoritaria, es la “Campas”, que procede de
una seleccion local anterior a la década de los cincuenta. Debido a la forma de la piel
pertenece a la variedad botanica Umbonata. Tiene un fruto mas subacido que Fino de
Jete, con menos indice de semillas y ademas mas sueltas.

Al ser un arbol de origen subtropical prefiere un margen estrecho de condiciones
climaticas, sin grandes oscilaciones térmicas. No tolera las heladas, y el factor mas
limitante es la baja temperatura que puede incidir sobre la falta de cuajado, siendo las
condiciones ideales de 25 a 28°C y humedades relativas entre el 60-70%. La temperatura
media que se acepta como limite para su cultivo es la de 13°C, en los meses mas frios.

Es un arbol muy suceptible a las heladas, y temperaturas por debajo de -2°C
ocasionan dafios tanto en la madera como en las hojas y frutos, siendo irreversibles si la
temperatura permanece durante varias horas.

1.4.3.- Importancia econdémica y distribucién geografica

El cultivo del chirimoyo no estd muy extendido ya que se encuentra limitado a
zonas subtropicales. Espafia es donde mayor es la produccion, centrandose en la zona de
la costa de Malaga y Granada. Otros paises productores son Taiwén, Peru, Chile, Bolivia,
Ecuador, Colombia, USA, Sudéafrica e Israel, pero en algunos de ellos puede considerarse
como testimonial.

En la tabla IX se recogen los datos correspondientes a nuestro pais de acuerdo con
las estadisticas del Ministerio de Agricultura. Tanto la superficie como la produccién ha
oscilado relativamente poco entre 1999 y 2007, si bien esta ultima experimenté una
subida en 2008 para disminuir al afio siguiente, y posteriormente volver a incrementarse
dicha produccién en el afio 2010. La superficie esta situada sobre las 3.200 hectareas y la
produccion sobre las 50.000 toneladas.
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Tabla IX.- Evolucion de la superficie y produccién de chirimoya en Espafia

Afos Superficie (hectareas) Produccion (toneladas)
1999 3021 34.864
2000 3080 31.208
2001 3238 32.035
2002 3241 27.828
2003 3263 25.853
2004 3270 22.710
2005 3218 22.421
2006 3219 29.025
2007 3270 29.671
2008 3226 51.356
2009 3158 38.775
2010 3177 50.241
2011 3158 50.150

Fuente: MAPA. 2014

Dado la rapida maduracion de la chirimoya y sus dificultades de maduracién la
exportacion es testimonial, aunque en los Ultimos afios se ha despertado interés en paises
como Francia, Alemania y Reino Unido.

En la tabla X se recoge la distribucion de la superficie cultivada y produccion, en el
afo 2011, por provincias, en donde se observa que el cultivo se centra exclusivamente en
Andalucia y de forma més concreta en la provincia de Granada.

Tabla X. Superficie y produccion en 2011 por provincias

Provincias Superficie (Hectareas) Produccion (Toneladas)
Baleares 2 21
Alicante 9 95
Cadiz 31 80
Granada 2.900 46.400
Mélaga 211 3.519
Canarias 5 35
Espafia 3.158 50.150

Fuente: MAPA. 2014
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1.4.4.- Composicion quimica y valor nutricional

Su componente mayoritario es el agua, aunque destaca por su aporte de hidratos
de carbono, entre los que predominan la glucosa y fructosa. Como la mayoria de los frutos
es pobre en grasa y proteinas, pero tiene un alto contenido calérico ya que la mayoria de
los frutos tienen un contenido en azucares superior a los 20° Brix. El contenido en fibra no
es muy elevado pero le confiere propiedades laxantes y los elevados niveles de potasio lo
hacen aconsejable contra la hipertension arterial. Respecto a otros nutrientes es buena
fuente de vitamina C, y de vitaminas del Complejo B, como puede observarse en la tabla
XI.

Tabla XI.- Composicion quimica y valor nutricional de la chirimoya por 100 gramos

de pulpa:

Agua (g) 75,7
Carbohidratos (g) 22,0
Fibra (g) 1,8
Proteinas (g) 1,0
Cenizas () 1,0
Grasas (9) 0,1
Fésforo (mg) 47,0
Calcio (mg) 24,0
Hierro (mg) 0,4
Magnesio (mg) 18

Potasio (mg) 264
Vitamina A (mg) 0,01
Tiamina (mg) 0,06
Riboflavina (mg) 0,14
Niacina (mg) 0,75
Vitamina C (mg) 4,30
Calorias (Kcal) 81

Fuente: Consejo Regulador de la DO Chirimoya

1.4.5.- Comportamiento de la chirimoya en posrecoleccion

La chirimoya es un fruto de maduracion tipicamente climatérica, con una crisis
etilénica y respiratoria muy intensa y de corta duracién, lo que hace que en
posrecoleccion a una temperatura de 20°C la vida comercial util oscila entre los 5 y 8 dias,
dependiendo de la variedad.
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En la tabla XII se recogen algunos parametros del fruto que nos indican cual podra
ser su comportamiento durante la conservacion.

Tabla XlI. Parametros bioldgicos de la chirimoya

Tasa respiracion (ml CO,/kg*h)

10°C 25-100

15°C 45-150

20°C 75-250
Tasa produccién de etileno (pL/kg*h) 100-300
Clasificacién de la tasa de produccion de etileno Alta - muy alta
Pauta de maduracion Climatérica
Sensibilidad a los dafios de etileno Si
Sensibilidad a los dafios por frio Si
Temperatura por debajo de la cual se producen dafios por frio 8°C

Fuente: Elaboracion propia

Un aspecto importante en la conservacion es la elevada tasa de respiracion, que
aumenta de forma acusada con la temperatura, alcanzando incluso valores superiores a los
250 ml CO,/kg*h. La tasa de produccién de etileno es también muy alta y una vez que ha
alcanzado la aptitud para madurar, la sintesis autocatalitica del etileno se inicia de forma
muy acusada, alcanzando rapidamente el maximo etileno, para también en un espacio de
tiempo muy corto iniciarse los procesos catabdlicos caracteristicos de la senescencia.

En la conservacion poscosecha de la chirimoya la temperatura es el factor que
mayor efecto tiene sobre la velocidad de maduracién de los frutos. La chirimoya madura
tanto mas rapidamente cuanto mas elevada sea la temperatura, dentro de valores que
normalmente se aplican a los frutos.

Cuando la conservacion se realiza en los frutos subtropicales a una temperatura por
encima de la normal, la maduracion se acelera y suele ser anbmala, pudiendo aparecer
sabores extrafios en la pulpa, cambios de color y textura no uniformes (An y Paull, 1990).

La aplicacion de bajas temperaturas produce una maduracion mas pausada y por lo
tanto un retraso en el inicio de la senescencia. Sin embargo la aplicacion de la
refrigeracién en algunas especies no puede hacerse de una forma indiscriminada, ya que
cuando la temperatura alcanza un valor minimo, que suele situarse sobre los 8°-10°C se
desencadenan diversos dafios en la chirimoya que son los conocidos como*“dafios por frio”,
dando lugar a una maduracion anomala. Esta susceptibilidad a las bajas temperaturas
también depende en este fruto del cultivar, zona de produccion y fecha del cuaje.
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Los estudios realizados ponen de manifiesto que la temperatura minima para evitar
gue se produzcan los dafos por frio son los 10°C. Cuando la conservacion se realiza a esa
temperatura o superior todos los cambios tipicos de la maduracion, como el aumento de
azucares, disminucién de la textura, produccion de volatiles y aromas tienen lugar de
forma armonica, alcanzando las caracteristicas sensoriales que aprecian los consumidores
en la chirimoya.

Dentro de los dafios microestructurales que tienen lugar en la chirimoya, al igual
gue en otros frutos, se produce la degradacién de las membranas celulares, incluyendo la
correspondiente a los amiloplastos. A nivel microscopico los sintomas més importantes
descritos son la dilatacion de vesiculas del reticulo endoplasmatico, la pérdida de
ribosomas, la vesiculacion de membranas y la acumulacion de goticulas lipidicas en los
cloroplastos y en el citosol. (Gutiérrez et al., 1992).

La aparicién de dafios externos vienen determinados por la temperatura y el
periodo de tiempo de conservacion, si bien como en los otros frutos estos sintomas se
hacen més visibles cuando son transferidos a temperatura ambiente. Estos sintomas se
manifiestan por la aparicion de zonas pardeadas o punteado en la superficie externa del
fruto, la pérdida de color de la pulpa, un proceso de maduracion incorrecto y la aparicién
de vesiculas de color rosa pélido alrededor de las semillas. (Palma et al., 1993). Gutiérrez
et al (1992) indica que aungue no aparezcan estos sintomas las bajas temperaturas
pueden inhibir la maduracién.

Fuster y Prestamo (1980) encuentran que “Fino de Jete” y “Campas” desarrollan
pequefias areas bronceadas cuando son conservados a 5°C, desaconsejando esta
temperatura, y los dafios se ponen de manifiesto a los 5 dias.

El maximo de la crisis etilénica coincide a 20°C y 10°C con el inicio de la
senescencia y la amplitud de la misma depende de la temperatura, si bien no es
proporcional ya que a 20°C el méximo alcanza un valor de 46,2 + 2,7 yL/Kg*h y a 10°C no
alcanza los 2 pyL/Kg*h (La Hoz et al., 1993).

Se ha determinado la evolucion de diversas actividades enzimaticas con objeto de
determinar la capacidad de pardeamiento en pulpa y corteza durante el almacenamiento
a diferentes temperaturas, (6°; 8°; 10°; y 23°C), encontrandose que la maduracion del
fruto a temperaturas inferiores a la ambiental (23°C) condicioné en el epicarpio una mayor
sintesis de proteinas. La actividad polifenol oxidasa en la piel aument6é en todas las
temperaturas alcanzando un maximo a los 16 dias de conservacion, mientras que en la
pulpa hay un aumento moderado solo en los frutos que maduran a una temperatura
inferior a 10°C. Mientras que la actividad peroxidasa aumenté en ambos tejidos, la
catalasa se incrementd al principio de la maduracién en el mesocarpio y se mantuvo
estable en el epicarpio. La fosfatasa &cida fue independiente de las condiciones de
maduracién. (Sanchez de Medina et al., 1986).
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El patron de proteinas se ve afectado por el estado de maduracion del fruto y por
la temperatura de conservacion. Se produce una acumulacién preferencial de algunos
polipéptidos especificos en la crisis etilénica. También se ha observado esta acumulacion
en el fruto inmaduro, asi como en el primer pico y segundo pico respiratorio. La expresion
de polipéptidos relacionados con la maduracion esta fuertemente inhibida a temperaturas
inferiores a 10°C (Montero et al., 1993).

Resultados similares se han encontrado cuando se almacenan los frutos a 6°C, ya
que no hay una acumulacién de polipéptidos relacionados con el proceso de maduracion y
por el contrario se encuentran polipéptidos especificos de bajas temperaturas. Mientras
gue muchos polipéptidos encontrados en el fruto recién recolectado persisten durante el
almacenamiento, algunos polipéptidos &cidos solo se detectan algunos dias después de
conservacion a 6°C (Montero et al., 1995).

En la variedad “Fino de Jete” almacenandose a 20°C alcanza el estado maduro
cuando tiene lugar la segunda crisis respiratoria, alcanza la méaxima concentracion de
azucares solubles y &cidos orgénicos y la textura ha disminuido de forma sensible. Las
bajas temperaturas reducen la produccion de etileno y CO,, si bien es necesario
transferirlos a temperatura ambiente para que maduren adecuadamente. Los elevados
aumentos de CO, no son suficientes para completar la maduracion del fruto sin que tenga
lugar la concurrente crisis etilénica. A temperaturas inductoras de DF se aprecia una
acumulacion de acido citrico, inhibicion de la sintesis de etileno y un ligero incremento de
azucares (Alique et al., 1994).

Al igual que en otros frutos las poliaminas tienen influencia sobre las alteraciones
que sufren las membranas cuando son sometidas a temperaturas que inducen los dafios por
frio. En chirimoya la poliamina predominante en la recoleccidén es espermidina, aunque
durante la maduracion se observa un incremento de putrescina.

Cuando se retrasa la maduracion por accion de bajas temperaturas el aumento de
putrescina es menor, no produciéndose cuando la temperatura produce DF e inhibe la
maduracién. Tanto espermina como espermidina se mantienen practicamente constantes
durante la maduracién a 20°C, pero cambian cuando se almacenan a bajas temperaturas.
Parece ser que hay una relacion entre el incremento de putrescina y aumento de acidez
durante la maduracion (Escribano y Merodio, 1994).

El aumento de los niveles de putrescina libre estdn correlacionados con un
aumento importante de la actividad arginina descarboxilasa, mientras que no se detecta
actividad de la ornitinadescarboxilasa, lo que sugiere que los cambios que experimenta la
poliamina estan regulados via arginina descarboxilasa. (Escribano et al., 1996).

La conservaciéon a 6°C, inductora de la inhibicion de la maduracion y de los DF,
modifica el metabolismo de las poliaminas frente a cuando maduran a 20°C. A bajas
temperaturas espermidina, espermina y putrescina disminuyen, lo que podria sugerir que
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las temperaturas que producen dafios por frio afectan a la activacion del catabolismo de
las poliaminas o a la formaciéon de poliaminas conjugadas (Escribano y Merodio, 1993;
Escribano et al., 1996).

A 20°C los niveles del 20% de CO, inhiben la produccion de etileno, pero la ACC-
oxidasa mantiene la misma actividad que al aire. El tratamiento con CO, induce una
disminucién de putrescina y una mayor acumulacion de espermidina y espermina, sin
ningun efecto sobre la arginina descarboxilasa, asi como una transformacién de putrescina
en espermidina y espermina. A temperaturas que inducen los DF el aumento de la
actividad ACC-oxidasa se inhibe y la velocidad méxima de la arginina descarboxilasa
aumenta.

La combinacién baja temperatura y altas concentraciones de CO, conduce a la
produccién de etileno basal mientras que la actividad ACC-oxidasa no cambia. En los
frutos tratados con CO, la ausencia de produccion autocatalitica de etileno, dependiendo
de la temperatura, puede deberse a una desviacion de la S-adenosilmetionina hacia la
sintesis de poliaminas, primeramente espermidina y espermina (Mufioz et al., 1999).

Para intentar disminuir, retrasar e incluso evitar el desarrollo de los dafios por frio,
se pueden aplicar algunas tecnologias que se han indicado precedentemente; Sin embargo
en chirimoya son escasos los trabajos que abordan especificamente este objetivo,
centrdndose méas en los efectos sobre la maduracion y en prolongar la conservacion a
temperaturas que no induzcan los dafios por frio.

Asi en atmoésferas controladas con diferentes concentraciones de 0,/CO,, la
correspondiente a 2%/10% era la que mejor mantenia la calidad durante 22 dias en
almacenamiento refrigerado, con una pérdida menor de peso y de textura que los frutos
conservados en atmosfera normal. Por el contrario no se han encontrado diferencias entre
la acidez, azucares, y tasa respiratoria entre las distintas condiciones ensayadas (Plaza et
al., 1979).

Sobre la variedad “Concha lisa” se han ensayado varias atmdsferas con objeto de
disefiar una atmaésfera modificada que permita prolongar las posibilidades de conservacion
y transporte. Cuando disminuye la concentracion de O, hasta niveles del 10% se aprecia un
retraso en la aparicion de la crisis respiratoria, que desaparece, al igual que el méximo
etilénico, al disminuir la concentracién de O, al 5%. Los frutos maduran normalmente
cuando se transfieren a la atmoésfera normal, sin embargo el tiempo que transcurre
difiere con el tratamiento y es inversamente proporcional al contenido de O,. El retraso
del climaterio a 5% de O,, unido a la posibilidad de madurar cuando se transfieren a la
atmosfera normal, hacen de esta concentracion aceptable para la conservacion bajo AM o
AC (Palma et al., 1993).

Con atmésferas controladas con el 3% de O, en combinacion con niveles de CO, que
oscilan entre el 0 % y 6% de CO,, se ha comprobado que la disminucién de la respiracion,
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azlcares y acidos se debe a los niveles bajos de O,, mientras que la disminucién de etileno
y textura esta inducida por la alta concentracién de CO, (Alique y Oliveira, 1994).

Niveles del orden del 10% de O, con concentraciones elevadas de CO,, oscilando
entre el 10 y 20% inhiben la actividad de las invertasas solubles y de pared celular y
reducen la acumulacion de azlcares y &cido malico. Por el contrario esta combinacion
gaseosa no tiene efecto sobre el &cido citrico y el aumento de la concentracion de
fumarico, que se encuentra relacionada directamente con los niveles de CO,. A pesar de
que a partir del dia 9 se detectan diferencias en la textura entre la AC y la normal, no se
ha podido dilucidar el papel que juegan las poligalacturonasas y carboximetilcelulasas
(Sanchez et al., 1998).

La utilizacion de atmosferas hipobéaricas durante la maduracién a 12°C pone de
manifiesto que la textura se mantiene significativamente mas elevada que en los
controles, mientras que el contenido proteico fue menor. ElI almacenamiento en
atmésferas hipobéricas permite retrasar la maduracion durante 4 semanas sin alteracion
significativa de las caracteristicas organolépticas. La utilizacion de sulfito sédico, a
diferentes concentraciones, hace que la pérdida de textura sea menor durante la
maduracidn y esta es proporcional a la concentracion de sulfito.Este compuesto inhibe la
actividad PPO (polifenol oxidasa) tanto en la pulpa como en la piel y a concentraciones del
1% induce la aparicién de sabores anémalos (Plata et al., 1987).

La conservacion en atmosferas modificadas (10% O, y 10/15/20% CO,) durante
periodos cortos de tiempo (3/6/9 dias) a 8°C modifican la maduracién cuando son
transferidos a 20°C. Con respecto a los controles los frutos tratados con CO, reducen la
produccién de etileno, la velocidad de la pérdida de textura y retrasa la maduracion. Por
el contrario no se aprecian marcadas diferencias en la respiracion y acumulacion de
azucares durante la maduracion (Alique, 1995).

Tratamientos cortos con altos niveles de CO, afectan a la maduracién cuando las
chirimoyas son transferidas a 6°C, manteniendo un efecto residual prolongado y amplia la
vida comercial util previniendo el ablandamiento del fruto y retrasando el inicio de la
senescencia (Escribano et al., 1997).

Mientras que en el almacenamiento al aire a temperatura ambiente el contenido
de clorofila disminuye en la piel, asi como una disminucion de la ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa (LRS) y un aumento de la poligalacturonasa (PG), en la conservacion en altas
concentraciones de CO, se mantiene el contenido de clorofila, y se retrasa la pérdida de
textura y el maximo de la acumulacion de proteinas relacionadas con la poligalacturonasa
y se mantienen los niveles de LRS (Del Cura et al., 1996).

Con niveles muy bajos de O,, del orden del 3%, se observa un gradiente de
ablandamiento de la pulpa entre la zona ecuatorial y apical, y se ve aumentado con bajas
concentraciones de O, y altos de CO,, teniendo también un efecto importante sobre el

70



1.- INTRODUCCION

ablandamiento de la piel. Parece ser que el efecto de la AC en la prevencién del
ablandamiento es mayor en los tejidos menos maduros que en los que se encuentran mas
maduros. También se ha observado que la AC retrasa o inhibe los cambios de calidad del
fruto que se ponen de manifiesto durante el almacenamiento al aire: aumento de los
solidos solubles, acidez, amarillamiento de la pulpa y disminucion de la luminosidad
(Zamorano et al., 1999).

Se ha estudiado la influencia que las atmosferas con niveles altos de CO, tienen
sobre la actividad PAL (fenilalanina amonio liasa) y el contenido de fenoles durante la
maduracion, encontrando que no mejora la actividad del enzima ni la acumulacion de
lignina, aunque los frutos tratados tienen un mayor contenido de lignina cuando son
transferidos al aire. Parece ser que la actividad PAL es responsable de la sintesis de
importantes compuestos metabdlicos durante los eventos iniciales de la maduracién (Assis
et al., 2001; Maldonado et al., 2002).

Se ha observado un incremento en la acumulacién de lignina y la actividad PAL
cuando se conserva durante periodos largos a bajas temperaturas, asi como la
acumulacion de putrescina y el alza de la actividad ADC (arginina descarboxilasa). El
pretratamiento con CO, evita la rigidez del fruto y detiene el aumento de PAL y la
acumulacion de lignina, asi como el retraso de la subida de putrescina y de la actividad
ADC (Escribano et al., 2003).

Se ha descrito que en la rapida pérdida de textura de la chirimoya participa la
xiloglucano endotransglicosilasa (XET) y la expansina (EXP). A pesar de que el tratamiento
con 1-MCP retrasa el ablandamiento no esta todavia claro su relacién con la expresién de
los genes XET y EXP (Li et al., 2009).

Los tratamientos con vapor atomizado de agua caliente entre 46° y 54°C durante 60
minutos pueden tener efectos positivos 0 negativos en funcién de la temperatura. Asi a
46°C la variedad “Fino de Jete” acelera la maduracion, estimulando la respiracion, e
induciendo el inicio de la producciéon de etileno y la degradacién de almidon. Por el
contrario a 48°C se observa un retraso en todos esos procesos y en el metabolismo de los
hidratos de carbono, lo que supone aumentar la vida comercial Gtil de la chirimoya. Es
importante destacar que cuando la temperatura supera los 52°C el bloqueo de la
maduracion es irreversible (Alique et al., 2009).

La conservacion a temperaturas inductoras de los dafios por frio reducen la
hidrolisis del almiddén y consecuentemente la concentracién de monosacéaridos, aunque
cuando se transfieren los frutos a temperatura ambiente se vuelve a activar la
degradacion del almiddén, pero los niveles de glucosa y fructosa son menores que los
alcanzados en la maduracién normal y su concentracion depende de la intensidad de los
dafos por frio (Gutiérrez et al., 1994).
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Cuando se almacenan los frutos en atmosferas del 30% de CO, durante cortos
periodos de tiempo se induce la expresién de proteinas en la pulpa con caracteristicas de
proteinas de estrés. El CO, retraso la maduracion sin alterar los valores finales de sélidos
solubles, pH y glucosa y fructosa, que fueron similares a los controles madurados a 20°C en
aire. Del mismo modo el almacenamiento a 4°C durante 24 horas induce la sintesis de
proteinas con alta homologia con ;HSP; de otras especies vegetales (Sevillano, 2007).

La maduracién de la chirimoya es tipicamente climatérica, con una crisis etilénica
intensa y muy corta, la tasa respiratoria tiene lugar antes y algunos autores sostienen que
hay una segunda tras el méximo etileno, si bien parece ser que esta posibilidad no se
observa en todas las variedades.

Esquematicamente se pueden resaltar los siguientes aspectos:

En poscosecha la maduracion tiene lugar en un periodo de tiempo muy
corto, por lo general no mas de 7/9 dias, lo que dificulta y limita su
comercializacion.
Todos los estudios que se han realizado sobre las modificaciones que
experimenta la chirimoya durante la maduracion han sido en poscosecha a
temperatura ambiente. La determinacion del momento de recoleccién no
estd exenta de dificultades y logicamente puede influir sobre el
comportamiento posterior del fruto. Tal vez se podria tener una
informacidén mas realista de los procesos que tienen lugar en la maduracién
si se recolectan los frutos durante el crecimiento tomando como fecha de
referencia el momento del cuaje del fruto.
Los procesos més caracteristicos de la maduracion de la chirimoya son:
A) la degradacién del almidon, acumulado en la etapa
preclimatérica, en azlcares simples como glucosa y fructosa.
B) un aumento de la acidez, hecho no muy habitual en los frutos
climatéricos.
C) una disminucién muy acusada de la textura. Aunque no se ha
estudiado en profundidad parece ser que la puesta en marcha de
estos procesos no vienen determinados por la sintesis autocatalitica
del etileno, ya que tienen lugar antes que esta se produzca.
La elevada sensibilidad a los dafios por frio ha motivado que se realicen
ensayos, aungque no muy numerosos, para desarrollar técnicas que limiten o
retrasen el desarrollo de los DF. Al no poder almacenar los frutos a
temperaturas inferiores a los 10°-12°C el periodo de conservacion se acorta
sensiblemente.
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De las diferentes técnicas ensayadas destacan las que modifican la
atmosfera que rodea al fruto, ya sea la atmdésfera controlada o modificada.
Aungue se han realizado diferentes ensayos, estos se han dirigido al estudio
de cambios bioquimicos de algunos compuestos y enzimas, sin abordar los
aspectos que implican una mejora en el nivel de los dafios por frio.

La sensibilidad y la intensidad de los DF depende de la variedad y, se puede
ver afectada la apariencia del fruto y la maduracion o las caracteristicas
sensoriales.

A pesar de ser un fruto climatérico no se ha estudiado como participa el
etileno en el desencadenamiento y la sensibilidad a la fisiopatia.

No se ha investigado suficientemente como afecta a la maduracién y a los
dafios por frio, la inhibicion de la sintesis de etileno cuando se conservan los
frutos a bajas temperaturas.
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2.- OBJETIVOS

Como se ha puesto de manifiesto, los dafios por frio (DF) en los frutos,
independientemente de que éstos sean o0 no climatéricos, tienen algunos sintomas
similares a los que se presentan durante el proceso de maduracion, como las alteraciones
en la estructura y composiciéon de las membranas y el estrés oxidativo asociado a dichas
alteraciones. Dado que en los frutos climatéricos la mayoria de los procesos relacionados
con la maduracion estan regulados por el etileno, se ha propuesto la hipétesis, no
contrastada, de la participacion del etileno en el desarrollo de los DF. En el caso de los
frutos no climatéricos, aunque el etileno no interviene en el desencadenamiento y
desarrollo de la maduracion, podria también tener un efecto inductor de los DF en las
especies sensibles, ya que el deterioro también se inicia por la degradacion de las
membranas celulares.

Hay un hecho que tiene lugar, en mayor o menor intensidad, en ambos tipos de
frutos, y es que en la mayoria de las ocasiones esta fisiopatia se desarrolla tras la
exposicion de los frutos a temperatura ambiente, produciéndose un aumento de la
sintesis de etileno, que podria interpretarse como una respuesta de defensa frente a las
bajas temperaturas o, por el contrario, que pudiera ejercer un efecto inductor de los DF
en las especies sensibles. Para dilucidar el papel del etileno, se han realizado
tratamientos con etileno 0 compuestos que inhiben su produccién, aunque de momento los
resultados son contradictorios. Por un lado, si el etileno se sintetiza como respuesta a los
dafos por frio, podria modificar el estado oxidativo de los frutos y, por otro, si se bloquea
la produccion de etileno, es razonable pensar que como resultado se lograr4d una
resistencia a la aparicion de los dafios.

El objetivo general del presente trabajo es estudiar el desarrollo de los dafios por
frio en calabacin y chirimoya, frutos no-climatérico y climatérico, respectivamente, y
analizar la incidencia de tratamientos con etileno y 1-metilciclopropeno (1-MCP, inhibidor
de su sintesis), sobre el desencadenamiento y desarrollo de los dafios por frio. Por ello se
investigaran los efectos de las bajas temperaturas sobre los dafios por frio y la evolucién
de los mismos cuando los frutos son transferidos a temperatura ambiente. Asi mismo, se
estudiaran los efectos de los tratamientos con etileno y 1-MCP aplicados antes de la
conservacion a bajas temperaturas, sobre el desarrollo de los DF.

En los diferentes objetivos especificos se estudiara la sintomatologia de los DF,
modificaciones de compuestos caracteristicos de la calidad, estrés oxidativo de las
membranas celulares y mecanismos antioxidantes de defensa enzimaticos y no
enzimaticos.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIAL VEGETAL

3.1.1.- Calabacin

Los calabacines (Cucurbita pepo L.) de la variedad “Elite” fueron recolectados en
un invernadero del Campo de Cartagena y transportados inmediatamente a nuestro
laboratorio y seleccionados segun tamafio (aproximadamente 35 mm de didmetro), color
(amarillo para los que se encontraban en estado de madurez comercial; 6 verde-
amarillento para los semiverdes), con una calidad 6ptima y ausentes de defectos
superficiales (Fotografia 3.1).

Fotografia 3.1.- Estado de los calabacines en el momento de la recoleccién.

3.1.2.- Chirimoya

Las chirimoyas (Annona cherimola Mill.) de la variedad “Fino de Jete” fueron
recolectadas en un huerto de una Cooperativa en Almufiecar (Granada) en un estado
preclimatérico. Los frutos fueron seleccionados segun tamafio y color, con una calidad
optima y ausentes de defectos superficiales (Fotografia 3.2).

il

Fotografia 3.2.- Estado de las chirimoyas en el momento de la recoleccion.
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3.2.- DISENO EXPERIMENTAL

3.2.1.- Calabacin

Una vez recolectados los frutos, se transportaron inmediatamente al laboratorio
donde fueron de nuevo seleccionados, clasificados y distribuidos en lotes; cada lote estaba
compuesto de tres muestras. Cada muestra se compuso de tres submuestras constituidas
por dos frutos cada una, en total seis frutos por muestra y 18 frutos por lote. Como se
muestra en la Figura 3.1, tras la recepcién de los frutos en el laboratorio, se separé una
muestra que se analiz6 ese mismo dia (muestra Dia 0) y que se emple6 como referencia
del estado inicial de los calabacines. El resto de frutos se distribuyé en cuatro lotes: un
lote fue conservado a temperatura de no dafo (lote control a 10°C), y los otros tres lotes
fueron conservados en refrigeracion (1°C), de estos ultimos, uno sirvio como control de
dafios por frio y a los otros dos se les aplicaron tratamientos con etileno y 1-MCP previos a
la conservacion en frio.

El tratamiento con etileno se hizo a dosis de 50 ppm durante 48 horas, durante
este tratamiento los frutos se introdujeron en un recipiente de metacrilato
herméticamente cerrado en el que se introdujo un recipiente con KOH para atrapar el CO,
producido durante la respiracion de los frutos. Tras 24 horas de tratamiento, para evitar
que los calabacines entrasen en anoxia, se abrio el recipiente durante el tiempo suficiente
y, después se continué con el tratamiento hasta las 48 horas. El tratamiento con
1-metilciclopropeno (1-MCP) se hizo a dosis de 2 ppm durante 24 horas. Durante la
aplicacion de los tratamientos con etileno y 1-MCP, los lotes control (10°C y 1°C) se
mantuvieron en las mismas condiciones de humedad y temperatura que los lotes que
estaban siendo tratados. Tras la aplicacion de los tratamientos, todos los frutos (tratados
y control) fueron conservados en camaras de temperatura y humedad controlada a 1° 0
10°C y se realizaron muestreos periodicos.

Al cabo de 5, 12 y 19 dias de conservacioén, se sacaron los frutos de las cAmaras y
se realizaron diversos andlisis en el fruto entero: peso, indice de dafios por frio y
produccién de etileno. Seguidamente estos frutos analizados se transfirieron a camaras a
20°C (reacondicionamiento) durante dos dias para simular la cadena comercial.
Transcurrido el tiempo total de conservacion de 7, 14 y 21 dias, se volvieron a realizar los
analisis anteriores (peso, indice de dafios por frio y produccion de etileno) y ademas se
analizé el color de la piel y el porcentaje de salida de electrolitos en piel y pulpa. El resto
del material vegetal fue troceado, separando la piel de la pulpa, congelado con N, liquido,
liofilizado y conservado a -70°C hasta la realizacion de los siguientes analisis en piel y
pulpa: peroxidacion lipidica (MDA), fenoles totales, &cido ascoérbico libre, contenido en

82



3.- MATERIALES Y METODOS

equivalentes de trolox (TEAC), y actividades enzimaticas antioxidantes: catalasa y
peroxidasa.

La muestra del Dia 0 fue sometida a los mismos andlisis que el resto de los frutos al
finalizar la conservacion a 20°C. En la Figura 3.1 se recoge esquematicamente el disefio
de la experiencia y los analisis realizados en las diferentes partes del calabacin.

3.2.2- Chirimoya

Cuando los frutos llegaron al laboratorio se seleccionaron, se clasificaron y se
distribuyeron en lotes de tres muestras, constituidas cada una de ellas por tres
submuestras de tres frutos cada una (Figura 3.2). EI mismo dia de recepcion se separd una
muestra compuesta de tres submuestras con tres frutos (muestra Dia 0) y que se empled
como referencia del estado inicial de las chirimoyas a lo largo de toda la experiencia. El
resto de los frutos se distribuyeron en cuatros lotes, dos lotes control y dos lotes tratados.
Los tratamientos aplicados fueron 150 ppm de etileno durante 48 horas y 5 ppm de 1-MCP
durante 24 horas. La aplicacién de los tratamientos fue la misma que la descrita para los
calabacines. De los dos lotes control, uno fue conservado a 4°C, temperatura que ocasiona
dafos por frio, y el otro a 12°C que se consider6 el control para la evolucion de la
maduracion.

Transcurridos 4, 7 y 11 dias se procedio a la extraccion de muestras realizando los
siguientes analisis al fruto entero: peso, indice de los dafios por frio y produccion de
etileno. Seguidamente la muestra analizada fue reacondicionada a 20°C durante 24 horas,
para simular la cadena comercial y evaluar el estado de los frutos y el avance de su
maduracion. Transcurrido ese tiempo, que supone respectivamente 5, 8 y 12 dias de
conservacion total, se volvieron a repetir los analisis anteriores al fruto entero (peso,
indice de los dafios por frio y produccién de etileno) y ademas se determing, en la piel, la
salida de electrolitos y color, y en la pulpa, los s6lidos solubles totales, la acidez valorable
y el pH.

El resto del material vegetal se fracciond en pulpa y piel, fueron troceados,
congelados con nitrogeno liquido, liofilizados y conservados a -70°C hasta los analisis
posteriores. Sobre ambos materiales se realizaron los siguiente analisis: peroxidacion
lipidica (MDA), fenoles totales, acido ascorbico libre, contenido en equivalentes trolox
(TEAC) y actividades enzimaticas antioxidantes: catalasa y peroxidasa. El muestreo
correspondiente al Dia 0 se sometié a los mismos andlisis que el resto de los frutos al
finalizar la conservacion a 20°C.
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[ Recepcion de los frutos ]

’ ' v ! '

Muestra Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Dia 0 Control 10°C Control 1°C Etileno (48h) 1-MCP (24h)
Conservacion a 10°C Conservacion a 1°C
[ Periodo de conservacion en las camaras ]

Medidas Fruto Entero: Pérdida de peso, dafios por frio y produccion de etileno

! ! !

[ Reacondicionamiento en camara a 20°C dos dias ]

@ @ @

= Medidas Fruto Entero:

a) Pérdida de peso

b) Dafios por frio

¢) Produccion de etileno
d) Color

= Medidas en Piel y Pulpa:

a) Salida de electrolitos

b) Peroxidacion de lipidos

c) Contenido en fenoles totales y en acido ascérbico

d) Capacidad antioxidante total en equivalentes Trolox (TEAC)

e) Actividades enzimaticos antioxidantes (catalasa y peroxidasa)

Figura 3.1.- Disefio experimental para calabacin.
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[ Recepcion de los frutos ]
v v v ' '
Muestra Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Dia 0 Control 12°C Control 4°C Etileno (48h) 1-MCP (24h)
Conservacioén a 12°C Conservacion a 4°C
[ Periodo de conservacion en las camaras ]

Medidas Fruto Entero: Pérdida de peso, dafios por frio y produccion de etileno

! ! !

[ Reacondicionamiento en camara a 20°C un dia ]

}

» Medidas Fruto Entero:
a) Pérdida de peso
b) Dafios por frio
¢) Produccioén de etileno
d) Color

= Medidas en Pulpa:
a) Solidos solubles
b) Acidez valorable

c) pH

= Medidas en Piel y Pulpa:
a) Salida de electrolitos
b) Peroxidacion de lipidos
¢) Contenido en fenoles totales y en acido ascérbico
d) Capacidad antioxidante total en equivalentes Trolox (TEAC)
e) Actividades enzimaticos antioxidantes (catalasa y peroxidasa)

Figura 3.2.- Disefio experimental para chirimoya.
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3.3.- DETERMINACIONES ANALITICAS

3.3.1.- Andlisis fisicoquimicos y fisiologicos

3.3.1.1.- Pérdida de peso

Para la medida del peso se utilizé una balanza Sartorius 6000 con una precision de
+ 0,01g. La pérdida de peso se calcul6 a la salida de la camara fria y de 20°C. La pérdida
de peso durante la conservacion se expres6 como porcentaje (%). El resultado representa
la media + SD de todas las determinaciones realizadas por muestra.

3.3.1.2.- Dafos por frio

La intensidad de los dafios por frio se calculé a partir de valores asignados en la
evaluacion visual de los frutos, de acuerdo con una escala establecida para valorar la
extension de la superficie afectada (Martinez-Tellez y Lafuente, 1997) (Fotografia 3.3).

0%- Ausencia dafios 25%- Dafios leves

50%- Dafios pronunciados 75%- Dafios graves
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.

100%- Fruto totalmente afectado

Fotografia 3.3. Escala de indice de dafios ocasionados por el frio (0-100 %) en calabacin.

Esta escala abarca 5 posibles estados, desde ausencia de dafios, con un valor del
0%; dafios leves, con un 25%; pronunciados, con 50%; dafios graves, con un 75% y el 100% si
el fruto esta totalmente afectado (Fotografia 3.3). El resultado representa la media + SD
de todas las determinaciones realizadas por muestra.

3.3.1.3.- Soélidos solubles totales, acidez valorable y pH, en pulpa de chirimoya

El contenido en soélidos solubles totales se determino a 20°C en un refractometro
digital PR-101 de Atago. El refractdmetro se calibré con agua destilada y después se
depositoé en el prisma una alicuota de la papilla del mesocarpio. Se ley6 el indice de
refraccion y los resultados se expresaron en grados Brix. Para la determinaciéon de la
acidez total valorable se realiz6 una valoracion acido-base con NaOH 0,1 N hasta pH final
de 8,1. Se utiliz6 un valorador automatico Metrohm 665 Dosimat equipado con un
procesador Metrohm 686 Titroprocessor. Los resultados se expresaron en gramos de &cido
malico contenidos en 100 gramos de peso de pulpa frescos (g/100 g PF). Los resultados
representan la media + SD de todas las determinaciones realizadas.

3.3.1.4.- Produccién de etileno

Para la determinacion de la produccion de etileno, se introdujeron seis frutos en
recipientes herméticamente cerrados, de volumen conocido, y provistos de un septum de
silicona en la parte superior. Al cabo de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente, se
extrajo con jeringa a través del septum, 1 mL de la atmadsfera interna del recipiente para
la determinacién de etileno. Se extrajeron tres medidas por cada una de las tres
submuestras de cada muestra.
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El etileno se cuantificé en un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard modelo HP
5890, provisto de un detector de ionizacion de llama (FID) y un registrador Hewlett-
Packard modelo HP3390A. Se utiliz6 una columna de acero inoxidable de 3 m de longitud y
1/8” de diametro interno, con relleno de alimina activada de 80/100 mallas. Los flujos
del gas portador (nitrégeno), de hidrogeno y de aire fueron 32, 36 y 40 mL/min,
respectivamente, y las temperaturas de la columna, inyector y detector 70, 150 y 175°C,
respectivamente. La cuantificacion se realizé mediante el método de calibracion punto a
punto con un estandar externo de 10 ppm de etileno. Los resultados se expresaron como
nanolitros de etileno producido por gramo de peso fresco y hora (nL/g.h). El resultado de
la produccion de etileno representa la media + SD de todas las determinaciones realizadas
por muestra.

3.3.1.5.- Color de los frutos

El color se midi6 mediante los parametros de color por reflexion utilizando el
espacio de color CIE-L*a*b (Figura 3.3.), con un colorimetro Minolta CR-300 calibrado con
un estandar blanco. Se obtuvieron las coordenadas espaciales de color en el sistema CIE
L*, a*, b*. En este sistema del color pueden distinguirse el tono, la calidad y el croma
(saturacion), convirtiendo los colores en valores numéricos. La claridad es L*, desde la
reflexion nula (L = 0) a una reflexion difusa perfecta (L = 100), mientras que la
cromaticidad (tono y croma) es indicada por a* y b* conjuntamente. El parametro a*,
representa el eje que va desde los colores verdes (- a*) hasta colores rojos (+ a*). Por su
parte, b* representa el eje que evoluciona desde el azul (- b*) hasta colores amarillos (+
b*). Cada color viene dado por tres valores de estas coordenadas, que representan un
punto en el espacio tridimensional (Figura 3.3).

La determinacion del color se realizé individualmente en los frutos que constituian
cada muestra. Las medidas se tomaron sobre la piel de las dos caras del fruto y el
resultado representa la media + SD de todas las determinaciones realizadas por muestra.

El espacio de color CIELAB

con tres

Figura 3.3.-Diagrama del espacio de color CIELAB
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3.3.2.- Anélisis del estado oxidativo de las membranas

3.3.2.1.- Salida de electrolitos

La salida de electrolitos se midi6 en la piel y en la pulpa del calabacin y en la piel
en chirimoya. Para la determinacion de la salida de electrolitos (Ben-Amor et al., 1999) se
extrajeron 5 cilindros, de 0,5 cm? de diametro, de caras opuestas de cada uno de los
frutos que constituian una muestra. A los 10 discos de cada submuestra se adicion6 40 mL
de manitol 0,4 M. La mezcla se mantuvo en agitacion a 120 ciclos por segundo durante 3
horas. A continuacion se midié la conductividad de la solucion (ECy) en un conductimetro
digital micro CM2200. La conductividad total (EC;) se midid6 cuando el tejido fue
degradado completamente después de congelarlo durante 24 h a -20°C y someterlo a
121°C durante 20 minutos en autoclave. La salida de electrolitos del tejido se expreso
como porcentaje de conductividad potencial (%EC), el resultado representa la media + SD
de todas las determinaciones realizadas por muestra.

3.3.2.2.- Indice de peroxidacion lipidica (MDA)

La peroxidacién de los acidos grasos poliinsaturados puede ser analizada por medio
de la cuantificacion de malondialdehido (Poovala et al., 1999), cuya formacion se
considera como un indicador de lipoperoxidacién ya que es uno de los productos
resultantes de la peroxidacion de los lipidos de la membrana celular (Lysiak et al., 2002).
Por lo tanto, altas concentraciones de este compuesto indican un aumento en la
peroxidacion.

La peroxidacion lipidica se midi6 en la piel y pulpa del calabacin y en la piel de la
chirimoya. Se tomaron 0,20 gramos de tejido liofilizado y se mezclaron con 4 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 0,1 M. A continuacion se homogeneizé en Vortex y se centrifugo a
17400 x g durante 35 min, se tomé 0,5 mL del sobrenadante y se adicioné 1,5 mL de &cido
tiobarbitarico (TBA) al 0,5% disuelto en TCA al 20%. Esta disolucion se incub6 en bafio a
90°C durante 30 minutos, tras lo cual se introdujo durante 5 minutos en un bafio de hielo
para detener la reaccion de formacion del complejo MDA-TBA. A continuacion se
centrifugo la disolucion a 17400 x g durante 10 minutos a 4°C, e inmediatamente después
se separé 1 mL del sobrenadante para medir su absorbancia a 532 nm y restando la
absorbancia no especifica a 600nm, utilizando como referencia el reactivo TBA al 0,5% en
TCA al 20%. La concentracién de MDA se calculd utilizando su coeficiente de extincion
molar 155.000 M™.cm™. (R, Heath y L, Packer, 1968).

Se realiz6 una extraccion de tejido por submuestra. Los resultados se expresaron
como nanomoles de MDA producidos por gramo de peso fresco (nmol MDA/g PF) y
representan la media + SD de todas las determinaciones realizadas por muestra.
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3.3.3.- Analisis del estado oxidativo de los frutos

3.3.3.1. Extraccion para la determinacién del contenido en fenoles totales vy la
capacidad antioxidante total (TEAC)

Para la preparacion de las extracciones a 0,12 g del material liofilizado se le afiadid
5 mL de tampon fosfato salino (PBS) 50 mM, pH=7,8 y se agitd durante 30 min a 4°C en
oscuridad. Posteriormente, se centrifugo la solucion a 1006 x g durante 40 min a 4°C y se
recupero el sobrenadante que fue alicuotado y conservado a -70°C

3.3.3.1.1.- Medida del contenido en fenoles totales

El método empleado fue el descrito por Wood et al., (2002), con ligeras
modificaciones. Este método se basa en la medida de la absorbancia para la posterior
comparacion con una recta de calibrado construida con las medidas de absorbancia
correspondientes a distintas concentraciones de un patrén de contenido en fenoles totales
conocido. En este caso, el patron empleado fue el 4cido galico.

Se prepararon 3 tubos de ensayo por cada muestra y uno para la preparacion del
blanco. En cada uno de los tubos, se diluyeron 100 uL del extracto correspondiente, en
400 uL de tampodn fosfato 50 mM, pH=7,8 (a excepcidén del blanco que estaba constituido
Gnicamente por 500 uL tampoén fosfato). Estas disoluciones, fueron oxidadas con 2,5 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1/10. Al cabo de 8 minutos, la reaccién fue
neutralizada con 2 mL de Na,COs; (75 g/L) y se introdujeron los tubos de ensayo durante 5
minutos en un bafio a 50°C. Finalmente se midié la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotémetro visible/UV Helios a (Termo Electréon Corporation). Los resultados se
expresaron como mg acido gélico/ 100 g de peso seco y representan la media + SD de
todas las determinaciones realizadas por muestra

3.3.3.1.2.- Medida de la capacidad antioxidante total en equivalentes de Trolox
(TEAC)

Este ensayo se fundamenta en la generacion del radical anién ABTS ™ a partir de una
mezcla reactiva constituida por 2,2’-azobis-(2-amidinopropano) dihidrocloridrico) (ABAP) y
2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS?) (Van den Berg et al., 1999). La
solucion radical posee un color verde caracteristico que puede ser detectado
espectrofotométricamente a 734 nm y cualquier sustancia adicionada al medio, capaz de
capturar dicho radical, originard una disminucion de absorbancia a dicha longitud de onda.

El objetivo del ensayo es comparar la capacidad antioxidante total de una muestra
problema con la actividad antioxidante total del Trolox (analogo hidrosoluble de la
vitamina E), en funcion de la capacidad de captaciéon del radical ABTS". Finalmente a la
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muestra se le asignara un valor TEAC que representa la concentraciéon (UM) de una
solucion Trolox que poseeria una capacidad antioxidante igual a la de la muestra
analizada.

La mezcla radical se prepar6 a partir de las soluciones stock 2,5 mM ABAP y 20 mM
ABTS?, en solucién tamp6n (100 mM fosfato y 150 mM NaCl, pH 7,4). La mezcla se incubd,
protegiéndola de la luz, a 60°C, hasta obtener una absorbancia a 734 nm entre 0,35y 0,45
unidades de absorbancia. Posteriormente se almacend a temperatura ambiente. La
actividad antioxidante se determind afiadiendo 40 pL de la muestra problema a 1,960 L
de la solucion radical, midiendo la absorbancia a 734 nm tras un periodo de 6 min.

Para la obtencion de los valores TEAC se prepard una recta de calibrado con
diferentes concentraciones de Trolox en el rango de 0 a 10 uM, midiendo el incremento de
la absorbancia (AAbs) después de 6 min con la mezcla radical.

AAbSTrolox: AbsTrolox (t=6min/12h) _AbSSoIvente (t=6min/12h)
El coeficiente de regresion (cr) se calcul6 a partir de la recta de calibracion:
AADbST 0= Cr X [Trolox]

El valor TEAC de las muestras analizadas se obtuvo dividiendo el incremento de la
absorbancia de la muestra entre el coeficiente de regresion. Los resultados se expresaron
en concentracion de Trolox (UM) que representa el valor TEAC.

TEAC = Absproblema
cr

3.3.3.2.- Determinacioén de acido ascorbico libre

La determinacion de este parametro se realiz6é siguiendo el método descrito por
Wimalasiri y Wills (1983) con leves modificaciones. Para la extraccion del &cido ascorbico,
a 0,25 gramos de muestra liofilizada y congelada a -70°C, se adicioné un volumen de 10
mL de &cido metafosforico al 5% (p/v). El homogeneizado se centrifugd a 7000 x g durante
30 min en una centrifuga refrigerada a 4°C (Digiten 20-R, Ortoalresa). El sobrenadante se
hizo pasar a través de una gasa de muselina y se almaceno a -70°C hasta llevar a cabo la
purificacién y la determinacién del 4cido ascérbico. Se prepararon 3 extracciones por cada

91



3.- MATERIALES Y METODOS

una de las tres submuestras. La purificacion del extracto congelado se realiz6 en dos
etapas. Primero se hizo pasar a través de un filtro Millipore de 0,45 um de tamafio de
poro, para eliminar las impurezas de mayor tamafio y posteriormente se purifico a traves
de un filtro C18 Sep-Pack plus para eliminar los componentes fenolicos y lipofilicos.

La cuantificacién de &cido ascérbico se realiz6 mediante cromatografia liquida de
alta presién (HPLC) con un cromatografo Shimadzu modelo LC-10Atvp equipado con un
inyector de lazo de 20 uL, un detector de UV-VIS modelo SPD-10Avvp. Se emple6 una
columna de intercambio i6nico ION-300 de 30 cm de longitud y 7,8 mm de didmetro
interno (Interaction Chromatography™ Inc.), termostatizada a 30°C. La fase movil
empleada fue &cido sulfdrico 5 mM con elucion en régimen isocratico a una velocidad de
flujo de 0,4 mL/min.

El calculo de las concentraciones de acido ascorbico de las muestras, se realizé a
partir de los valores de las areas y la recta de calibrado obtenida con patrones externos de
acido ascorbico, previamente confeccionada. Los resultados representan la media + SD de
todas las determinaciones realizadas por muestra y se expresaron como miligramos de
acido ascorbico por 100 gramos de peso seco (mg /100 g PS).

3.3.4.- Andlisis de sistemas antioxidantes enziméaticos

Se analizaron las actividades de las enzimas antioxidantes, catalasa (CAT), y
peroxidasa (PX) captadoras de los radicales libres de oxigeno que se forman durante los
procesos de senescencia de los frutos. La extraccion enzimatica ha sido comun tanto para
el analisis de las dos enzimas como para el analisis del contenido proteico, y se describe a
continuacion:

Extraccion enzimdtica: La extraccion y determinacion de la actividad de las enzimas
antioxidantes se efectu6 en la piel y en la pulpa de los frutos. Las extracciones
enzimaticas se llevaron a cabo siguiendo el método descrito por Amako et al., (1994), con
leves modificaciones. Se realiz6 una extraccidén por cada submuestra; se sometieron a
homogeneizacién 0,04 g de tejido liofilizado con 0,2 gramos de polivinilpirrolidona (PVP)
y 3 mL de solucién de extraccion compuesta por tampén de fosfato potésico 50 mM, pH
7,8; EDTA 0,1 mM; L-cisteina 5 mM; detergente Triton X-100 0,2% e inhibidores de
proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche). Las muestras se
homogeneizaron durante 30 min en frio y en oscuridad. EI homogeneizado se centrifugo a
17400 x g a 4°C durante 35 min en una centrifuga refrigerada (Digiten 20-R, Ortoalresa),
seguidamente el sobrenadante se hizo pasar a través de una gasa de muselina y se recogio
en microtubos de 2 mL para la medida de la absorbancia que se realiz6 a continuacion.

92



3.- MATERIALES Y METODOS

3.3.4.1.- Actividad catalasa (CAT)

La determinacion de la actividad enzimatica CAT se basé en la velocidad de
desaparicion del sustrato (H,0,) en la reaccion de reduccion catalizada por la enzima
(Aebi, 1984). Para ello se mezclaron 100 pL del extracto enzimatico con 2,9 mL de una
disoluciéon 10,6 mM de H,0, en tampon fosfato de potasio 50 mM pH 7,0 y se determiné la
disminucién de absorbancia a 240 nm con el tiempo, frente a un blanco de solucion
tamponada.

CAT
2 H202 - 2 Hzo + 02

Los resultados de actividad se expresaron en unidades enziméticas especificas que
representan la cantidad de enzima que transforma, a 25°C, 1 umol de H,O, por min y por
miligramo de proteina (UE/mg proteina). Estos resultados representan la media + SD de
todas las determinaciones realizadas por muestra.

3.3.4.2.- Actividad peroxidasa (PX)

La actividad PX se determiné segun describen Fielding y Hall (1973). La peroxidasa
es una enzima oxidoreductasa que cataliza la eliminacién del perdxido de hidrégeno en los
organismos vivos. Para ello sustrae un atomo de hidrégeno de una molécula donadora y se
lo cede al H,0, (receptor), el cual se transforma en H,O (inocua). La molécula donadora
tras la sustraccion del atomo de hidrégeno se transforma en un nuevo radical que
polimeriza rapidamente de forma espontanea y por tanto no es perjudicial para el
organismo. En este ensayo se ha utilizado como molécula donadora el guayacol (2-
metoxifenol), que al polimerizar forma un cromoégeno marrén que puede ser detectado
espectrofotométricamente a 470 nm (Figura 3.4) y cuya concentracién puede ser
relacionada con la actividad enzimatica.

El ensayo se realiz6 con la adicion de 50 uL del extracto enzimatico a 1950 uL de
una mezcla reactiva que contenia tampoén fosfato potasico 25 mM, pH 7; H,0, 10 mM y
guayacol 20 mM. El valor de la actividad enzimética se obtuvo a partir del incremento de
absorbancia a 470 nm del producto de reaccién frente a un blanco de solucion
tamponadora. La medida de absorbancia se realiz6 en un espectrofotémetro de doble haz
ultravioleta-visible (Helios a, Thermo electréon corporation). Los resultados se expresaron
en unidades enzimaticas especificas (UE/mg proteina), que representa la cantidad de
enzima necesaria para obtener, a 25°C, 1 umol de producto por min y por miligramo de
proteina. Estos resultados representan la media + SD de todas las determinaciones
realizadas por muestra.

93



3.- MATERIALES Y METODOS

OH o
OCHs | OCH,

PX
2 + H,0, > +  2H,0

2-metoxifenol Radical Metoxilo

Polimerizaciéon
espontanea

Cromdogeno marron
(470 nm)

Figura 3.4. Mecanismo de accion de la enzima peroxidasa.

3.3.4.3.- Determinacién del contenido proteico

La concentracién proteica de los extractos enzimaticos se obtuvo
espectrofotométricamente a 750 nm, mediante el Kit Bio-Rad DC protein, basado en el
método de Lowry (Lowry et al., 1951). La concentracion de proteina de las muestras se
hallo de acuerdo con una recta de calibrado, calculada mediante el método de calibracion
de regresion lineal por minimos cuadrados, con patrones externos de albumina de suero
bovino (ASB). Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
miligramos de proteina contenidos en 1 mL de extracto enzimatico (mg/mL).

3.3.5.- Analisis estadistico

Las muestras estaban constituidas por tres submuestras de 2 frutos cada una (6
frutos) en calabacin y 3 frutos en chirimoya (9 frutos). Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado para cada submuestra, excepto en las determinaciones de color
en las que cada uno de los frutos de una submuestra se analiz6 individualmente tomando
dos medidas de cada uno. Los resultados representan, en todos los casos, las medias
aritméticas =+ las desviaciones estandar de todas las medidas realizadas por muestra.

El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo utilizando el Modelo Lineal
General del paquete estadistico SPSS (version 14.0). El analisis de la varianza (ANOVA) se
realiz6 para el tipo de tratamiento, dia de almacenamiento, y temperatura de
almacenamiento. Cuando las diferencias fueron significativas, las comparaciones multiples
se hicieron utilizando el test de diferencias minimas significativas (LSD).

94



Resultados y Discusion






4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- ANALISIS FISICOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS

4.1.1.- Evolucidn de la pérdida de peso

A pesar de gque el contenido en agua en los productos agrarios es considerado
primordial para mantener los frutos turgentes con una calidad aceptable, aun no se tiene
un conocimiento completo sobre la relacion que existe entre el estado hidrico del
producto, el manejo poscosecha y las condiciones de almacenamiento. Ahora bien, el
estado hidrico esta definido por el contenido en agua y el potencial hidrico de los tejidos.
La pérdida de agua, que tiene lugar a través de los estomas y las lenticelas de la cuticula
de los frutos, se puede reducir de manera significativa en funcion de las condiciones de
almacenamiento, temperatura y humedad relativa.

Aunque la pérdida de agua es normalmente mayor cuanto mas elevada sea la
temperatura, en la préactica puede suceder al revés si la camara frigorifica carece de un
buen sistema de control de humedad relativa, ya que se favorecerd la pérdida por
transpiracion. La temperatura de conservacion también incide sobre la velocidad de
respiracion y por lo tanto sobre la degradacion de forma oxidativa de las sustancias
organicas para obtener moléculas mas simples que puedan ser utilizadas en las reacciones
de sintesis celulares y liberar energia, CO, y agua.

Otro aspecto que también favorece la pérdida de agua es la presencia de lesiones
en la corteza del fruto, al dafiar la organizacion de la superficie de los tejidos permitiendo
un flujo gaseoso mucho més rapido a través del &rea dafiada. Esta situacién puede ser
relevante en nuestro estudio, ya que los dafios por frio afectan a las membranas celulares
y dafan la superficie de la corteza del fruto, pudiendo favorecer las pérdidas de agua. En
efecto, la deshidratacion parece ser una consecuencia natural del dafio por frio, y en
muchos frutos como platano y citricos, el control de las pérdidas de humedad reduce los
sintomas de esta alteracion (Coney, 1989).

En el caso del fruto de calabacin, la pérdida de peso respecto al peso inicial se
midi6 a la salida de la cdmara de refrigeracion y tras el reacondicionamiento a 20°C
durante 2 dias. En la Figura 4.1 se muestran los valores encontrados en calabacin, a la
salida de cdmara a 1°C y 10°C (Figura 4.1A) y tras dos dias a 20°C (Figura 4.1B),
observdndose una pérdida de peso intensa, que se incrementa con el periodo de
conservacion y con la elevacion de la temperatura, aunque sea solo durante dos dias.

Respecto a la pérdida de peso medida a la salida de camara, en general los frutos
almacenados a 10°C (control), presentaron mayor pérdida de peso que los frutos
almacenados a 1°C durante todo el periodo de conservacion. Tras la conservacion a 10°C,
la pérdida de peso de los frutos control aument6 del 5,2 + 1,13% a los 5 dias, al 12,3 +
1,92% a los 19 dias, mientras que en los frutos almacenados a 1°C, la pérdida fue menos
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acusada, siendo del mismo orden en los frutos no tratados que en los tratados con etileno
0 1-MCP. Las mayores diferencias entre la pérdida de peso de los frutos almacenados a 1 y
10°C se dieron a los 12 dias de conservacion (p<0,05), mientras que las diferencias
encontradas a los 5 y 19 dias de conservacion, no fueron significativas.

Tras el reacondicionamiento a 20°C, la pérdida de peso aument6 con el tiempo de
conservacion, estableciéndose una diferencia general con respecto a la salida de cdmara a
1° y 10°C del orden de un 3% mas. La principal diferencia entre la deshidratacion antes y
después del reacondicionamiento fue que los frutos no tratados y conservados a 1°C
presentaron una pérdida de peso a los 21 dias mayor que la del resto de los frutos. Este
hecho podria deberse a un mayor deterioro de la corteza debido a los dafios por frio, lo
que favoreceria la perdida de agua. Apoyando nuestros resultados, en melon Piel de Sapo
de la variedad “Sancho”, sensible a los dafios por frio, la pérdida de peso es superior
cuando la conservacion se realiza a 2°C que cuando es a 8°C, y es del mismo orden que a
20°C, lo que podria explicarse por el deterioro de la corteza como consecuencia de los DF.
Por el contrario en melones de la variedad “Ruidera”, menos sensibles, la pérdida de agua
es similar en todos los casos (Valdenegro, 2006).

Independientemente de la influencia de los DF, la deshidratacion en calabacin es
un problema grave, ya que en la mayoria de los frutos, valores del 6% muestran sintomas
visibles de marchitez, que deterioran la calidad y aceleran los procesos de senescencia.
Wang (1994) encuentra que la pérdida de peso del calabacin alcanza valores del 7,4% vy
16,8% cuando son conservados a 5°C y 15°C respectivamente. Estos valores son del mismo
orden que los encontrados cuando el fruto es tratado con agua caliente o choque térmico
antes de la conservacién a 5°C para disminuir los dafios por frio. De acuerdo con esto, no
es aconsejable superar un periodo de conservacion de 12 dias a 1°C, pues cuando los
frutos fueron transferidos a 20°C, la pérdida de agua aumento6 en 2% y se situd sobre el 8%.
Los resultados muestran que los tratamientos con 1-MCP y etileno, no afectaron a la
pérdida de agua. Pérdidas de peso similares se han puesto de manifiesto en 5 variedades
de calabacin, siendo menos acusadas a 12°C que a 4° y 20°C, si bien la deshidratacién de
los frutos se increment6 cuando el periodo de conservacion pasé de 7 a 14 dias (Carvajal
et al., 2011).
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Figura 4.1.Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno (A) LSDg ¢5=1,79, y tras el reacondicionamiento durante 48 h
a 20°C (B) LSDyos=2,37sobre la pérdida de peso. Cada dato representa la media + SE de las
determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

En la Figura 4.2 se muestra la pérdida de peso que experimentaron las chirimoyas
durante las diferentes experiencias de conservacion. En este caso, la pérdida de peso
respecto al peso inicial se midi6 a la salida de la cadmara de refrigeracion y tras el
reacondicionamiento durante 1 dia a 20°C. En la Figura 4.2A se recoge la pérdida de peso
de los frutos almacenados a 12° y 4°C a la salida de camara, donde se aprecian diferencias
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en este parametro del orden del 4% y un aumento casi lineal con el tiempo de
conservacion. Al igual que ocurria en el caso del calabacin no se aprecian diferencias de
pérdida de peso entre los frutos no tratados y los tratados con etileno y 1-MCP. Tras el
reacondicionamiento, la deshidratacién de los frutos se increment6, en todos los casos, en
un 2-3% respecto a la pérdida de peso registrada a la salida de camara (Figura 4.2B).
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Figura 4.2. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno (A) LSDy ¢s=0,81, y tras el reacondicionamiento durante 24 h
a 20°C (B) LSDy5=0,85 sobre la pérdida de peso. Cada dato representa la media + SE de las
determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.
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La pérdida de peso de los frutos conservados a 4°C fue la misma
independientemente del tratamiento aplicado, lo que parece indicar que el posible
retraso de la maduracién por el 1-MCP o el adelanto de la misma por el tratamiento con
etileno, no influyen en la pérdida de peso durante la conservacion a temperaturas que
inducen DF o cuando se transfieren a temperatura ambiente.

4.1.2.- Evolucion de los dafos por frio

En la evolucién de los dafios por frio influye la variedad, por lo tanto la genética, el
estado de maduracién, la temperatura y el periodo de tiempo de conservacion al que
estan sometidos los frutos. Otros factores que determinan el desarrollo de esta fisiopatia
son las condiciones precosecha previas a la conservacion (Wills et al., 1998). También se
ha observado que hay una intensificacion de los DF cuando los frutos, tras un periodo de
conservacion a baja temperatura, se transfieren a temperatura ambiente (Sevillano et al.,
2009). Dado que los sintomas que inducen los dafos por frio, como las alteraciones en la
estructura y composicion de las membranas y el estrés oxidativo asociado, son similares a
los que se presentan durante la maduracién y senescencia de los frutos, se ha considerado
la posibilidad que el etileno esté implicado en la induccién y desarrollo de la fisiopatia.

En los frutos de calabacin, los dafios por frio se manifiestan como pequefias
depresiones, de un color ligeramente pardo, que se extienden a lo largo de toda la piel,
que hacen que no sea comercializable. Por lo general la pulpa solo se ve afectada si la
intensidad del dafio es muy acusado, y para que esto ocurra el periodo de conservacion
debe ser muy prolongado (Sevillano et al., 2009). De acuerdo con el criterio descrito en
Materiales y Métodos, se establecieron 5 niveles de dafo; ausencia de dafio cuando no se
detectaron depresiones en la piel (0%), dafios ligeros, pronunciados, graves y totalmente
afectado cuando los porcentajes de piel estaban dafados en un 25%, 50%, 75%, 100%
respectivamente. Se evalud este parametro a la salida de cdmara (Figura 4.3A) y tras el
reacondicionamiento (Figura 4.3B), ya que la aparicion e intensificacion de los sintomas
se produce en unas ocasiones durante el almacenamiento a bajas temperaturas, y en
otras, al transferir los productos a temperatura ambiente (Sevillano et al., 2009). Estos
resultados también se pueden observar en las Fotografias 4.0 a 4.4. En la fotografia 4.0
se observan los calabacines en el dia 0, antes del inicio de la experiencia, en las
fotografias 4.1, 4.2, 4.3, y 4.4 se muestran, respectivamente, los frutos a los 12 dias de
conservacion (fotos de la izquierda) y a los 14 dias, tras dos dias de reacondicionamiento
(fotos de la derecha), para los 4 tratamientos realizados, control a 10°C, control a 1°C y
tratamientos con 1-MCP y etileno.
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Dia 0

Fotografia 4.0

A los 12 dias de conservacion
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Control 10°C

Dos dias a 20°C

Fotografia 4.1

Control 1°C

Dos dias a 20°C

Fotografia 4.2
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1-MCP Dos dias a 20°C

Fotografia 4.3

Etileno Dos dias a 20°C

Fotografia 4.4

Fotografias 4.0 a 4.4 Calabacines en los distintos tratamientos.

Los DF en los frutos control a 1°C, y en los calabacines tratados con 1-MCP o etileno
siguieron una evolucion similar. Los primeros sintomas en los frutos a la salida de la
camara a 1°C se detectaron a partir de los 12 dias siendo incluso superiores los sintomas
de dafios en los frutos tratados, con independencia del tratamiento recibido. Asi, los
frutos control a 1°C y los tratados con 1-MCP y etileno presentaron el 45 + 6%, 66 + 2% y 90
+ 4% de la superficie del fruto afectada respectivamente. A los 19 dias todos los frutos
conservados en frio, tratados o no, alcanzaron niveles de dafio del 90%. Los frutos control
almacenados a 10°C durante 19 dias, como era de esperar, no presentaron dafos por frio.
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Figura 4.3. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno (A) LSDy ¢s=4,39, y tras el reacondicionamiento durante 48 h
a 20°C (B) LSDg0s=5,79 sobre los dafios por frio. Cada dato representa la media + SE de las
determinaciones realizadas en cada uno de los seis frutos de las muestra.

Los DF fueron més pronunciados y aparecieron antes cuando los frutos fueron
sometidos a un periodo de reacondicionamiento; asi pues, los primeros sintomas de DF
tras el reacondicionamiento aparecieron en los frutos conservados a baja temperatura
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durante 7 dias mientras que los primeros sintomas de DF en los frutos no sometidos a
reacondicionamiento, no aparecieron hasta los 12 dias de conservacion en frio. Ademas,
en todos los casos los DF fueron superiores tras 48 horas de reacondicionamiento,
confirmando que los sintomas de DF se incrementan significativamente al producirse la
transferencia de los frutos a temperatura ambiente, coincidiendo con lo sefialado por Wills
et al., 1998. El desarrollo de la fisiopatia de los dafios por frio fue ligeramente mayor en
los frutos tratados que en los controles conservados a la misma temperatura. Asi pues, los
tratamientos con 1-MCP y etileno, previos a la conservacion de frutos de calabacin
parecen no tener efecto o incluso agravar los sintomas de dafios causados por el frio, mas
que proteger frente a este factor de estrés. Estos resultados apoyan la hipétesis de que el
etileno participa de alguna forma en la induccién de los dafos por frio, como ya se ha
visto con tratamientos de etileno exdgeno en otros frutos como aguacate (Chaplin et al.,
1993; Pesis et al., 2002) naranja (Porat et al., 1999), ciruelas (Candan et al., 2008) y
citricos (Yuen et al., 1995).

Esta teoria, sin embargo, no puede generalizarse para todas las especies y
variedades, habiéndose encontrado en platano un efecto protector del etileno sobre los
dafos por frio (Wang et al., 2006). En otros frutos como el melén “Piel de Sapo”, no
climatérico, el tratamiento con etileno exdgeno provocd un incremento en el desarrollo de
los DF, tras un periodo largo de conservacion (24 dias), pero no parece que induzca el
inicio de la alteracion de la corteza.

En chirimoya nos encontramos ante la misma situacion y los sintomas que aparecen
son similares a los que se presentan durante la senescencia y difieren en funcion de lo
baja que sea la temperatura de refrigeracion. Los sintomas mas evidentes en chirimoya
pueden ser una maduracién anormal, pardeamiento de la piel, pequefias depresiones
marrones en la piel, decoloracién de la pulpa, endurecimiento del fruto y vesiculas de una
coloracién rosa palido alrededor de las semillas (Gutiérrez et al., 1994; Palma et al.,
1993).

En la Fotografia 4.5, se muestran las chirimoyas tras el periodo de 11 dias a 12°C y
a 4°C y después del reacondicionamiento a 20°C durante 1 dia. En nuestra experiencia no
se encontraron manifestaciones de dafios por frio en la piel, ya que incluso los frutos
conservados a 12°C presentaron un pardeamiento més acusado que los conservados a 4°C,
debido a los sintomas caracteristicos de la maduracion y senescencia de este fruto.
(Martinez et al., 1993). Este hecho podria explicar también la diferencia que se aprecié en
los frutos tratados con etileno y 1-MCP, donde el pardeamiento fue mas intenso en el
primer caso y podria deberse a una activacion de la senescencia de la corteza, mientras
que el segundo, al bloquear los receptores del etileno retrasaria dicho proceso.
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[ Alos 11 dias de conservacion ] [ Alos 12 dias de conservacion ]

Control 12°C [ Un dia a 20°C ]

11 dias de conservacion a
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12°C + 1 dia a 20°C

[ Alos 11 dias de conservacion ] [ Alos 12 dias de conservacion ]

[ Control 4°C ] [ Un dia a 20°C ]

11 dias de conservacion a
4°C + 1 dia a 20°C

Fotografia 4.5.-Chirimoyas a los 11 dias de conservacion al2°C y 4°C y tras el
reacondicionamiento un dia a 20°C.

Es interesante resaltar que los cambios de color de la corteza se limitan a un ligero
pardeamiento debido a la polifenol oxidasa, que se hace mas intenso al inicio de la
senescencia. Por estas circunstancias, y porque en los frutos dafiados el pardeamiento es
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irregular, este sintoma no se considerd un buen marcador para evaluar los dafios por frio.
Tampoco se observaron sintomas de dafios por frio en la pulpa, como decoloracion o
vesiculas color rosa pélido, debido tal vez al haber realizado la experiencia en diciembre,
a mitad de la temporada de recoleccion, cuando los frutos presentaban una menor
sensibilidad (Gutiérrez et al., 1994)

4.1.3.- Evolucién de los parametros fisioldgicos en chirimoya

La maduracién de la chirimoya se caracteriza por una rapida degradaciéon del
almidon en azucares solubles, fundamentalmente glucosa y fructosa y contrariamente a la
mayoria de los frutos un aumento del contenido en &cidos organicos y por lo tanto una
caida del pH (Martinez et al., 1993; Gutierrezet al., 1994; Mufioz et al., 2004).

En la Figura 4.4 se muestra la evolucion del contenido en sélidos solubles totales
de los diferentes tratamientos tras el reacondicionamiento a 20°C. Cuando los frutos se
conservaron a 12°C presentaron una maduracién normal, con un aumento del contenido
de los sélidos solubles rapido, alcanzando los 21,07 + 0,85°Brix a los 5 dias y llegando a un
méaximo de 23,07 + 0,57°Brix a los 12 dias. Los frutos conservados a 4°C no experimentaron
un incremento tan acusado, ya que a los 12 dias alcanzaron un valor que oscilé entre
16,20 + 1,14 y 17,07 + 1,60, lo que supone del orden de 6°Brix menos. Los tratamientos
con 1-MCP vy etileno no afectaron significativamente al proceso de maduracion ya que la
evolucioén de los so6lidos solubles fue similar a los frutos no tratados también a 4°C. A esta
temperatura los frutos no presentaron una maduracién normal a pesar de haber sido
recolectados en su estado Optimo de madurez fisiolégica, cuando se habia iniciado la
sintesis autocatalitica del etileno, ya que no se llegan a alcanzar los valores de solidos
solubles adecuados para su consumo. La estabilidad de los °Brix, sin diferencias
significativas, entre los dos ultimos muestreos (a los 8 y 12 dias) confirma que a 4°C hubo
un efecto del frio, que se manifesté por una maduracion anémala de la chirimoya.

El tratamiento con etileno no estimuld ni frené la capacidad de resistencia frente a
la aparicién de sintomas de DF en este fruto, aunque se ha encontrado que induce o
intensifica la aparicion y desarrollo de la alteracion fisiolégica en otras especies
hortofruticolas (Sevillano, 2007). Tampoco se observé un efecto protector frente a la
maduracién anormal, indicativa de los DF, con los tratamientos con el antagonista del
etileno, el 1-MCP, aunque se vio que el tratamiento con este compuesto redujo los dafios
por frio en diversos frutos como caqui (Salvador et al., 2004), pifia (Selvarajah et al.,
2001) y mel6n Cantaloupe (Ben Amor et al., 1999).
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Figura 4.4. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre el
contenido de sdlidos solubles totales en mesocarpio. LSDg 05=1,63. Los resultados se expresan en
©Brix. Cada dato representa la media = SE de las determinaciones hechas en cada uno de los seis
frutos de la muestra.

Por lo general, en los frutos la acidez disminuye durante la maduracion, debido a la
utilizacién de los acidos organicos en la respiracién (Solomos, 1983). En chirimoya sin
embargo, la sintesis de acidos organicos conduce a un aumento de la acidez en la pulpa y
consecuentemente a una disminucion de los valores del pH. La acidez de los frutos,
expresada en gramos de &cido malico por 100 gramos de pulpa (Figura 4.5), aumento
cuando se conservo a 12°C, pasando de 0,11 + 0,004% a 0,31 + 0,04%, lo que supone
triplicar el valor de la acidez. Este aumento se debe principalmente al incremento de
acido malico, mayoritario en esta fruta, aunque otros acidos pueden contribuir a su
aumento, como el citrico y ascérbico, que han sido determinados en otras especies de
Annonas (Palma et al., 1993).

Cuando los frutos se conservaron a 4°C y se transfieren a 20°C para su
reacondicionamiento y maduracion, la acidez oscil6 entre el 0,10 + 0,013% y 0,16 + 0,004
%, e incluso con una disminucion del valor en el muestreo a los 8 dias. Al igual que en la
evolucion de los solidos solubles, la acidez no alcanzd los valores normales de la
maduracién. Los frutos sometidos a tratamientos con etileno y 1-MCP presentaron una
evolucion similar a los no tratados, manteniendo practicamente los valores iniciales y no
alcanzando los valores aceptables para el consumo (Sevillano, 2007). Los resultados
parecen indicar que los tratamientos no influyen sobre los efectos del frio en la
maduracion.
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Figura 4.5. Efecto de la conservacién de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
acidez valorable en mesocarpio. LSDg s=0,03. Los resultados se expresan en g de acido méalico/100g
peso fresco. Cada dato representa la media + SE de las determinaciones hechas en cada uno de los
seis frutos de la muestra.

Cuando las chirimoyas fueron recolectadas en el estado de madurez fisioldgica, el
pH del mesocarpio fue en torno a 6 y cuando se conservaron a 12°C, se observd una
disminucién paulatina hasta las 4,3 + 0,06 unidades (Figura 4.6), siendo esta bajada
consecuencia de un aumento de los &cidos organicos. Los frutos conservados a 4°C,
practicamente mantienen el valor inicial de pH. Como era de esperar los tratamientos con
1-MCP y etileno no influyeron en los valores del pH y no se observaron diferencias
significativas entre los frutos tratados y los conservados a 4°C.

Estos resultados parecen indicar que las bajas temperaturas alteran el proceso
normal de maduracion en chirimoya, ya sea por transiciones de fase en las membranas
celulares, por alteraciones en el citoesqueleto, modificaciones conformacionales de las
proteinas o simplemente por cambios en la cinética de reacciones enzimaticas
imprescindibles para la maduracion (Sevillano, 2007). Por otro lado, los tratamientos con
etileno y 1-MCP no influyeron en el efecto ocasionado por el frio sobre la maduracién, ya
gue los frutos conservados a 4°C, tratados o no, no llegaron a alcanzar la maduracion
normal. Los frutos que presentaron dafios por frio no llegaron a acidificarse
convenientemente, ya que en los cambios de pH (Figura 4.6), es determinante la
integridad subcelular (Sola et al., 1994) que se altera con el proceso normal de
maduracion.
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Figura 4.6. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
evolucion del pH en mesocarpio. LSDg5=0,29. Cada dato representa la media + SE de las
determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra

4.1.4.- Evolucién de la produccion de etileno

Por lo general, la exposicion prolongada al frio de frutos genera diversas
respuestas, como la expresion del incremento sostenido de la produccién de etileno y la
tasa respiratoria, como se ha detectado en meldn, citricos, pepino y patata, lo que puede
ser indicativo de una perturbacion metabdlica irreversible y la acumulacion de
metabolitos intermedios oxidables (Wang, 1982).

En el caso del calabacin, al igual que en otros frutos no climatéricos, no parece
gue el etileno tenga un rol esencial en su metabolismo, aunque el etileno exdgeno puede
intervenir en ciertos procesos especificos (Pretel et al., 1995). En la Figura 4.7 se recoge
la evolucién de la produccién de etileno tras el reacondicionamiento a 20°C, de los frutos
almacenados a 10°C y de los frutos control y tratados con 1-MCP y etileno, almacenados a
1°C. A la salida de la camara de conservacion, los niveles de etileno (datos no mostrados)
fueron practicamente nulos, no superando en ningin momento el valor de 0,15 + 0,01
nL/g*h, siendo inferiores a los valores obtenidos en el muestreo correspondiente al dia
cero (0,24 = 0,09 nL/g*h). Los calabacines almacenados a 10°C experimentaron un
incremento en la produccién de etileno que alcanzé un maximo a los 7 dias 0,97 + 0,09
nL/g*h. Los frutos control almacenados a 1°C presentaron un aumento de la produccién de
etileno con un maximo en el dia 14, no presentando diferencias significativas con respecto
a los frutos conservados a 10°C. En ambos casos, la produccion de etileno disminuyé en el
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siguiente muestreo, alcanzando el mismo valor que el dia cero. Esta disminucién de la
produccién de etileno podria deberse a una pérdida de la integridad de las membranas
afectando la conversion de ACC en etileno. (Field, 1990).

La produccion de etileno de los calabacines tratados con 1-MCP, present6 una
evolucion similar a los conservados a 10°C y con niveles inferiores a los encontrados en los
controles a 1°C tras 7 dias de conservaciéon. Aunque las diferencias con estos Gltimos son
pequefas, podria deberse a un bloqueo de la sintesis de etileno por bloqueo de los
receptores por el 1-MCP, que es efectivo en los primeros muestreos y que en el ultimo su
accion ya no es tan efectiva, bien sea por la sintesis de nuevos receptores o por la
disociacion del receptor con el 1-MCP. Los frutos tratados con etileno también
experimentaron un aumento de la produccion de etileno a los 7 dias de conservacion para
a continuacioén ir disminuyendo, siguiendo la misma evolucion de los controles a 10°C y los
tratados con 1-MCP, no pudiéndose apreciar diferencias significativas entre ellos.

Existen algunas evidencias que relacionan el metabolismo del etileno con los dafios
por frio en frutos no climatéricos. Por ejemplo, la utilizacion de atmdésfera modificada,
con una atmosfera de equilibrio del 15% de O, y 5% CO,, reduce los dafios por frio en el
pimiento verde y reduce la emision de etileno cuando son transferidos a 20°C, poniendo de
manifiesto que en este fruto y solo en el estado verde puede haber una relacién entre el
etileno y los dafios por frio (Serrano et al., 1997). Estos mismos autores, encontraron que
los pimientos verdes almacenados a 2°C experimentan un aumento significativo (p< 0,05)
de la emision de etileno a las tres y seis horas de haber sido transferidos a 20°C, lo que
sugiere en este estado de madurez una conexion entre los dafios por frio y una
estimulacién de la produccién de etileno cuando son transferidos de 2°C a 20°C (Serrano et
al., 1997).

Sin embargo, en el caso del calabacin no se puede afirmar que exista una relacion
entre la produccion de etileno y el desarrollo de los dafios por frio, ya que el aumento que
se observa en los controles a 10°C y 1°C y en los tratamientos de etileno y 1-MCP, tras dos
dias a 20°C es general, siendo incluso méas elevada en el control a 10°C, donde no se
detectan dafios por frio. Se aprecia que en los frutos almacenados a 1°C sin tratamiento,
la produccion de etileno continua aumentando hasta los 14 dias (12 dias a 1°C + 2 dias a
20°C), lo que podria indicar una posible relacion. Sin embargo, este incremento de la
produccion de la hormona de la maduracion no tiene lugar cuando se tratan con etileno,
lo que no confirma la relacion, pero es precisamente con este tratamiento cuando se
aprecian mayores DF. Los tratamientos con 1-MCP y etileno no influyeron sobre la sintesis
de etileno en calabacin.
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Figura 4.7. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
produccion de etileno. LSDg0s=0,3. Cada dato representa la media + SE de las determinaciones
realizadas en cada uno de los seis frutos de las muestra.

Como ya se ha comentado, la chirimoya es un fruto climatérico y una de sus
caracteristicas mas importantes es su capacidad para producir etileno a través de su
sintesis autocatalitica, lo que posibilita que este fruto pueda madurar una vez separado de
la planta cuando haya alcanzado dicha caracteristica.

En la Figura 4.8 se recoge la evolucién de la produccion de etileno de las
chirimoyas tras 24 horas de reacondicionamiento a 20°C. Pasadas las 24 horas de
reacondicionamiento, las chirimoyas control conservadas a 12°C presentaron un aumento
importante de la produccion de etileno (172,37 + 7,37 nL/g*h) a los 8 dias, el cual
disminuyé hasta los 97,54 + 10,63 nL/g*h a los 12 dias del inicio de la conservacién. Esta
evolucion es caracteristica en la chirimoya, en la que la crisis etilénica se produce de una
forma muy intensa y en un intervalo muy corto de tiempo (Palma et al., 1993; Laoz et al.,
1993; Brow et al., 1998; Martinez et al., 1993).

En las chirimoyas control almacenadas a 4°C se registré un pico de etileno a los 5
dias (4 dias a 4°C + 1 dia a 20°C) que alcanz6 los 162,08 + 30,36 nL/g*h, disminuyendo
drasticamente a los 8 dias y manteniéndose estable hasta los 12 dias de conservacion. Los
frutos tratados con etileno y mantenidos a 4°C presentaron una evolucion similar, con un
incremento muy acusado también a los 5 dias, que pasé de 6,24 + 2,03 nL/g*h al inicio de
la experiencia (dia cero), a 120,45 + 12,21 nL/g*h, para a continuacion disminuir a valores
de 9,38 + 1,03 nL/g*h en el ultimo dia de conservacion. Estos resultados parecen indicar
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gue hay una respuesta de estrés al pasar los frutos de una baja temperatura (4°C) a otra
més elevada (20°C), lo que implica la puesta en marcha mas répida de la sintesis
autocatalitica de etileno, que en los frutos control almacenados a 12°C.
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Figura 4.8. Efecto de la conservacién de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
produccion de etileno. LSDg s=13,17. Cada dato representa la media + SE de las determinaciones
hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

Los tratamientos con 1-MCP han sido muy efectivos para prevenir dafios por frio en
diversos frutos climatéricos. La reduccion de los dafios por frio por este tratamiento se ha
observado en caqui (Salvador et al., 2004), meldén Cantaloupe (Ben Amor et al., 1999)
cuando se realiza previamente a la conservacion en frio. En albaricoque se ha encontrado
gue el tratamiento con 1-MCP antes de la conservacion en frio no previene el
pardeamiento interno de la pulpa, sintoma caracteristico de estos frutos de dafios por
frio. Dong et al., (2002) observaron que el tratamiento fue efectivo tras la conservacion
en frio. Sin embargo, en aguacate se observa una respuesta parcial, ya que los frutos
tratados con 1-MCP muestran una reduccion de los dafios por frio en la pulpa (Pesis et al.,
2002), mientras que no tiene efectos sobre el pardeamiento de la corteza (Woolf et al.,
2005). En otros frutos se ha puesto de manifiesto una reduccion de los dafios por frio
cuando eran tratados con esta olefina antagonista de la biosintesis del etileno, si bien la
eficacia de su accién es limitada ya que el fruto puede sintetizar nuevos receptores o
recobrar su sensibilidad a la hormona debido a un desprendimiento del 1-MCP.

En cuanto a las chirimoyas tratadas con 1-MCP se observa el efecto de la inhibicion
de la sintesis del etileno, por bloqueo de los receptores del mismo. Aunque la inhibicion es
muy acusada con respecto a los frutos conservados a 12°C y 4°C, del orden del 77%, no
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llega a ser tan acusada como cuando se utilizan otras técnicas, como la biotecnologia, que
en el caso del melén Cantaloupe llega hasta el 99,95% (Ayub et al., 1996). Si consideramos
que a 4°C se altera el proceso normal de maduracién y que no se han encontrado
diferencias significativas en la evolucion de la acidez, s6lidos solubles y pH entre los
controles y los tratados con etileno y 1-MCP, no parece que el etileno tenga una accion
directa sobre el desarrollo de los dafos por frio en chirimoya.

4.1.5.-Evolucién del color

El color es uno de los atributos sensoriales que valora el consumidor para la
adquisicién de un producto, contribuyendo méas a la valoracion de la calidad que ningun
factor individualmente. Esta valoracion es aplicable tanto a la corteza como a la pulpa del
fruto.

El color se determiné en la piel mediante los parametros L, a y b por reflexion
utilizando el espacio de color CIE-L*a*b* una vez finalizada la conservacién a 20°C. La
luminosidad (Figura 4.9) practicamente no presentd modificaciones durante el periodo de
conservacion, manteniéndose los valores a niveles del control del dia cero (34,42 + 2,84).
No se apreciaron diferencias significativas entre los frutos a diferentes temperaturas de
conservacion y sometidos a diferentes tratamientos, evolucionando los valores entre
limites muy estrechos. Resultados similares se encontraron en pimiento (Pretel et al.,
1995) y en fresa (Given et al., 1988).
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Figura 4.9. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
evolucion del parametro de color “L” en la piel. LSDy ¢s=4,9. Cada dato representa la media + SE
de las determinaciones realizadas en cada uno de los seis frutos de las muestra.
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En la Figura 4.10 se recogen los resultados del parametro “a”. Al igual que la
luminosidad se mantiene durante la experiencia con valores muy similares a los
encontrados para el dia 0, en torno a -8 + 2,15, no presentando diferencias significativas
entre tratamientos y temperaturas de conservacion.

El parametro “b” de color (Figura 4.11) oscil6 entre valores muy estrechos, con un
valor inicial de 10,94 % 2,33, aumentando ligeramente durante la conservacion, con
perfiles similares entre tratamientos, observando que los calabacines sometidos al
tratamiento con 1-MCP mostraron los valores extremos de la experiencia, con el valor mas
bajo de 9,66 + 1,64 y el més alto con 13,38 + 3,49, aunque tampoco se encontraron
diferencias significativas.

Los sintomas de dafios por frio en calabacin no se manifiestan en el color de los
frutos, ya que no se observan ni pardeamientos, ni amarillamiento de la piel, sintomas
caracteristicos del desarrollo de esta fisiopatia. Los resultados obtenidos muestran que no
hay variaciones del color durante el tiempo que dura la experiencia entre los controles a
10°C, los controles a 1°C y los tratamientos con 1-MCP y etileno.
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Figura 4.10. Efecto de la conservacién de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
evolucién del parametro de color “a” en la piel. LSDy s=2,9. Cada dato representa la media + SE
de las determinaciones realizadas en cada uno de los seis frutos de las muestra.
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Figura 4.11. Efecto de la conservacién de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
evolucion del pardmetro de color “b” en la piel. LSD 0s=3,73. Cada dato representa la media + SE
de las determinaciones realizadas en cada uno de los seis frutos de las muestra.

En la Figura 4.12 se recoge la evolucion de la luminosidad en la piel de la
chirimoya, observandose diferencias significativas entre los frutos conservados a 4°C y
12°C a partir del octavo dia de almacenamiento. La disminucién del valor L indica un
oscurecimiento de la piel debido a procesos oxidativos que degradan las clorofilas a
feofitinas y feorfidos. Esta evolucion confirma las diferencias en la maduracion entre las
dos temperaturas, ya que una de las caracteristicas de este proceso en la chirimoya es el
pardeamiento de la piel. En el caso de los frutos conservados a 4°C, con y sin
tratamientos, la caida de L es menor y més atenuada, pasando de 70 a 60 y no mostrando
diferencias significativas entre los tratamientos y el control. Esta evolucion parece
confirmar los resultados encontrados al estudiar los pardmetros de maduracion, que
mostraban una evolucion andémala, no alcanzando los atributos sensoriales caracteristicos
de este fruto.

En la Figura 4.13 se recoge la evolucién de la coordenada de cromaticidad “a”.
Este parametro muestra también diferencias significativas entre los frutos conservados a
12° y 4°C, igual que para la luminosidad. La conservacion a 4°C retrasa la maduracion de
los frutos cuando se transfieren a 20°C, alcanzando valores que oscilan entre -9 y -13,
manteniendo el valor més bajo para el control. Los frutos controles a 4°C y los tratados no
presentan diferencias significativas, aunque los valores de estos ultimos son ligeramente
superiores.
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Figura 4.12. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
evolucién del pardmetro de color “L” en la piel. LSDg ¢s=2,30. Cada dato representa la media + SE
de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.
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Figura 4.13. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
evolucién del pardmetro de color “a” en la piel. LSDg ¢s=2,02. Cada dato representa la media + SE
de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.
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El pardmetro de color b (Figura 4.14) se mantuvo constante durante toda la
experiencia realizada a 4°C, tanto en el control como en los tratados con 1-MCP y etileno.
Los valores oscilan sobre 35 y no existen diferencias significativas entre ellos. A 12°C se
observa una disminucion a partir del quinto dia de conservacion, que se mantiene hasta el
ultimo dia de la experiencia. Dado que la coordenada b expresa la gama de colores desde
el color azul al amarillo, la evolucion l6gicamente esta relacionada con el pardeamiento
de la corteza y la pérdida de clorofilas.
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Figura 4.14. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
evolucion del pardmetro de color “b” en la piel. LSDg 0s=1,69. Cada dato representa la media + SE
de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

4.2.- ANALISIS DEL ESTADO OXIDATIVO DE LAS MEMBRANAS

Uno de los efectos directos de la baja temperatura, es la alteracion de las
propiedades fisicas de las membranas; la conservacion en frio conduce a la reduccion de la
elasticidad de la membrana debido a una disminucién de la fluidez en los lipidos que la
componen. Estos cambios conducen a su vez a la alteracion de los procesos que en ella se
dan, incluyendo la actividad de las enzimas unidas a membrana como la ATPasa, la
apertura/cierre de los canales ionicos, la transferencia de electrones asociada a las
membranas y el aumento de la difusion lateral de los fosfolipidos, esteroles y proteinas de
membrana (Kasamo et al., 2000).
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En frutos sensibles al dafio por frio, las temperaturas de refrigeracion superiores a
la temperatura de congelacion provocan cambios de fase de las membranas celulares
pasando de liquido-cristalino a solido-gel (Lyons, 1973). Se cree que transiciones de fase
de incluso pequeias fracciones de lipidos de membrana dan como resultado la formacion
de dominios sélidos en la membrana que causan dafios celulares (Thompson, 1989). En
este sentido, la composicion de las membranas es fundamental para que se mantengan
funcionales a baja temperatura (Lyons, 1973). En frutos sensibles a DF, la conservacion en
frio produce degradacion de galactolipidos y fosfolipidos dando como resultado un
aumento de acidos grasos libres que son mas susceptibles de ser oxidados por las especies
reactivas de oxigeno generadas durante esa conservacion. Los &cidos grasos polinsaturados
se oxidan mejor que los saturados y los monoinsaturados, debido a que los metilenos entre
un doble enlace pueden perder facilmente un hidrégeno. La principal especie reactiva que
puede robar estos hidrégenos es el radical OH'. De igual forma, pueden sufrir reacciones
analogas de oxidacion, otras estructuras del fruto como la vitamina A, los carotenos y la
vitamina E (a-tocoferol) (Cheftel y Cheftel, 1992).

El proceso de oxidacion lipidica se hace autocatalitico después de iniciarse, y a
consecuencia de él, se establecen enlaces cruzados lipido-lipido, proteina-proteina y
lipido-proteina. Ademas, los lipidos peroxidados son compuestos mas polares y
dificilmente estables en el interior hidrofobico de la membrana. Todas estas
transformaciones originan un aumento de la permeabilidad inespecifica a los iones e
inactiva las enzimas ligadas a la membrana, obteniendo como resultado la pérdida de
estructura de la bicapa lipidica y finalmente la lisis celular (Kunimoto et al., 1981).

En este trabajo se ha estimado el estado oxidativo y la integridad de las
membranas celulares mediante dos parametros: el porcentaje de salida de electrolitos de
las membranas y el contenido en perdxidos lipidicos.

4.2.1.-Evolucion del porcentaje de salida de electrolitos

A lo largo de la maduracién y senescencia y, en situacion de estrés tiene lugar una
serie de procesos metabdlicos oxidativos que afectan a la estructura de las membranas
celulares, alterando su permeabilidad y ocasionando disfunciones celulares, entre las
cuales cabe citar el flujo no controlado de salida de electrolitos (Lyons, 1973; Sevillano et
al., 2009).

En la Figura 4.15A se recoge la evolucion de la salida de electrolitos en la piel de
los frutos de calabacin almacenados a 10°C y a 1°C y tratados con 1-MCP y etileno. Se
observa que hasta los 14 dias de conservacion no hay diferencias significativas entre los
distintos controles y tratamientos, manteniéndose los valores al mismo nivel que la
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muestra correspondiente al dia cero, lo que indica que la estructura de las membranas
celulares no ha sufrido dafios que afecten al flujo de iones.

Por el contrario, a los 21 dias de almacenamiento a 1°C se aprecié un aumento
significativo (p< 0,05) de la salida de electrolitos en todos los frutos almacenados a baja
temperatura, independientemente del tratamiento aplicado (control, 1-MCP, etileno), lo
que parece indicar, al igual que ocurria en otros parametros fisico-quimicos estudiados,
que los tratamientos no tienen una accion positiva o negativa sobre la degradacion de la
estructura de las membranas provocada por la conservacion en frio.

Las membranas celulares de los calabacines conservados a 10°C mantuvieron su
estructura intacta durante todo el tiempo de conservacion, presentando valores de salida
de electrolitos practicamente constantes.

En pulpa (Figura 4.15B) se observd una evolucién similar pero menos acusada,
indicativa de que en esta parte del fruto los dafios por frio o no se ponen de manifiesto o
son mucho menores, de hecho, en la apreciacion visual no se apreciaron dafios por frio en
ninguna de las muestras.

En los frutos control a 10°C los valores oscilaron entre un margen muy estrecho, no
existiendo diferencias significativas entre las diferentes muestras. En el caso de la
conservacion a 1°C con o sin tratamientos, la salida de electrolitos también aumenté
ligeramente a partir de los 14 dias, si bien es menos acusado que en la piel.

Al contrastar los valores en los dos tejidos estudiados, se deduce que la mayor
susceptibilidad de la piel a los dafios por frio se puso de manifiesto en la permeabilidad o
pérdida de electrolitos. Esta alteracion del flujo de iones ha sido descrita también en
otros frutos sometidos a estrés por frio, como citricos y melén (Lipton y Aharoni, 1979;
Sala y Lafuente, 2000)

En un estudio llevado a cabo en diferentes variedades de calabacin conservados a
4°C durante 7 y 14 dias (Carvajal et al., 2011), se observo que la variedad presentaba gran
influencia sobre el porcentaje de salida de electrolitos. Asi pues, en la variedad “Natura”
la salida de electrolitos disminuy6 con el tiempo de conservacion, mientras que en el resto
de las variedades se observd un aumento significativo (p< 0,05) a lo largo del periodo de
conservacion, similar al encontrado en la variedad estudiada por nosotros.
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Figura 4.15. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre el
porcentaje de salida de electrolitos en piel (A) LSD 4 5=5,02 y en pulpa (B) LSDg ¢s =3,35. Cada dato
representa la media + SE de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la
muestra.
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En la Figura 4.16 se recoge la evolucion de la salida de electrolitos en la corteza
de chirimoya tras el reacondicionamiento durante 24 horas a 20°C. La pérdida de
electrolitos en la piel de la chirimoya se mantuvo entre el 70 y 80% durante toda la
experiencia en los frutos mantenidos a 12°C, como cabe esperar que ocurra en un proceso
de maduracion. Se observd una diferenciacion neta entre los valores encontrados en los
frutos almacenados a 12°C y el resto de frutos almacenados a 4°C. Asi, la salida de
electrolitos en los frutos refrigerados se mantuvo en niveles bastante inferiores a la
observada en las muestras conservadas a 12°C, oscilando entre el 20 y 40 %. Respecto al
conjunto de frutos mantenidos a 4°C, cabe destacar los valores obtenidos a los 5 dias de
almacenamiento, donde los frutos control presentaron mayor salida de electrolitos que los
sometidos a tratamientos con 1-MCP y etileno. Tras 8 dias de conservacion, la tendencia
se invierte y son los frutos tratados los que presentan una mayor salida de electrolitos.
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Figura 4.16. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre el
porcentaje de salida de electrolitos en piel. LSDg s=5,47. Cada dato representa la media + SE de
las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

Como se ha indicado, durante la maduracion, asi como en situaciones de estrés, se
ponen en marcha una serie de procesos metabdlicos oxidativos que afectan a la estructura
de las membranas celulares, alterando su permeabilidad y ocasionando el flujo no
controlado de salida de electrolitos (Sevillano et al., 2009). La chirimoya es un fruto
altamente susceptible a desarrollar dafios por frio, siendo la temperatura minima de
almacenamiento de 10°C, y por debajo de esta temperatura la maduracion de la fruta se
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ve comprometida, no llegando a desarrollar las caracteristicas organolépticas normales de
la fruta madura (Sevillano et al., 2009).

En este contexto, la mayor salida de electrolitos que tiene lugar en los frutos
control a 12°C respecto al resto de los frutos sometidos a bajas temperaturas, indica que
estos frutos son los Unicos en los que se ha dado un proceso de maduracion normal.

Los frutos conservados a bajas temperaturas presentan una alteracion importante
en la maduracién, no presentando un aumento importante de la desestructuracion de las
membranas tipico del proceso de maduracion.

4.2.2. Evolucion de la peroxidacion lipidica

El estrés oxidativo se considera una de las primeras respuestas de los tejidos
sensibles a los dafios por frio, que tiene lugar durante su conservacion a bajas
temperaturas. Esta asociado a una estimulacion de la actividad lipoxigenasa, involucrada
en reacciones de peroxidacion de lipidos y la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Hariyadi y Parkin, 1991). Al ser el malondialdehido un producto de la peroxidacion
lipidica, su concentracion es indicativa de la magnitud de la peroxidacion o
indirectamente, del estado de las membranas celulares.

La peroxidacion lipidica produce la desestabilizacion de la membrana al
incrementarse la produccion de radicales libres toxicos. Esta peroxidacion puede iniciarse
por una actividad redox de los iones metélicos, tales como el cobre o el hierro, siendo la
enzima lipoxigenasa la responsable de oxidar los &cidos grasos insaturados, produciendo
radicales libres. Estos procesos tienen una repercusion esencial en el proceso de
maduracién ya que tienden a acelerarlo y a adelantar la senescencia, acortando
sensiblemente la vida comercial util de los frutos.

Como se menciond en el apartado de Materiales y Métodos, la peroxidacion lipidica
tanto en calabacin como en chirimoya, se midi6 por la cantidad de acido malondialdehido
(MDA) formado en la reaccion con el acido tiobarbiturico (TBA). La Figura 4.17 muestra la
evolucién de la concentracién de malondialdehido en piel (Figura 4.17A) y pulpa de
calabacin (Figura 4.17B). La peroxidacion lipidica aumenté en todas las muestras
sometidas a bajas temperaturas tanto en piel como en pulpa, aunque en general fue
mayor en la pulpa que en la piel de calabacin. Los frutos almacenados a temperatura de
no dafio (control 10°C), mostraron un aumento de la peroxidacion lipidica en pulpa
durante su maduracion menos acusado que las muestras sometidas a estrés por frio
(control 1°C, 1-MCP y etileno), y este aumento fue méas acusado en las muestras
previamente tratadas con C,H,. El tratamiento con etileno provocé un considerable estrés
oxidativo en los frutos que se tradujo en un aumento significativo (p< 0,05) del contenido
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en MDA y por tanto de la peroxidacion lipidica durante todo el tiempo de conservacion,
alcanzando el nivel maximo de 23,05 + 1,67 nmol MDA/g.PF a los 21 dias de conservacion.
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Figura 4.17. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 ha 20°C sobre la
produccion de MDA en piel (A) LSDg0s=1,06y en pulpa (B) LSDges=1,71. Cada dato representa la
media * SE de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.
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El tratamiento con 1-MCP no tuvo ningun efecto significativo (p< 0,05) sobre los
niveles de MDA en pulpa respecto a las muestras control que habian sido sometidas a baja
temperatura. La concentracion de MDA en piel de calabacin hasta los 14 dias, en general
fue mayor en todos los frutos almacenados a temperatura de DF que en los almacenados a
10°C. Al contrario de lo que ocurria en pulpa, los frutos tratados con etileno no mostraron
mayor peroxidacion lipidica que los frutos control sometidos a bajas temperatura.

El aumento de la peroxidacion lipidica ha sido asociado en numerosas ocasiones
tanto a la maduracion y senescencia como a los procesos del desarrollo de los dafios por
frio, siendo en este ultimo caso uno de los marcadores méas claros para el estudio del
desarrollo de la fisiopatia (Sevillano et al., 2009; Martinez-Tellez et al., 2002; Carvajal et
al., 2011). Recientemente se ha observado en frutos de pimiento sometidos a bajas
temperaturas un aumento del contenido en MDA en los frutos con DF, asociado a la
degradacion de plastos y peroxisomas (Sanchez-Bel et al., 2012). Los peroxisomas y
plastos estan rodeados por membranas lipidicas simples y por tanto son organulos muy
fragiles frente a la oxidacion lipidica, de modo que su degradacion y desaparicion durante
el desarrollo de los DF, es debida a la degradacion oxidativa de sus membranas lipidicas
por la acumulacién de especies reactivas de oxigeno. Otros estudios han observado que las
bajas temperaturas originan, en frutos susceptibles, una pérdida de la homeostasis redox
debido a un incremento desmesurado en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Sevillano et al., 2009). En nuestro estudio, el aumento de la peroxidacién lipidica
podria ir asociado al desarrollo de dafios por frio.

La concentracion de malondialdehido en frutos de chirimoya aumenté de forma
acusada durante el proceso de conservacion en los controles a 12°C como se muestra en la
figura (Figura 4.18). Al igual que ocurria en el caso de la salida de electrolitos, se observa
que la concentracion de MDA es mayor en los frutos almacenados a 12°C que en los
almacenados a 4°C, aunque los patrones de comportamiento en ambos casos son similares
presentando un aumento més brusco a los 5 dias de conservacion indicando un estrés
oxidativo. Respecto a los frutos tratados con 1-MCP y etileno, se observé un retraso en el
aumento de la peroxidacion lipidica no presentando el pico de MDA hasta los 8 dias de
conservacion. Tras 12 dias de conservacion, las muestras tratadas con 1-MCP presentaron
una disminucién del contenido en MDA indicando una estabilizacion de las membranas
celulares tras el estrés inicial. Esto no fue asi en el caso de los tratamientos con etileno
donde el contenido de MDA de las muestras sigui6 aumentando hasta el final de la
conservacion.
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Figura 4.18. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
produccion de MDA en piel LSDg ¢s=2,53.Cada dato representa la media * SE de las determinaciones
hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

4.3.- EVOLUCION DEL ESTADO OXIDATIVO

4.3.1. Evolucién del contenido en fenoles totales.

La accién de los compuestos fendlicos como antioxidantes, proporciona numerosos
efectos beneficiosos, tanto para los alimentos como para el cuerpo humano, ya que estos
se oxidan preferentemente frente a los constituyentes del alimento o los compuestos
celulares y tejidos (Robards et al., 1999). Los antioxidantes fendlicos son capaces de
finalizar las reacciones en cadena de radicales libres, a través de la rapida donacion de un
atomo de hidrégeno a un radical, ademas estos pueden actuar como quelantes de iones de
metales de transicion, los cuales son potentes catalizadores de las reacciones oxidativas
(Robards et al., 1999). La composicion y concentracion de los compuestos fendlicos en el
fruto varia durante el desarrollo, maduracion y/o almacenamiento poscosecha. En la
mayoria de los casos la concentracion de los compuestos fendlicos aumenta durante el
desarrollo del fruto, para posteriormente disminuir o permanecer constante durante la
maduracién del mismo. Sin embargo, el patron de cambio de los compuestos fendlicos
durante el desarrollo y maduracion del fruto es muy variable y va a depender de la
especie, y variedad. Por otro lado, como ya se ha comentado anteriormente, uno de los
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sintomas inducidos por los DF en los frutos es la modificacion del estado oxidativo de los
tejidos.

El contenido en polifenoles en la piel de calabacines recién recolectados (Figura
4.19) fue de 35,03 * 2,05 mg de acido gélico/100g PS, incrementédndose
significativamente (p < 0,05) después de una semana de conservacion en frio a 1°C, con
valores de 45,93 + 3,23 mg de acido galico /100g PS. Los niveles de polifenoles de la piel
de los calabacines tratados con etileno o 1-MCP también se incrementaron después de una
semana de almacenamiento, alcanzando niveles similares a los controles, en torno a 45
mg/100g PS. Segun la dindmica de respuestas al estrés propuesta por Toivonen (2004)
(Tabla 4.1), en esta primera semana nos encontrariamos con los estados | y Il en los que
se produciria la alarma, la produccion de ROS y como consecuencia una serie
modificaciones en el metabolismo celular, incluyendo el aumento de la proteccion de los
sistemas antioxidantes para aliviar la respuesta al estrés.

60 -

wn

o

[@)]

o

o

—

N

(@]

Q

=

O

o

g —e—10°C
< 201 g 10c
©

o) —4—1-MCP
£ 10 - )

Etileno
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Dias totales de conservacion

Figura 4.19. Efecto de la conservacién de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre el
contenido en fenoles totales en la piel. LSDg 0s=5,56. Cada dato representa la media + SE de las
determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de las muestras.

Algunos autores (Pérez-Tello et al., 2001), atribuyen el aumento del contenido en
compuestos fendlicos en frutos sensibles a DF cuando son sometidos a bajas temperaturas,
a un incremento en la actividad PAL (primera enzima de la ruta de sintesis de compuestos
fenolicos) como consecuencia del dafio. Otros estudios parecen indicar que el aumento de
la actividad PAL durante el almacenamiento a bajas temperaturas, es un mecanismo de
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defensa frente a los DF méas que la causa (Lafuente et al., 2001) y, que ademas esta
relacionado con la disminucién de DF en distintos frutos (Wang et al., 2007).

A partir de la primera semana de almacenamiento, este parametro siguié una
evolucion diferente en los frutos conservados a temperatura de no dafio (10°C) y los frutos
conservados a 1°C. A 10°C los niveles de polifenoles aumentaron ligeramente durante toda
la experiencia, mientras que la tendencia de los frutos mantenidos a 1°C fue a una
disminucion conforme aumentd el periodo de almacenamiento. Asi, el contenido en
polifenoles de la piel de los calabacines conservados a 1°C, pasé de 45,93 £ 3,23 mg de
acido galico/100g PS después de 7 dias de conservacion, a 35,67 + 0,83 mg/100g PS dos
semanas mas tarde. Los tratamientos con 1-MCP o etileno agravaron significativamente
(p<0,05) la disminucion de polifenoles en la piel de los frutos llegando, tras 21 dias de
almacenamiento, a niveles inferiores a 30 mg/100g PS. Esta fase coincidiria con el estado
Il de la clasificacion de Toivonen (2004) de la dindmica de respuestas al estrés. Es decir,
cuando el factor que causa el estrés continda, el sistema es sobrepasado y puede ocurrir
dafio celular y subcelular causando, entre otras alteraciones, la pérdida de antioxidantes
no enzimaticos, cambios en la permeabilidad de la membrana y a veces sintomas visibles
de lesion.

El contenido en polifenoles en la pulpa de los calabacines (Figura 4.20)
conservados a temperatura de no dafio (10°C) mostré una tendencia similar a la piel,
aunque mucho menos marcada. Asi, el contenido en fenoles de la pulpa de los frutos
control se incrementd desde 28,32 + 1,81 que presentaron los frutos recién recolectados
hasta 32,37 + 2,92 mg de &cido gélico/100g PS después de una semana de conservacion y
se mantuvo constante durante toda la experiencia. Sin embargo, a diferencia de lo que
ocurria en la piel, la conservacion a 1°C y los tratamientos con 1-MCP o etileno no
agravaron la pérdida de polifenoles en la pulpa, ya que este pardmetro siguié una
tendencia similar a los frutos control. Por tanto, se podria decir, siguiendo la clasificacion
de Toivonen (2004) de la dinamica de respuestas al estrés, que la incidencia del frio es
mas baja en la pulpa y se mantendria durante todo el periodo de almacenamiento en el
estado Il de resistencia.
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Figura 4.20. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre el
contenido en fenoles totales en la pulpa. LSDg ,s=4,57. Cada dato representa la media + SE de las
determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de las muestras.

La evolucion del contenido en compuestos fendlicos en la piel de la chirimoya
durante la conservacion se muestra en la Figura 4.21. Este parametro aumenté
ligeramente en los frutos almacenados a temperatura de no dafio (12°C) tras 5 dias,
disminuyendo progresivamente durante todo el periodo de conservacion. Los frutos
tratados con etileno y almacenados a bajas temperaturas (4°C) presentaron un patrén de
comportamiento fendlico similar al de los frutos control almacenados a 12°C. Este
comportamiento coincide con el observado en la experiencia anterior en calabacin,
encontrandonos durante esos primeros dias con los estados | y Il segun la clasificacion de
Toivonen (2004).

Sin embargo, la disminucion de los polifenoles en la piel de los frutos conservados a
12°C pudo ser consecuencia de la maduraciéon, como se observd en la evolucién de los
pardmetros fisiologicos (Figuras 4.4 y 4.5), (los frutos conservados a temperatura de
dafio, no maduraron). Por tanto, aunque el perfil de comportamiento fendlico fue similar
en ambos casos, (12°C y Etileno) las causas podrian ser diferentes y la fuerte disminucion
de compuestos fenodlicos de los frutos conservados a 4°C, tratados previamente con
etileno, podria deberse a una reaccion de estrés. Apoyando nuestros resultados, se sabe
que el nivel de acumulacién de especies reactivas de oxigeno responsables de algunos de
los dafios producidos por las bajas temperaturas en las plantas, esta limitado por la
sintesis de antioxidantes no enziméticos como el glutation, el ascorbato o los compuestos
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fendlicos (Tadeo y Gomez-Cadenas, 2008). Segun la clasificacion de Toivonen (2004) de la
dinamica de respuestas al estrés, la fuerte disminucion de compuestos fendlicos podria
deberse al paso del estado Il de resistencia o aclimatacion durante los primeros 5 dias de
almacenamiento en frio, al estado Ill de colapso en la que disminuyen los antioxidantes no
enzimaticos, entre los que se encuentran los compuestos fendlicos. Este resultado es
interesante ya que probablemente los tratamientos con etileno sean efectivos para
prevenir los dafios por frio si no se prolonga en mas de una semana el almacenamiento a
temperatura de dafio, antes de que los frutos entren en la fase Ill de colapso.

Sin embargo, los niveles de polifenoles de los frutos almacenados a 4°C, tanto los
controles como en los frutos tratados con 1-MCP, presentaron una ligera disminucion tras 5
dias de conservacion que se mantuvo practicamente estable hasta el final de la
experiencia. Este comportamiento también podria estar asociado con la participacion de
los polifenoles en los mecanismos de defensa frente a especies reactivas de oxigeno
generadas como respuesta a un estrés por bajas temperaturas ya que, como se dijo
anteriormente, estos se oxidan preferentemente frente a los constituyentes del alimento
o0 los compuestos celulares y tejidos (Robards et al., 1999).
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Figura 4.21. Efecto de la conservacién de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre el
contenido en fenoles totales en la piel. LSDy ¢s=1,16. Cada dato representa la media = SE de las
determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.
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En la Figura 4.22 se recoge la evolucion de los polifenoles totales en la pulpa de
chirimoya. Los valores encontrados son ligeramente inferiores a los correspondientes en la
piel, siendo del orden de 2,5 mg/100g PF y se mantienen durante la conservacion dentro
de margenes estrechos, oscilando entre 4 y 5 mg de acido gélico /100g PF. En los frutos
control conservados a 12°C se aprecio una disminucion inicial a los 5 dias de conservacion
para posteriormente aumentar con la maduracién, alcanzando el mismo nivel de
compuestos fendlicos que el control inicial. La evolucion de este parametro presentd
ligeras diferencias entre tratamientos para los frutos almacenados a 4°C con tratamientos
de 1-MCP y etileno, con un aumento a los 5 dias de conservacién en los tratados y un
mantenimiento en los controles, aunque al final de la conservacion todos ellos alcanzan el
mismo valor. En la pulpa no se apreciaron diferencias significativas en el contenido de
polifenoles entre las distintas temperaturas de conservacién y los tratamientos.
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Figura 4.22. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre el
contenido en fenoles totales en la pulpa. LSDy 0s=0.5. Cada dato representa la media + SE de las
determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.
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Estado . . L
Estado L Ejemplos de mediciones indicativas del estado
fisiologico
y Explosion oxidativa, produccion creciente de los aniones de
Reaccion de . . . .
I superéxido, creciente produccién de peréxido de
alarma

hidrégeno.

Modificacién de la expresién de genes, aumento de las
Resistencia o  actividades enzimaticas antioxidantes, aumento de
aclimatacion  antioxidantes no enzimaticos, produccién de las proteinas

del choque del calor

Dafio en DNA/RNA, aumento de la peroxidacion lipidica,
" Colapso o pérdida de actividades enzimaticas antioxidantes, pérdida
agotamiento de antioxidantes no enzimaticos, aumento de la

permeabilidad de la membrana, sintomas visibles de lesion

Tabla 4.1.- Caracteristicas de la respuesta al estrés oxidativo. Toivonen 2004

4.3.2 Contenido en acido ascorbico libre

Las Figuras 4.23 y 4.24 muestran la evolucion del contenido en &cido ascérbico
libre de la piel y la pulpa respectivamente de calabacines conservados a temperaturas de
10 y 1°C y tratados con 1-MCP y etileno. En la piel, antes de iniciar el proceso de
conservacion, los calabacines presentaron 4,10 + 1,10 mg/100g PS de &cido ascorbico
libre. La conservacion a 10°C mantuvo el contenido de esta vitamina durante la primera
semana en los niveles iniciales, disminuyendo ligeramente durante la conservacién. Los
niveles de acido ascorbico en los calabacines a 10°C, fueron significativamente (p < 0,05)
mas altos durante toda la experiencia que en los frutos conservados a 1°C, sin tratar y
tratados con 1-MCP y etileno. Después de una semana de conservacién, esta vitamina en la
piel de los calabacines, alcanz6 valores de 1,47 + 0,05; 1,16 + 0,11y 1,30 + 0,22 mg de
acido ascorbico libre/100g PS en los frutos conservados a 1°C, los tratados con 1-MCP y los
tratados con etileno, respectivamente y se mantuvieron entorno a esos valores durante
todo el periodo de almacenamiento. No se aprecid ningin efecto significativo (p< 0,05) de
los tratamientos sobre los niveles de acido ascoérbico en la piel. Estos resultados coinciden
con los encontrados en otros productos hortofruticolas, tales como la patata dulce, la
banana y la pifia. Estos frutos son susceptibles de sufrir dafios por frio y se pueden
acelerar las pérdidas en ASC cuando son almacenados a bajas temperaturas (Miller,
1989).En esta situacién la destruccion de ASC puede tener lugar incluso antes de que se
detecte algun sintoma del dafio por frio.
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Figura 4.23. Efecto de la conservacién de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre el
contenido en &cido ascorbico libre en la piel. LSDy ¢s=0,94. Cada dato representa la media + SE de
las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de las muestras.

El contenido en &cido ascorbico libre de la pulpa de calabacin (Figura 4.24) fue
muy superior al contenido de la piel, situdndose los valores iniciales en 17,19 + 0,19
mg/100g PS. A 10°C, temperatura que no causa dafios por frio en calabacines, este
pardmetro se incrementé ligeramente hasta los catorce dias de conservacion.

Durante la primera semana de conservacion a 1°C sufrié una fuerte disminucion,
gue es agravada por los tratamientos y al cabo de 14 dias los niveles de vitamina C se
incrementaron significativamente. En este sentido, la vulnerabilidad de las diferentes
frutas y productos horticolas a sufrir pérdidas oxidativas de &cido ascorbico varia
enormemente entre unos y otros (Shewfelt, 1990), y la temperatura de almacenamiento
es uno de los factores poscosecha que mas va a influir en el contenido de ASC del fruto
durante su almacenamiento. Por ejemplo, en un estudio de conservacion de frutos rojos,
se observé que el contenido en ASC de fresas y ardndanos, se mantuvo practicamente
constante durante el almacenamiento a diferentes temperaturas (0, 10, 20, 30°C),
mientras que en frambuesa se detectaron pérdidas mayores conforme aumento la
temperatura de almacenamiento (Kalt et al., 1999).
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Figura 4.24. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre el
contenido en &cido ascorbico libre en la pulpa. LSDy ¢s=1,18. Cada dato representa la media + SE de
las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de las muestras.

La evolucion del contenido en é&cido ascorbico libre en la piel y la pulpa de la
chirimoya fue muy diferente a la evolucién que siguid en calabacin. En el inicio de la
experiencia, la piel presento 3,83 + 0,39 mg/100g PS de &cido ascorbico libre (Figura
4.25). Se aprecio un ligero incremento de los niveles de acido ascoérbico libre a los 5 dias
de almacenamiento con todos los tratamientos, para posteriormente disminuir hasta el
final de la experiencia. Este comportamiento podria deberse a diferentes causas, por una
parte una reaccion de estrés durante los primeros 5 dias de almacenamiento en frio, tanto
a temperatura de no dafio (12°C) como a temperatura de dafio (4°C), coincidiendo con el
estado | y Il de la clasificacion de la dindmica de las respuestas al estrés segun Toivonen
(2004). Los tratamientos con 1-MPC y etileno no modificaron la respuesta de estrés en piel
de chirimoya. La disminucién del acido ascorbico libre en piel de los frutos conservados a
12°C podria deberse a una disminucién propia de la maduracién de los frutos (Mufioz et
al., 2004), mientras que la disminucion de este parametro en la piel de los frutos
almacenados a temperatura de dafio (4°C) podria deberse al siguiente nivel de estado de
estrés (estado Ill) ya que como se vio en los parametros fisiologicos (Figuras 4.4 y 4.5),
los frutos conservados en frio no llegaron a madurar.
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Figura 4.25. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre el
contenido en &cido ascorbico libre en la piel. LSDg ¢s=0,64. Cada dato representa la media + SE de
las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

El contenido en &cido ascorbico libre en la pulpa (Figura 4.26) de la chirimoya fue
muy superior al encontrado en la piel, con niveles iniciales de 10,55 + 0,92 mg de &cido
ascorbico libre/100g PS, casi tres veces mas que en la piel (Figura 4.25). En los frutos
conservados a temperatura de no dafo (12°C), éste pardmetro mostré una evolucion
descendente, con una caida mas acusada a los 5 dias de conservacion, alcanzando al final
de la experiencia los 4,27 + 0,06 mg/100g PS. Esta disminucion se debe al proceso de
maduracion que experimenta la chirimoya ya que se suele dar en la mayoria de los frutos.
En los frutos conservados a 4°C, que como se ha indicado precedentemente, presentaron
una maduracion andémala, la evolucion del acido ascorbico libre fue diferente, ya que tras
una caida a los 5 dias de almacenamiento, en los controles y en los tratados con 1-MCP y
etileno, este parametro experimenté un aumento significativo (p < 0,05) alcanzando al
final de la experiencia 12,14 + 1,66; 15,63 + 0,11 y 18,19 + 1,18 mg de acido ascorbico
libre/100g PS, respectivamente, para los tratados con etileno, 1-MCP y control. Este
fuerte incremento de &cido ascérbico libre podria deberse a una respuesta de defensa
frente al estrés oxidativo causado por la maduracion anémala. Los tratamientos con 1-MCP
y etileno no modifican la respuesta de estrés frente al control a 4°C.
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Figura 4.26. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre el
contenido en &cido ascorbico libre en la pulpa. LSDy s=2,75. Cada dato representa la media + SE de
las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

4.3.3.-Capacidad antioxidante total en equivalentes de Trolox(TEAC)

Los valores TEAC pueden ser asignados a todos los compuestos capaces de captar el
radical anion ABTS™, por comparacion de su capacidad de captacion con la mostrada por el
Trolox (analogo hidrosoluble de la vitamina E) (Van den Berg et al., 1999). De esta forma
se da un valor cuantitativo a la capacidad antioxidante de las muestras, determinando qué
concentracion (uM) de Trolox tendria una actividad antioxidante equivalente a la del
compuesto analizado.

La capacidad antioxidante de la piel del calabacin (Figura 4.27) se incremento
significativamente (p < 0,05) en los frutos conservados a 10°C durante la primera semana
de conservacion, pasando de 15,76 + 0,91 pmol.g'1 PS al inicio de la experiencia, a casi el
doble (26,01 + 3,35 umol.g™ PS) una semana después. A esta temperatura, la capacidad
antioxidante se mantuvo elevada durante la conservacion, aunque fue disminuyendo
progresivamente, hasta alcanzar un valor de 21,41 + 1,54 umol.g™ PS después de 21 dias
de almacenamiento. Por otra parte, aunque la capacidad antioxidante de la piel de los
calabacines conservados a 1°C también se incrementd después de una semana de
conservacion, el incremento de este parametro cuando los frutos fueron tratados con 1-
MCP o etileno fue significativamente inferior a los que se mantuvieron a 1°C sin
tratamientos. Este comportamiento podria deberse a una respuesta de estrés debida a las
bajas temperaturas, coincidiendo con el estado | de la clasificacion de Toivonen (2004).
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Las diferencias observadas podrian interpretarse como un efecto protector del etileno y el
1-MCP frente a los dafios por frio o, por el contrario, los tratamientos podrian bloquear los
sistemas de defensa y disminuir por tanto la capacidad antioxidante.

Paralelamente a la produccion de especies reactivas de oxigeno, las plantas se
protegen de los efectos mediante un sistema antioxidante complejo que incluye las
sintesis de metabolitos antioxidantes como ascorbato, glutation o a-tocoferol (Mittler,
2002) e incluso se ha descrito que también las poliaminas contribuyen a incrementar la
capacidad antioxidante en situaciones de estrés (Serrano et al., 1996). Los valores TEAC
de la piel de los frutos disminuyeron progresivamente después de la primera semana a
1°C, tanto los frutos control, como los que fueron tratados previamente con 1-MCP o
etileno, llegando a valores TEAC de 11,66 + 0,8; 10,14 + 1,01 y 10,6 # 0,23 umol.g™ PS
respectivamente. Como se observa también en la evolucion de los polifenoles (Figura
4.19), esta fase se corresponderia con el estado Il de la clasificacién de Toivonen (2004),
en la que se produce la pérdida de antioxidantes no enzimaticos.
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Figura 4.27. Efecto de la conservacién de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
capacidad antioxidante TEAC (Equivalentes de Trolox umoles g™ peso seco)en la piel. LSDq ¢5=3,49.
Cada dato representa la media + SE de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos
de las muestras.

La pulpa de calabacin (Figura 4.28) presentd una capacidad antioxidante mucho
més baja que la piel y no se modificé significativamente (p < 0,05) durante la
conservacion a 10°C, ya que se mantuvo entre 2,17 + 0,28 umol.g™ PS tras la recoleccion y
2,96 + 0,52 pmol.g™ PS después de 21 dias. Por otra parte, la capacidad antioxidante de la
pulpa de los calabacines que fueron almacenados a 1°C se mantuvo en niveles similares a
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los calabacines conservados a 10°C hasta que a los 21 dias, este valor, se incrementd
significativamente (p < 0,05) llegando a 6,45 + 0,40 pmol.g™ PS. Este aumento podria ser
debido a una reaccion de estrés, que aparecidé 14 dias mas tarde que en la piel. Los
tratamientos con 1-MCP y etileno incrementaron ligeramente la capacidad antioxidante de
la pulpa.

En la bibliografia son escasos los estudios que han evaluado la actividad
antioxidante de frutos no climatéricos tratados con etileno o 1-MCP. En algunos estudios
se ha obtenido una buena correlacién (r = 0,71) entre el valor antioxidante total en
equivalentes de Trolox y su contenido en determinados compuestos antioxidantes,
encontrandose que el 71% de la capacidad antioxidante resultaba de la contribucién de los
compuestos fendlicos, y el 29% de la presencia de otros compuestos antioxidantes como
carotenoides y vitaminas entre otros (Javanmardi et al., 2003). En nuestro trabajo se
encontré que la respuesta ante el estrés provocado por bajas temperaturas en los frutos
de calabacin, fue siempre mayor en piel que en pulpa ya que es en la piel donde se
desarrolla principalmente la fisiopatia de los dafios por frio. Se encontro cierta correlacion
entre la disminucion de los compuestos antioxidantes y la disminucién de la capacidad
antioxidante total.
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Figura 4.28. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
capacidad antioxidante TEAC (Equivalentes de Trolox pmoles g* peso seco) en la pulpa.
LSDy,05=0,59. Cada dato representa la media + SE de las determinaciones hechas en cada uno de los
seis frutos de las muestras.

138



4.- RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 4.29 muestra la capacidad antioxidante en valores TEAC de la piel de
chirimoyas conservadas a 4°C, tratadas previamente con 1-MCP y etileno. La capacidad
antioxidante se incrementé significativamente (p < 0,05) en la piel de las chirimoyas
conservadas a 12°C durante la conservacién, llegando a valores TEAC de 650 + 37,35
umol.g'PS a los 12 dias. En la piel de las chirimoyas conservadas a 4°C también se
incremento su capacidad antioxidante desde la primera semana de conservacion, aunque
el incremento fue significativamente inferior que en los controles a 12°C. Este
comportamiento podria deberse al efecto de la maduracién. Los compuestos antioxidantes
que determinan la actividad antioxidante total y que se encuentran en frutas, son la
vitamina C, los compuestos fendlicos y los carotenoides. En la mayoria de los casos, los
compuestos fendlicos aumentan durante el desarrollo del fruto, para posteriormente,
disminuir o permanecer constantes durante la maduracion del mismo.
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Figura 4.29. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
capacidad antioxidante, TEAC (Equivalentes de Trolox pmoles g peso seco) en la piel.
LSDo,05=149,16. Cada dato representa la media + SE de las determinaciones hechas en cada uno de
los seis frutos de las muestras.

Aunque, como hemos comentado anteriormente, en algunos estudios se ha
obtenido una buena correlacién entre el valor antioxidante total en equivalentes de Trolox
y su contenido en determinados compuestos antioxidantes (Javanmardi et al., 2003), en
nuestro estudio, a pesar de encontrar un incremento significativo (p < 0,05) de los niveles
de TEAC de la piel de chirimoya conservada a 12°C, éste no se correlacioné con un
aumento en compuestos fenodlicos (Figura 4.21). Por lo que es probable que en la piel de
chirimoya existan algunos compuestos fenolicos que no se cuantifiguen con la técnica
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utilizada en este trabajo, o bien sean otros compuestos antioxidantes, como carotenoides,
los responsables del aumento de la capacidad antioxidante en los frutos conservados a
12°C.

En la Figura 4.30 se muestra la capacidad antioxidante en valores TEAC de la pulpa
de chirimoyas conservadas a 4°C, tratadas previamente con 1-MCP y etileno. La capacidad
antioxidante de la pulpa de chirimoya siguié un patron completamente distinto a la piel,
ya que disminuy6 considerablemente durante su almacenamiento a 12 °C, pasando de un
valor TEAC de 122.82 + 3.8 a 63.85 + 2.24 pmol.g" PS después de 12 dias de
almacenamiento. Como se ha comentado anteriormente, el desarrollo de los DF en
chirimoya consiste en alteraciones del desarrollo como, la maduracion incompleta y aroma
y sabor insuficientes. La capacidad antioxidante de la pulpa de chirimoya se mantuvo
constante en los niveles iniciales durante el almacenamiento en frio (4°C), coincidiendo
con los resultados de todos los parametros indicadores de maduracion.
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Figura 4.30. Efecto de la conservacion de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
capacidad antioxidante, TEAC (Equivalentes de Trolox pmoles g* peso seco) en la pulpa.
LSDg,05=32,64. Cada dato representa la media + SE de las determinaciones hechas en cada uno de
los seis frutos de las muestras.

Por tanto, se puede considerar que el frio afecta de forma diferente a la piel y la
pulpa de chirimoya. La piel en los frutos conservados a 12°C sufre un incremento
significativo (p < 0,05) de la capacidad antioxidante, paralelo a la maduracién y al
pardeamiento de la piel. Esta capacidad antioxidante se reduce con el frio, aunque no se
ve afectada por los tratamientos con 1-MCP y etileno. Sin embargo, el tiempo de
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almacenamiento a 12°C disminuye la capacidad antioxidante de la pulpa, al tiempo que
avanza la maduracion, mientras que la capacidad antioxidante de la pulpa de los frutos
almacenados en frio se mantiene en los niveles iniciales. Los tratamientos con 1-MCP vy
etileno no modifican los niveles TEAC.

4.4. SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Hoy dia se considera que en la maduracion y senescencia de los frutos estan
implicados procesos oxidativos (Brennan y Frenkel, 1977). La maduracién de la fruta se ha
definido como un fenébmeno oxidativo en el que se generan radicales libres o especies
reactivas de oxigeno como productos normales del metabolismo. Sin embargo, un fuerte
aumento en la concentracién de estas sustancias puede originar graves consecuencias en
los tejidos celulares de la planta, ya que pueden interaccionar y modificar casi cualquier
molécula organica con la que contacta (lipidos, hidratos de carbono y ADN), pudiendo
llevar a la muerte celular (Aruoma, 1994). El proceso de senescencia esta intimamente
relacionado con un aumento en la concentracion de radicales libres, de la misma forma
gue diversas situaciones de estrés como bajas temperaturas, herbicidas, sequia, salinidad,
etc. pueden provocar una produccién masiva de radicales libres o especies reactivas de
oxigeno, acelerando los procesos de maduracién y senescencia (Lacan y Baccou, 1998;
Scebba et al., 2001).

Para evitar estos dafios, la célula ha desarrollado en las plantas, captadores de
oxigeno o antioxidantes, vias metabdlicas de detoxificacion enzimatica y mecanismos de
reparacion. Asi, se conocen ciertos sistemas enzimaticos como la superoxido dismutasa,
peroxidasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, enzimas del ciclo ascorbato-glutation, etc.
que cumplen estos propdsitos (Halliwell, 1996). Serd por ello importante mantener un
equilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y los sistemas
antioxidantes que los eliminen del organismo.

Dentro de los sistemas de detoxificacion enziméticos, la catalasa y el ciclo
ascorbato-glutation son importantes en la captacion de H,0O, aunque sus propiedades,
necesidades y sus funciones son paralelas. Asi, la catalasa no necesita poder reductor y
tiene una gran velocidad de reaccién y una baja afinidad para el peréxido de hidrogeno
(por ello solo elimina H,0, cuando hay grandes cantidades) (Willekens et al., 1997). Por el
contrario, la ascorbico peroxidasa requiere un reductor (ascorbato) y tiene gran afinidad
para el peroxido de hidrogeno llevando a cabo captaciones de pequefias cantidades de
H,O, en localizaciones especificas. Su capacidad antioxidante es dependiente de la
severidad del estrés asi como de las especies y de su estado de desarrollo.

La ascorbato peroxidasa es por otro lado el mas importante captador de peréxido
de hidrégeno de la célula vegetal; forma parte, junto con la glutation reductasa y la
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dehidro ascorbato reductasa, del ciclo ascorbato-glutation. Se ha relacionado esta enzima
con los procesos de maduracion en Capsicum annuum, encontrandose un aumento de su
actividad en los cromoplastos del pimiento maduro (Sdnchez-Bel et al., 2012).

Las SOD catalizan la dismutacion del i6n superéxido 0% a H,0, (Bowler et al., 1994;
Van Camp et al., 1994) protegiendo a las células de los efectos téxicos de este ion
producido en diferentes lugares celulares. Se ha podido comprobar la influencia de esta
enzima en los procesos de senescencia de ciertos frutos durante el almacenamiento. En
efecto, se ha encontrado que la vida comercial Gtil de algunas variedades de melén esta
relacionado con los niveles de los enzimas antioxidantes SOD, catalasa y peroxidasa.

4.4.1.- Evolucién de la actividad catalasa

La enzima catalasa es uno de los sistemas mas eficientes para la eliminacion de los
radicales libres de oxigeno (Scandalios, 1993). Se encuentra principalmente en las
mitocondrias y peroxisomas y cataliza la reaccion de transformaciéon del perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno molecular. Se ha descrito que durante el desarrollo de la
fisiopatia de los dafios por frio, esta enzima es una de las primeras en activarse como
respuesta al estrés oxidativo. De hecho, la activacion de la isoforma CAT1 se ha postulado
como la clave de la activacion de los sistemas antioxidantes enzimaticos para responder al
estrés oxidativo (Sevillano et al., 2009).

En la piel del calabacin (Figura 4.31A) se registrdé una activacion de la actividad
catalasa como respuesta al estrés oxidativo inducido por bajas temperaturas. Esta
activacion se potencié con los tratamientos, 1-MCP y, especialmente, con etileno. El perfil
de actividad catalasa en este tejido, mostr6 un aumento a partir de 7 dias de
conservacion, que alcanz6 un valor maximo una semana después, disminuyendo a
continuacion hasta el dia 21. Concretamente, las muestras almacenadas a 1°C pasaron de
187,44 + 12,02 UE/mg proteina en el inicio de la conservacion, a 787,50 + 126,3 UE/mg
proteina, al cabo de 14 dias. El tratamiento con etileno origind un maximo de
1506,14 + 200 UE/mg proteina el dia 14, frente a las 187,44 + 12,02 UE/mg proteina
iniciales. En las muestras control a 10°C la actividad se mantuvo baja hasta el dia 14,
aumentando al final de la experiencia, debido probablemente a que ya se encontraban en
fase de senescencia. A los 21 dias la actividad catalasa de todas las muestras fue similar,
en torno a 800 UE/mg proteina.

El perfil de la actividad catalasa en piel de calabacin se ajusta a la dinamica de las
respuestas al estrés propuesta por Toivonen (2004), ya que la primera semana coincidiria
con el estado | o fase de alarma en la que se producen ROS y como consecuencia, se inicia
un sin numero de modificaciones en el metabolismo celular, incluyendo el aumento de la
actividad catalasa, llegando al maximo de actividad una semana después que coincidiria
con el Estado II.
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El paralelismo que se observa entre el perfil de los dafios por frio en piel de
calabacin a la salida de camara de 1°C (Figura 4.3A), con el perfil de la actividad catalasa
(Figura 4.31A) hace pensar que la accion de la catalasa en este tejido apuntaria mas a
que la actividad fue una respuesta defensiva de la piel como consecuencia del dafio, y no
una accion preventiva, dado que la mayor actividad no se correlacioné con menor dafio, o
mayor tolerancia al frio. Por otro lado, la actividad catalasa en la piel de los frutos que
fueron tratados previamente con 1-MCP o etileno fue maéas elevada que en los frutos
control a 1°C, coincidiendo con un nivel de DF més severo. Por tanto, los tratamientos
agravan los DF en este tejido ya que si tuvieran algun efecto positivo en los mecanismos
de defensa antioxidante, seria de esperar un paralelismo entre la disminucion de DF
asociado a mayor actividad catalasa. Por el contrario, en ensayos realizados por otros
autores sobre DF en pimiento y kiwi pusieron de manifiesto el efecto positivo de los
tratamientos aplicados para reducir los dafios. En estos casos se produjo una mayor
actividad de enzimas detoxificantes como catalasa y peroxidasa asociada a la reduccion de
los sintomas del estrés por frio (Lim et al., 2009; Yang et al., 2012).

Al final de la conservacion la actividad disminuy6 a pesar de que los dafios fueron
méas notorios. En ese momento también fue importante el porcentaje de salida de
electrolitos (Figura 4.15). Todo esto apunta a un alto grado de deterioro de los tejidos y
la desorganizacion estructural, como consecuencia del dafio, y la incapacidad de los
mismos para responder de manera defensiva al estrés oxidativo derivado del exceso de
radicales y especies reactivas de oxigeno, coincidiendo con el estado Ill de la dindmica de
las respuestas al estrés propuesta por Toivonen (2004), en el que el sistema es
sobrepasado y ocurre dafio celular y subcelular.

El efecto de los tratamientos sobre la actividad catalasa fue patente en la pulpa de
calabacin (Figura 4.31B). La aplicacién de 1-MCP y etileno produjo un aumento de la
actividad catalasa a los 7 dias de conservacion a 1°C, desde 15,67 + 3,04 UE/mg proteina
al inicio de la conservacion hasta 108,45 + 9,66 UE/mg proteina los frutos tratados con 1-
MCP, y hasta 124,27 + 28,51 UE/mg proteina los tratados con etileno. Estos niveles de
actividad se mantuvieron estables a partir de los 7 dias y durante todo el tiempo de
conservacion. En los frutos control almacenados a 1°C, el aumento de la actividad catalasa
fue paulatino y continu6 hasta los 21 dias de conservacién. Asi pues, la pulpa de los frutos
no tratados y almacenados a 1°C mostraron una respuesta frente al estrés por bajas
temperaturas mas tardia que los tratados.

Por tanto, podriamos decir que en esta experiencia se detectd actividad catalasa
tanto en piel como en pulpa de calabacin, aunque los valores en piel fueron mucho mas
elevados. Durante el almacenamiento de este fruto se produjo un estrés oxidativo, que se
vio reflejado en un aumento de la actividad catalasa.
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Figura 4.31. Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
actividad catalasa en piel (A) LSDg 05-187,9, y en pulpa (B) LSDy 0s=28,01. Cada dato representa la
media # SE de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

En la experiencia realizada con chirimoya solo se obtuvo actividad catalasa en
pulpa, no siendo detectable en piel (Figura 4.32). Los frutos control a 12°C mostraron un
maximo de 141,46 + 1,44 UE/mg proteina a los 8 dias de conservacion, lo que supuso un
incremento entre 3 y 4 veces superior respecto a los valores iniciales. El perfil de
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actividad fue paralelo al encontrado para la produccion de etileno (Figura 4.8),
coincidiendo ambos maximos el dia 8, y es un reflejo de la capacidad celular para reducir
el contenido en radicales libres que acompafia a los procesos de envejecimiento y
senescencia.

La actividad catalasa aument6 a lo largo del periodo de conservacion en la pulpa
de las chirimoyas conservadas a 4°C, tratadas o no, siendo mayor la actividad catalasa de
los frutos tratados con 1-MCP. Al final de la experiencia en los frutos control conservados
a 4°C se detectd la actividad mas alta, de 196,41 UE/mg proteina.
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Figura 4.32.Efecto de la conservacién de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
actividad catalasa en pulpa. LSD, ¢s=75. Cada dato representa la media * SE de las determinaciones
hechas en cada uno de los seis frutos de las muestras.

Como ya se expuso anteriormente, en las chirimoyas no fueron visibles los sintomas
caracteristicos de los dafios por frio ni en la piel ni en la pulpa. Teniendo en cuenta los
resultados de actividad catalasa encontrados en la pulpa, se puede pensar en la posible
contribucion de esta enzima para rebajar el estrés oxidativo. El hecho de que no se haya
registrado actividad catalasa en piel apuntaria a la participacion predominante de otras
enzimas detoxificantes en este tejido, para prevenir los sintomas de los dafios por frio.

Estos resultados obtenidos en las experiencias realizadas en la presente Memoria,
concuerdan con los encontrados por otros autores que han estudiado la respuesta de los
sistemas antioxidantes frente al estrés oxidativo. Asi se ha podido comprobar que otros
mecanismos que producen estrés oxidativo con formaciéon de radicales libres en el fruto,
tales como la exposicion a radiaciones ultravioletas o al agente oxidante clorhidruro de
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2,2 -diazo-(2-aminopropano), producen una mejora o aumento de la actividad de los
sistemas de defensa antioxidantes enzimaticos tales como superoxido dismutasa, catalasa,
ascorbato peroxidasa, guayacol peroxidasa y glutation reductasa (Jain et al., 2003). En
otros estudios sobre calabacin almacenado a bajas temperaturas se encontré un aumento
de la actividad catalasa durante todo el almacenamiento (Gualanduzzi et al., 2009), y en
experiencias sobre conservacion de melon (Lacan y Baccou, 1998), se concluyd que la alta
relacion SOD/catalasa es importante y que la accién conjunta de ambas enzimas retrasa la
senescencia del melén.

4.4.2.- Evolucion de la actividad peroxidasa

La peroxidasa es una hemoproteina que tiene como mision transformar el peroxido
de hidrégeno formado por la SOD en agua y en oxigeno, liberando asi a la célula vegetal
de un producto fitotdxico. En frutos se ha descrito un incremento de esta enzima durante
la maduracion de ardndanos (Miesle et al., 1991) papaya (Silva et al., 1990) melocotones
(Quesada et al., 1992) tomates y peras, (Frenkel, 1972) y uvas (Calderén et al., 1995) y en
la senescencia durante el almacenamiento de melén (Lacan y Baccou, 1998).

En la Figura 4.33 se muestra la evolucion de la actividad peroxidasa en calabacin.
En la piel (Figura 4.33A) se observé una activacion de esta enzima como respuesta a un
estrés por bajas temperaturas en los frutos almacenados a 1°C, pero en mayor medida en
las frutos no tratados. La piel de los frutos control almacenados a 1°C presentaron un
méaximo de actividad a los 14 dias de conservaciéon con 42,69 + 10,38 UE/mg proteina; a
partir de ese punto, la actividad disminuy6 (26,86 + 9,5 UE/mg proteina). En el caso de los
frutos tratados con 1-MCP y etileno, la evolucién en el tiempo de la actividad peroxidasa
en piel fue comparable a la de los frutos control, aunque los valores fueron ligeramente
mas bajos, con maximos de actividad a los 14 dias de 31,58 + 7,49 y 26,47 + 6,95 UE/mg
proteina, para los frutos tratados con 1-MCP y etileno, respectivamente. También se
observé un aumento de la actividad peroxidasa en la piel de los frutos control
almacenados a 10°C, lo que indica que el traslado de las muestras desde temperatura
ambiente a la temperatura de conservacion, aunque ésta sea 10°C (temperatura a la que
no se desarrollan dafios por frio), pudo provocar un estrés en el fruto que se tradujo en un
estrés oxidativo y un aumento de la actividad peroxidasa.

La actividad peroxidasa en pulpa de calabacin (Figura 4.33B) al principio de la
conservacion fue muy baja (0.05 + 0,012 UE/mg proteina) y aumentdé al someter los
calabacines a temperaturas de dafio, mostrando un maximo de actividad a los 21 dias de
conservacion (5,41 +1,61; 4,74 £ 2,97; y 1,81 + 1,41 UE/mg proteina en los frutos control,
tratados con 1-MCP y etileno, respectivamente). También en la pulpa, al igual que en la
piel, los frutos control conservados a 10°C presentaron un ligero aumento de actividad
peroxidasa, aunque en mucha menor medida que los sometidos a bajas temperaturas. De
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nuevo los niveles de actividad peroxidasa en piel de calabacin fueron mucho més altos que
en la pulpa.
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Figura 4.33.Efecto de la conservacion de calabacin a 10°C de frutos control y a 1°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 48 h a 20°C sobre la
actividad peroxidasa en piel (A) LSDy s-9,68, y en pulpa (B) LSDg 0s=1,50. Cada dato representa la
media # SE de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de la muestra.

Los resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores al estudiar la
conservacion de calabacin a bajas temperaturas (Gualanduzi et al., 2009; Wang et al.,
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1995). También se ha visto un aumento de la actividad peroxidasa por bajas temperaturas
en otros frutos como mango (Zauberman et al., 1988), pepino (Abeles et al., 1992) y
aguacate (Van Lelyveld et al., 1984).

Asi pues en los frutos almacenados a bajas temperaturas se produjo un estrés
oxidativo, que se vio reflejado en un aumento de la actividad catalasa y peroxidasa en la
piel. En este tejido, los frutos almacenados a 10°C presentaron un incremento de la
actividad peroxidasa aunque, este incremento fue menos intenso que el de la actividad
catalasa.

En chirimoya la actividad peroxidasa fue detectable en piel y pulpa, y al igual que
ocurria en calabacin, fue mayor en piel (Figura 4.34), estando comprendida entre 0.46 +
0,41y 1,39 £ 0,007 UE/mg proteina en pulpa, frente a 29,48 + 7,60 y 118 + 44,86 UE/mg
proteina en la piel.

En la piel de los frutos conservados a 4°C se observé un maximo el dia 5 seguido de
una disminucion dréstica (Figura 4.34A). Los frutos control a 12°C mostraron un aumento
de actividad el dia 5, manteniéndose 3 dias mas, y disminuyendo hasta los niveles iniciales
al final de la conservacion. Los tratamientos con 1-MCP y etileno mantuvieron la actividad
peroxidasa en piel de chirimoya practicamente constante durante toda la experiencia.

A pesar de las diferencias entre los valores de actividad en la piel de los frutos
sometidos a los diferentes tratamientos, en la mayoria de los casos, las diferencias no
fueron significativas (p < 0,05). Es por ello dificil pensar que esta enzima antioxidante
juegue un papel importante en los procesos de detoxificacion y en el mantenimiento del
estado oxidativo celular de la piel de chirimoya, como tampoco lo fue la catalasa en este
tejido.

El perfil de la actividad peroxidasa en pulpa de chirimoya (Figura 4.34B) fue
similar en todos los frutos conservados a baja temperatura, tratados o no, encontrdndose
una disminucién acusada al principio de la conservacion para aumentar posteriormente
hasta el final de la misma,especialmente en los tratados con 1-MCP y los mantenidos a
4°C. Por el contrario, los controles a 12°C mostraron una disminucién gradual desde 1,39 £
0,007 UE/mg proteina el dia 0, hasta 0,93 + 0,027 UE/mg proteina el dia 12. EI aumento
de las actividades peroxidasa y catalasa conjuntamente como respuesta a un estrés
oxidativo, conlleva una disminucion del peroxido de hidrégeno producido y, por tanto un
incremento de la tolerancia hacia los dafios por frio. Tanto la catalasa como la peroxidasa,
que se localizan en distintos organulos celulares, eliminan el H,0, generado por el estrés
inducido por las bajas temperaturas. Su capacidad antioxidante es dependiente de la
severidad del estrés, asi como de las especies y de su estado de desarrollo (Willeken et
al., 1997).

148



4.- RESULTADOS Y DISCUSION

180 - —e—12°C A
& 160 { —m-4°C
[}
o Etileno
£ 120 A
N
L
2 100
3
fé‘ 80 A
x
o 60
(O]
[a
T 40 1
S
E’ 20 -
0 T T 1
0 5 10 15
Dias totales de conservacion
1,60 -
’é\ B
‘g 1,40
°
o 1,20
(@)]
e
N 1,00
2
S 0,80
©
o
S 0,60 1 —e—120C ;
[)
S 0,40 { T 4°C -
3 —4—1-MCP
% 0,20 1 Etileno
< 0,00 : : .
0 5 10 15
Dias totales de conservacion

Figura 4.34. Efecto de la conservacién de chirimoya a 12°C de frutos control y a 4°C de frutos
control y tratados con 1-MCP o etileno tras el reacondicionamiento durante 24 h a 20°C sobre la
actividad peroxidasa en la piel (A) LSDg 05=0,17, y en la pulpa (B)LSD, 0s=2,25. Cada dato representa
la media £ SE de las determinaciones hechas en cada uno de los seis frutos de las muestras.
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Sintomas visibles y fisiologicos de dafos por frio
1.

La conservacion de calabacines y chirimoyas a temperatura de DF retardd la pérdida de
peso de los frutos en relacion a la temperatura de no dafio. La transferencia de los
calabacines a 20°C acelerd la deshidratacion de los frutos. La pérdida de peso en los frutos
de chirimoya fue inferior que en el calabacin, debido a las diferencias en el espesor de la
piel y la estructura de la corteza. Los tratamientos con 1-MCP y etileno no afectaron a la
deshidratacion de calabacin ni de chirimoya.

2.

Los calabacines conservados a 10°C no presentaron sintomas visibles de dafios por frio
(DF). Los primeros sintomas visibles en los calabacines conservados a 1°C se detectaron a
partir de los 12 dias siendo incluso superiores los sintomas en los frutos tratados con
1-MCP o etileno. Después de 19 dias de conservacion a 1°C, todos los frutos, tratados o no,
alcanzaron niveles de dafio del 90%. El reacondicionamiento a 20°C agravo los DF. Los
tratamientos con 1-MCP y etileno, previos a la conservacion a 1°C de frutos de calabacin,
parecen no tener efecto o incluso agravar los sintomas de DF, mas que proteger frente a
este factor de estrés.

3.

Las chirimoyas conservadas a 12°C no presentaron sintomas visibles de DF y desarrollaron
un patrén de maduracion normal. La conservacion de chirimoyas a 4°C no provoco
manifestaciones visibles de dafios por frio ni en la piel ni en la pulpa. Incluso los frutos
conservados a 12°C presentaron un pardeamiento mas acusado que los conservados a 4°C,
debido a los sintomas caracteristicos de la maduracion y senescencia de este fruto. El
tratamiento con etileno potencid, aunque de forma irregular, el pardeamiento de los
frutos, por lo que éste factor no se considerd buen marcador de DF. Es destacable que los
frutos conservados a 4°C no presentaron una maduracién normal a pesar de haber sido
recolectados en su estado Optimo de madurez fisiologica. La evolucion durante la
conservacion a 4°C, de los niveles de sélidos solubles y acidez, confirmaron que los dafios
por frio en chirimoya se manifiestan en una maduracion anémala.

4.

En el caso del calabacin, fruto no climatérico, no se puede afirmar que exista una relacion
entre la produccién de etileno y el desarrollo de DF, ya que el incremento en la
produccién de etileno que se observd fue similar con todos los tratamientos, siendo
incluso més elevada en el control a 10°C, donde no se detectaron dafios por frio. Por otro
lado, la produccion de etileno de chirimoyas, fruto climatérico, conservadas a 12°C
presentd el patrén tipico para este fruto, con una crisis etilénica muy intensa y en un
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intervalo muy corto de tiempo. Cuando las chirimoyas fueron almacenadas a 4°C y
tratadas con 1-MCP, se provocéd la inhibicion de la sintesis etileno. Sin embargo, la
evolucion durante la conservacion de las chirimoyas 4°C, de los sélidos solubles, acidez y
pH reflejan una maduracién anémala con todos los tratamientos. Por tanto, no parece que
el etileno tenga una accion directa sobre el desarrollo de los DF en chirimoya.

5.

Los sintomas de DF en calabacin no se manifestaron en el color de los frutos, ya que no se
observaron ni pardeamiento ni amarillamiento de la piel, sintomas caracteristicos del
desarrollo de esta fisiopatia. Ni la temperatura de conservacion (1°C y 10°C) ni los
tratamientos con 1-MCP o etileno, previos a la conservacion afectaron al color del
calabacin. En chirimoya, la evolucion durante la conservacién de los pardmetros L, ay b
confirmaron las diferencias en el patrén de maduracién de los frutos entre las dos
temperaturas de conservacion (4°C y 12°C), ya que una de las caracteristicas del proceso
de maduracion normal en chirimoya es el pardeamiento de la piel, que se obserbé a 12°C,
mientras que no se manifestd en los frutos conservados a 4°C.

Estado oxidativo e integridad de las membranas celulares

6.

Las membranas celulares de la piel de los calabacines conservados a 10°C mantuvieron su
estructura intacta durante todo el tiempo de conservacion presentando valores de salida
de electrolitos practicamente constantes. En cambio, se aprecié un aumento significativo
de la salida de electrolitos en la piel de todos los frutos a los 21 dias a 1°C,
independientemente del tratamiento aplicado (control, 1-MCP, etileno), lo que parece
indicar, que los tratamientos no tienen efecto sobre la degradacion de la estructura de las
membranas provocada por la conservacion en frio. En pulpa se observé una evolucién
similar pero menos intensa, por lo que se podria afirmar que la piel es mas susceptible a
los DF que la pulpa. Las chirimoyas conservadas a 12°C presentaron mayor salida de
electrolitos que cuando se almacenaron a 4°C (tratados o no), confirmandose que a 12°C,
en chirimoya ocurre la desestructuracién de las membranas tipico del proceso de
maduracién que no llega a ocurrir a 4°C.

7.

La peroxidacion lipidica aumentd en todos los calabacines sometidos a bajas
temperaturas, tanto en piel como en pulpa, aunque fue superior en pulpa. El tratamiento
con etileno provoco un considerable incremento de MDA en la pulpa durante la
conservacion, confirmando que este tratamiento previo a la conservacion en frio, mas que
proteger, agrava los DF. La peroxidacién lipidica en la piel de las chirimoyas aumentd de
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forma acusada en los frutos conservados a 12°C mientras que, igual que ocurria con la
salida de electrolitos, no se observo a 4°C. Sin embargo, mientras que el tratamiento con
etileno acelera la peroxidacion lipidica en chirimoya, el tratamiento con 1-MCP favorece
la estabilizacion de las membranas celulares.

Sistemas antioxidantes no enzimaticos

8.

El contenido en compuestos fendlicos en la piel de los calabacines se increment6 durante
la primera semana de conservacién en frio, tanto a 10°C como a 1°C, que coincidiria con la
fase de alarma frente al estrés debido al almacenamiento en frio. Los compuestos
fenolicos disminuyeron en la piel de los calabacines conservados a 1°C a medida que
aumenté el periodo de almacenamiento y, especialmente, si fueron tratados con 1-MCP o
etileno. El contenido en compuestos fendlicos en la piel de la chirimoya disminuy6
gradualmente en los frutos almacenados a 12°C como consecuencia de la maduracion
normal. En los frutos conservados a 4°C tratados previamente con etileno, los niveles de
polifenoles disminuyeron significativamente tras cinco dias de conservacion. La pulpa,
tanto de calabacin como de chirimoya, mostré menos sensibilidad que la piel a los efectos
de las temperaturas y los tratamientos sobre el contenido en fenoles totales.

9.

Los niveles de &cido ascorbico libre en la piel de los calabacines fueron significativamente
maés altos durante toda la experiencia en los frutos conservados a 10°C que a 1°C. No se
aprecio ningun efecto significativo de los tratamientos sobre los niveles de acido ascorbico
en la piel. La piel de chirimoya conservada a 4°C present6 un fuerte incremento de acido
ascorbico libre, que podria deberse a una respuesta de defensa frente al estrés oxidativo
causado por la maduracion anémala. Los tratamientos con 1-MCP y etileno no modificaron
los niveles de acido ascorbico frente al control a 4°C. El contenido en acido ascorbico libre
de la pulpa de calabacin y de chirimoya fue muy superior al contenido de la piel.

10.

Las temperaturas de DF redujeron la capacidad antioxidante de la piel de ambos frutos
respecto a la temperatura de no dafo. A lo largo de la conservacion en la piel de los
calabacines conservados a 1°C con o sin tratamiento, se redujo la capacidad antioxidante.
En la piel de las chirimoyas conservadas a 4°C se incrementd la capacidad antioxidante,
aunque menos que a 12°C.

La temperatura de DF afect6 de forma muy diferente a la pulpa, ya que en calabacin se
incremento la capacidad antioxidante con el tiempo de conservacion a temperatura de DF
y, en chirimoya se mantuvo constante en los niveles iniciales durante el almacenamiento
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en frio (4°C), coincidiendo con los resultados de todos los pardmetros indicadores de
maduracion.

Sistemas antioxidantes enzimaticos

11.

Tanto en piel como en pulpa de calabacin se registr6 una activacién de la actividad
catalasa como respuesta a las bajas temperaturas, aunque en piel los niveles de esta
enzima fueron mas elevados. Esta activacion se potencidé con los tratamientos, 1-MCP vy,
especialmente, con etileno. El paralelismo que se observa entre el perfil de los dafios por
frio en piel de calabacin a la salida de camara de 1°C con el perfil de la actividad catalasa
hace pensar que la accion de la catalasa en este tejido apuntaria a una respuesta
defensiva de la piel como consecuencia del dafio, y no una accién preventiva, dado que la
mayor actividad no se correlacioné con menor dafio, o mayor tolerancia al frio.

12.

En chirimoya solo se obtuvo actividad catalasa en pulpa, no siendo detectable en piel. A
12°C, el perfil de la actividad catalasa fue paralelo al encontrado para la produccion de
etileno, reflejando la capacidad celular para reducir el contenido en radicales libres que
acompafia a los procesos de envejecimiento y senescencia. Se podria pensar en la posible
contribucion de esta enzima para rebajar el estrés oxidativo. El hecho de que no se haya
registrado actividad catalasa en piel apuntaria a la participacion predominante de otras
enzimas detoxificantes en este tejido, para prevenir los sintomas de los dafios por frio.

13.

En piel de calabacin se observd una activacion de la actividad peroxidasa en los frutos
almacenados tanto a 10°C como a 1°C, probablemente como consecuencia de un estrés
oxidativo provocado por las bajas temperaturas. Los tratamientos con 1-MCP y etileno
redujeron ligeramente la actividad peroxidasa en este tejido. De nuevo los niveles de
actividad peroxidasa en piel de calabacin fueron mucho maés altos que en la pulpa.

14.

A pesar de las diferencias entre los valores de actividad en la piel y en la pulpa de las
chirimoyas sometidas a los diferentes tratamientos, en la mayoria de los casos, las
diferencias no fueron significativas. Es por ello dificil pensar que esta enzima antioxidante
juegue un papel importante en los procesos de detoxificacién y en el mantenimiento del
estado oxidativo celular de la chirimoya.
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