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RESUMEN

EL ESCALDADO SUPERFICIAL EN PERA “BEURRE D’ANJOU”:
ETIOLOGIAY DESARROLLO DE SISTEMAS DE CONTROL

Las recientes directivas europeas que han prohibido el uso de productos
quimicos para controlar el escaldado superficial han generado un problema importante
para el sector de la pera. Considerando este reto, esta tesis ha tenido como objetivo
determinar los mecanismos fisiologicos y bioquimicos implicados en el desarrollo del
escaldado superficial en peras “Beurré d’Anjou” y definir sistemas de control mediante
estrategias alternativas al uso de antiescaldantes tradicionales. Los resultados referentes
al primer objetivo mostraron que el modelo generalmente utilizado en manzanas para
explicar la relacion entre la madurez a la cosecha y la incidencia de escaldado
superficial no puede extrapolarse a las peras. Tanto en pera “Beurré d’Anjou”como en
“Packham’s Triumph”, los frutos inmaduros fueron menos propensos a desarrollar
escaldado que los frutos maduros. Se mostr6 ademéas que el escaldado se manifiesta
cuando se sobrepasa un umbral critico de trienos conjugados, que es dependiente del
cultivar y que el contenido de &cido ascorbico podria ser un marcador interesante para
predecir la sensibilidad de la pera en conservacion. De los tratamientos alternativos
evaluados, los unicos que inhibieron el escaldado fueron el 1-MCP y las atmosferas con
bajo oxigeno. Sin embargo, el 1-MCP impidi6 el normal ablandamiento de los frutos, y
la combinacion de bajo O,y alto CO> provoco el desarrollo de cavernas internas. Para
limitar los problemas citados con 1-MCP se decidié optimizar los protocolos con ajustes
en el manejo de la temperatura o con tratamientos combinados con etileno. Si bien estas
estrategias lograron modular el efecto del 1-MCP en distinto grado, el desarrollo de
escaldado superficial fue un factor limitante. ElI almacenamiento con mayores
concentraciones de O y la aplicacion de bajas dosis de 1-MCP redujeron
significativamente el desarrollo de escaldado con respecto al control, sin embargo, no
evitaron el desarrollo de cavernas.

Palabras Clave: Pyrus communis - Beurré d’Anjou - a-farneseno- trienos conjugados-
escaldado superficial- etileno- capacidad antioxidante -  1-metilciclopropeno -
atmosferas controladas.
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ABSTRACT

SUPERFICIAL SCALD IN "BEURRE D’ANJOU" PEAR: ETIOLOGY AND
DEVELOPMENT OF CONTROL SYSTEMS

Recent European Directives that have banned the use of chemicals to control
superficial scald have generated an important problem to the pear sector. Considering
this challenge, this thesis has aimed to determine the physiological and biochemical
mechanisms involved in the development of superficial scald in pears "Beurre d'’Anjou”
and define control systems by using alternative strategies to traditional chemical
products. The results concerning to the first objective showed that the model generally
used on apples to explain the relationship between maturity at harvest and superficial
scald incidence can not be extrapolated to pears. Both "Beurre d'Anjou” and "Packham's
Triumph™ unripe fruits were less likely to develop scald than mature fruits. It was
further shown that superficial scald occurs when a critical threshold of conjugated
trienes, which is dependent on the cultivar, is exceeded and that the ascorbic acid could
be an interesting marker for predicting pear sensitivity during storage. Of all alternative
treatments evaluated, the only that inhibited scald were 1-MCP and storage at low
oxygen atmospheres. However, 1-MCP prevented the normal softening of fruits, and the
combination of low O2 and high CO2 caused the development of internal caverns. To
limit these problems with 1-MCP, it was decided to optimize protocols with adjustments
of temperature management or combined treatment with ethylene. While these
strategies managed to modulate the effect of 1-MCP in varying degrees, the
development of superficial scald was a limiting factor. Storage with higher O
concentrations and application of low doses of 1-MCP significantly reduced scald
development compared to control, however, did not prevent the development of
caverns.

keywords: Pyrus communis - Beurré d”Anjou - a-farnesene - conjugated trienols -
superficial scald - ethylene - antioxidant capacity - 1-methylciclopropene - controlled
atmosphere



CAPITULO 1.

INTRODUCCION GENERAL



1.1.  Peras: contexto mundial y regional e importancia de la variedad estudiada

La Produccion Mundial de pera alcanzé los 23 millones de toneladas en el afio
2012, siendo China el mayor productor con 16 millones de toneladas (69% del volumen
total). La produccion, en millones de toneladas, de Estados Unidos, Argentina e Italia es
0,77; 0,70 y 0,64, respectivamente. EI 81% de la produccién total se destina al consumo
en origen, 8% al comercio entre naciones (exportacién - importacion) y el 11% al
procesamiento industrial (World Apple and Pear Association Report, 2015).

En Argentina, la region productora de pera se concentra en los Valles de Rio Negro
y Neuquén y Rio Negro, que aportan el 85% de la oferta nacional y el Valle de Uco, que
aporta el 14%. El 50% de la produccion nacional es del cultivar William's y el 30% de
Packham's Triumph. Les sigue el cultivar Beurré d’Anjou con el 11%, mientras que Red
Bartlett y Red D'Anjou suman el 6% y Abate Fetel el 2% del volumen producido
(Sanchez y Villarreal, 2013). Argentina es el principal exportador de peras con 0,46
millones de toneladas; le sigue en orden de importancia China con 0,43 millones de
toneladas y la Union Europea con 0,26 millones de toneladas. Rusia es el principal pais
importador con un volumen de 0,37 millones de toneladas, seguido por la Union
Europea con un volumen muy cercano (0,36 millones de toneladas) (Valenciano et al.,
2012).

Fotografia 1.1. Peras “Beurré d’ Anjou”

El cultivar Beurré d’Anjou, tiene un fruto piriforme, de tamafio medio a grande, de
270 a 285 gramos de peso, de 85 mm de altura y 80 mm de calibre. EI pedunculo es
corto, grueso y algo carnoso, hendido en el apice. La epidermis es fina y delicada, de
color verde claro, con numerosas lenticelas bien visibles. (Fotografia 1). La pulpa es de
color blanco cremoso, de textura mantecosa y ligeramente granulada. La floracion se
produce a final de setiembre y el fruto alcanza la madurez a final de enero, cuando el
mismo cuenta con un promedio de 129 dias de edad y la firmeza de la pulpa ha caido a
68,9 - 73,4 N, los sdlidos solubles superan el 10-11%, la acidez malica es de 3,5-4 g/l y
el almidon se ha degradado en un 20 a 25% (Benitez, 2001).

Las peras “Beurré d’ Anjou” toleran muy bien el almacenamiento refrigerado (-1 °C
a -0,5 °C) tanto en atmdsfera convencional (de 5 a 7 meses), como en condiciones de
atmosfera controlada (AC) que puede prolongarse hasta 10-11 meses (Benitez, 2001).
Las peras de este cultivar son altamente susceptibles al desarrollo de escaldado
superficial, cualquiera sea la atmosfera bajo la cual se conserven (Chen et al., 1993). En
la region de Alto Valle de Rio Negro esta fisiopatia constituye la principal limitante



para la conservacion prolongada y la comercializacion de peras y manzanas (Benitez y
Calvo, 2002). En ensayos realizados en la region se observd que la incidencia de
escaldado en peras “Beurré d’Anjou” sin tratamiento con antiescaldante fue de 100%
tras 9 meses de almacenamiento en atmdsfera convencional (Calvo et al., 2002). Aun en
condiciones de conservacion en AC, este desorden afecto a méas del 80% de los frutos
(Candan y Calvo, 2009).

1.2.  Elescaldado superficial
1.2.1. Generalidades y Sintomas

El escaldado superficial es un desorden fisioldgico de postcosecha que afecta la
calidad de las manzanas [Malus sylvestris (L.) Mill var. doméstica (Borkh.) Mansf.],
peras Europeas (Pyrus communis L.) y peras asiaticas (Pyrus serotina Redh.) en todas
las zonas productoras del mundo y que puede originar elevadas pérdidas econémicas
(Soria y Recasens, 1997). Los sintomas se caracterizan por un pardeamiento de la
superficie del fruto sin comprometer la pulpa (Fotografia 2). Durante los estadios
iniciales las células hipodérmicas empiezan a colapsarse y, a medida que la severidad de
este desorden se incrementa, las células epidérmicas y corticales pueden verse
afectadas, mientras que la superficie de la fruta se torna rugosa y/o con pequefias
depresiones. A medida que el desorden aumenta en severidad, se incrementa tanto el
oscurecimiento del color como el &rea afectada (Soria y Recasens, 1997). Su aparicion
generalmente ocurre después de un periodo prolongado de almacenamiento a bajas
temperaturas y se manifiesta después de la exposicion a temperatura ambiente por un
determinado tiempo. En la gran mayoria de las variedades el dafio se manifiesta después
de un periodo minimo de tres a cuatro meses de almacenamiento refrigerado (Ingle y
D’Souza, 1989).

Fotografia 1.2. Peras “Beurré d’ Anjou” con sintomas de escaldado superficial

1.2.2. Causas del desorden

El escaldado superficial es un problema complejo; ain no se conoce en forma
fehaciente el mecanismo bioquimico que lo ocasiona (Soria y Recasens, 1997), pero en
general se acepta que el estrés oxidativo es una de sus causas (Whitaker, 2004). Murray
et al., (1964) postularon que el dafio observado en manzanas se deberia al compuesto -
farneseno (2,6- dimetil-10 metilen-2,6,11 dodecatrieno), un sesquiterpeno de origen



natural, componente de la cuticula cerosa y producido por la epidermis del fruto.
Posteriormente Huelin y Coggiola (1968) demostraron que el escaldado estaba mas
relacionado con compuestos derivados de la oxidacion del a-farneseno (AF), los trienos
conjugados (CTols), que con la cantidad de dicho metabolito presente en el tejido.

En el desarrollo de esta fisiopatia intervienen diferentes etapas que comienzan en
precosecha con la sintesis de los precursores del a-farneseno en la piel (Soria y
Recasens, 1997). La conversion de precursores a a-farneseno ocurre después de la
cosecha y luego, estos compuestos son oxidados. Los principales productos de esta
oxidacion son isémeros del 2,6,10-trimetildodeca-2,7,9,11,tetraen-6-ol, comunmente
Ilamados trienos conjugados (Whitaker y Solomos, 1997). Los trienos conjugados
permanecen en la cuticula dado que son no-volatiles, y luego se oxidan liberando uno o
mas volatiles toxicos para la planta (Filmer y Meigh, 1971; Mir et al., 1999). Dentro de
ellos se encuentra el formaldehido, acetaldehido, acetona, metil-etil cetona, metil-vinil
cetona, piruvaldehido y 6-metil-5-hepten-2-ona (MHQO). Se sugirié que el MHO,
compuesto altamente lipofilico, era el agente toxico primario. En la segunda fase del
desarrollo de la escaldadura, los trienos conjugados oxidan los polifenoles asi como los
lipidos de las membranas celulares de la epidermis, lo que provoca alteraciones
crecientes que desencadenan la muerte celular. Las células epidérmicas se tornan
marrones y luego mueren dejando zonas oscuras en la piel (Lurie y Watkins, 2012).

Un efecto importante del frio es inducir la sintesis de a-farneseno, posiblemente
mediante una activacion de los genes respectivos (Gapper et al., 2006). Las bajas
temperaturas también debilitan los mecanismos antioxidantes de los tejidos vegetales
(Mir et al., 1999). Los cultivares de peras y manzanas susceptibles a escaldado exhiben
una alta tasa de sintesis de a-farneseno dependiente de etileno, unas semanas después de
iniciar el almacenamiento a bajas temperaturas (Whitaker y Solomos, 1997).

La severidad del escaldado superficial es proporcional al grado de oxidacion del a-
farneseno, y el dafio no se produce durante el almacenamiento si existe suficiente
cantidad de antioxidantes para prevenir o limitar la oxidacion de este compuesto. Un
amplio rango de antioxidantes naturales, que incluyen compuestos con grupos amino,
fendlicos o sulfuro, puede inhibir la oxidacion del a-farneseno a trienos conjugados
(Meir y Bramlage, 1988). El contenido de antioxidantes requerido depende
principalmente de la cantidad de o-farneseno producido por los frutos durante el
almacenamiento.
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Figura 1.1. Desarrollo de escaldado superficial en peras “Beurré d’Anjou”,
considerando las causas del desorden (etileno, AF, CTols) y los métodos de conrol en
cada etapa de desarrollo (1-MCP, ULO, antioxidantes).

1.2.3. Factores que afectan su desarrollo
Factores fisioldgicos

El cultivar es el primer y principal factor de predisposicion al escaldado superficial.
Esta alteracion afecta a la mayoria, pero no la totalidad, de las variedades de peras y
manzanas, lo cual sugiere una base genética para la alteracién. En manzanas son muy
sensibles los cultivares Granny Smith, y variedades del grupo Delicious,
moderadamente sensibles Fuji y Braeburn y poco susceptibles o resistentes Gala,
Braeburn, Pink Lady y Golden Delicious. En peras son muy sensibles Beurré d’Anjou,
Packham’s Triumph, Blanquilla, Decana de Comice, entre otras, mientras que la
variedad Williams es poco susceptible (Little y Holmes, 2000). La diferente
susceptibilidad al escaldado que se observa entre variedades podria estar determinada
por diferencias en la concentracién de antioxidantes naturales en la piel del fruto (Meir
y Bramlage, 1988). Gallerani y Pratella (1990) encontraron tres veces mas a-tocoferol
en el tejido sano de manzanas “Granny Smith” que en el sector escaldado.
Coincidentemente, Zoffoli et al., (1998) hallaron el doble de a-tocoferol en peras
“Packhams Tiumph” y “Beurré d’Anjou” en el sector sano que en el dafiado. También
influye el nivel de hidroperdxidos y la capacidad de sintesis de a-farneseno por parte del
fruto, lo que depende de la expresion genética del cultivo, que a su vez esté influida por
factores ambientales.

Otro factor fisiologico muy importante es el estado de madurez en el momento de la
cosecha. En manzanas, la susceptibilidad y la severidad de esta fisiopatia es tanto mayor
cuanto méas precoz haya sido la cosecha (Anet, 1972; Ingle y D"Souza, 1989). Esto ha
sido asociado a una menor actividad del sistema antioxidante de la epidermis del fruto
(Barden y Bramlage, 1994). Meir y Bramlage (1988) describieron un incremento en la
actividad antioxidante en fruta de cosecha tardia, en comparacion con fruta cosechada
mas inmadura. El retraso de la cosecha incrementa la concentracion de los compuestos
antioxidantes como el a-tocoferol y carotenoides en manzanas. Por otro lado, la



actividad de la catalasa, enzima con actividad antioxidante, decrece rapidamente en los
frutos recolectados de forma temprana.

Existe una relacion directa entre la pigmentacion del fruto en variedades coloreadas
y la incidencia de escaldado. Cualquier factor que provoque una coloracion incompleta
del fruto, como su ubicacion en la parte interior del &rbol o un menor grado de madurez,
aumenta el riesgo de escaldado. Si bien es cierto que la concentracion de antocianos
tiene una correlacion negativa con la incidencia de escaldado, el papel de estos
pigmentos hidrosolubles como antioxidantes es dudoso, ya que en ocasiones se ha
comprobado que la concentracion de CTols no depende del nivel de antocianos en el
fruto (Duran Torrellardona, 1983).

Factores ambientales y técnicas culturales durante el desarrollo del fruto

Mientras que la susceptibilidad varietal estd muy ligada a la concentraciéon de
antioxidantes enddgenos, la actividad de los mismos puede estar influenciada por los
factores ambientales antes de la cosecha (Meir y Bramlage, 1988). Entre los factores
ambientales y culturales que influyen pueden mencionarse el clima, la nutricion mineral
y los tratamientos quimicos (Emongor et al., 1994). La mayoria de los estudios fueron
realizados en manzana, sin embargo los mecanismos subyacentes podrian ser los
mismos que en peras.

El clima tiene una clara influencia en la susceptibilidad al escaldado en manzanas,
debido a la accién conjunta de diversos parametros como son la temperatura, la
humedad y la insolacion. Barden y Bramlage (1994c) han comprobado que la
concentracion y la actividad de los antioxidantes de la piel aumentan con las bajas
temperaturas antes de la cosecha. En zonas de clima seco el riesgo de escaldado es
mayor que en climas himedos (Duran Torrellardona, 1983). La exposicion al sol influye
en variedades coloreadas, ya que promueve la sintesis de antocianinas por lo que,
indirectamente reduce el riesgo de escaldado. Barden y Bramlage (1994b) han
observado que reduciendo la intensidad de luz desciende la concentracion de
antioxidantes en la piel y aumenta la susceptibilidad al escaldado.

Los tratamientos quimicos que afectan al equilibrio hormonal de las plantas tienen
una marcada influencia en el desarrollo de escaldado superficial. Los tratamientos
precosecha con etefon, aplicados para inducir la maduracién de los frutos, han reducido
el porcentaje y la intensidad de escaldado en manzanas. Estos tratamientos incrementan
el contenido de antioxidantes liposolubles en la piel del fruto (Du y Bramlage, 1994a).
Por el contrario, los tratamientos con paclobutrazol (inhibidor de la sintesis de
giberelinas) favorecen la aparicion de escaldado de manzanas durante su
almacenamiento, debido probablemente a la cosecha del fruto en un estado de desarrollo
menos avanzado (Grael y Recasens, 1992). Otros compuestos que afectan a la
produccion de etileno y por lo tanto al estado de madurez del fruto son la
aminoetoxivinilglicina (AVG) y el 1-Metilciclopropeno (1-MCP), serdan mencionados
en el apartado de control de escaldado superficial.

Factores de almacenamiento

El escaldado superficial es considerado como un dafio por frio (Watkins et al.,
1995). Huelin y Coggiola (1970c) encontraron que la acumulacién del a-farneseno es



dependiente de la temperatura, con un maximo a los 5 °C. A temperaturas mas altas, la
evaporacion puede exceder la tasa de sintesis. La ocurrencia y severidad del escaldado
son generalmente peores a bajas temperaturas con largos periodos de almacenamiento
(Watkins et al., 1995).

En cuanto a los niveles de gases dentro de la cAmara, se ha demostrado que los
bajos niveles de oxigeno, hasta los limites permitidos para evitar fermentaciones en el
fruto, y los altos niveles de didxido de carbono, justo por debajo del limite de toxicidad,
son las condiciones de almacenamiento mas efectivas para el control de esta fisiopatia
(Lurie y Watkins, 2012). Experimentalmente se ha comprobado que un bajo porcentaje
de O solo es eficaz si se mantiene a lo largo de toda la conservacion; una interrupcion
es suficiente para que se produzca el escaldado, y lo mismo ocurre con el efecto del alto
porcentaje de CO2 (Duran Torrellardona, 1983).

1.3.  Fisiologia del fruto en relacion con el desarrollo de escaldado superficial

La etiologia y los distintos métodos de control del escaldado superficial en frutos
han sido objeto de numerosos estudios y de trabajos de revision (Meigh, 1970; Ingle y
D’Souza, 1989; Zoffoli, et., 1995; Soria y Recasesns, 1997; Wang y Dilley, 1999). Si
bien se ha avanzado en el conocimiento de los mecanismos fisicos, fisiologicos y
bioquimicos responsables de la susceptibilidad de los frutos al escaldado, el proceso no
ha sido ain completamente determinado, particularmente en el caso de peras (Lurie y
Watkins, 2012).

1.3.1. El papel del etileno

El etileno es una hormona vegetal, que inicia y coordina los principales cambios
que se producen en peras y manzanas durante la maduracién. Cuando los frutos
climatéricos comienzan a madurar, se desencadena un proceso de retroalimentacién
positiva en la cual el etileno estimula su propia sintesis (autocatalisis), generandose una
elevada produccién. Una vez que la maduracién de los frutos climatéricos ha
comenzado, la concentracion de etileno interna se incrementa rdpidamente hasta niveles
de saturacion de los receptores. En pera, el nivel interno de etileno al momento del pico
climatérico alcanza los 40 pl It en promedio (Abeles et al, 1992). El etileno es también
una hormona que se produce en condiciones de estrés. La induccion de su biosintesis se
puede producir en respuesta a la invasion patogénica, heridas, golpes, agresiones
quimicas o térmicas, dafio por frio, y otras condiciones de estres (McGlasson, 1985).

El etileno debe unirse a unos receptores especificos de la célula para inducir la
cascada de efectos fisioldgicos (Sisler, 1979). El sitio de union del etileno en planta fue
determinado tanto in vivo como in vitro y corresponde a proteinas asociadas con las
membranas celulares, aunque no se puede descartar la existencia de receptores con
localizaciones alternativas. La hormona se acopla a una region del receptor induciendo
de esta forma una serie de seflales moleculares en cascada, que son necesarias para la
formacion de las enzimas y proteinas responsables de las modificaciones que tienen
lugar en la maduracion (Bleecker y Kende, 2000).

El etileno se relaciona con el desarrollo de diversos desordenes fisioldgicos de
postcosecha, entre ellos el escaldado superficial (Kader, 1985). El control de la sintesis
de a-farnesenos estaria asociado con la produccién de etileno. La aplicacion de AVG



inhibe la produccion de etileno y de a-farnesenos, mientras que el etefon incrementa
ambos (Ju y Curry, 2000a). A su vez, el 1-MCP, inhibidor de la percepcion de etileno,
también es efectivo en reducir la acumulacion de o-farnesenos. Estudios recientes
demuestran que la transcripcion del gen AFS1 esta estrechamente ligada con la
produccion de etileno y la subsecuente acumulacion de a-farnesenos en manzanas y
peras (Gapper et al., 2006). La manipulacion genética de la ruta biosintética del etileno
en manzanas permitio determinar que lineas transgénicas antisentido para ACC sintasa
0 ACC oxidasa, presentaban menor produccion autocatalitica de etileno y menor
susceptibilidad para el escaldado superficial (Pesis et al., 2009).

1.3.2. El papel de los procesos oxidativos

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se generan durante el metabolismo celular
normal, siendo su acumulacion toxica y dafiina para la célula (Pinhero et al., 1997). El
término “estrés oxidativo” hace referencia a un desequilibrio entre la generacion y
degradacion de ERO, produciendo como consecuencia dafios bioquimicos en la célula.

Las plantas cuentan con sistemas antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos para
evitar el dafio oxidativo (Foyer et al., 1994). El sistema no enzimatico esta formado por
sustancias de bajo peso molecular tales como el acido ascorbico (AsA), el glutation
(GHS), el a-tocoferol, compuestos fenolicos y los carotenoides (Foyer et al., 1994),
mientras que el sistema enzimético estd constituido por enzimas como superdxido
dismutasa (SOD), glutation reductasa (GR), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa
(APX), deshidroascorbato peroxidasa (POX), monodehidroascorbato reductasa,
dehidroascorbato reductasa (Bowler et al., 1992). El desarrollo de escaldado superficial,
al ser un dafio por frio, podria estar asociado con un incremento de la produccién de
radicales libres (Watkins at al., 1995). Las células de las plantas expuestas a bajas
temperaturas usualmente incrementan la produccién de ERO como Oz y H20- (Pinhero
et al., 1997). Bajo condiciones de estrés por bajas temperaturas, la disrupcion de la
cadena de transporte de electrones en la mitocondria puede provocar la generacion de
radicales superdxido. Por lo tanto, la generacion de radicales libres y ERO podria ser
una potencial causa primaria para el desarrollo de escaldadura superficial (Purvis et al.,
1995).

La minimizacion del dafio inducido por ERO podria estar asociada con la menor
susceptibilidad de los frutos al desarrollo de escaldado superficial y, por el contrario, un
incremento de la produccion de radicales libres y eventos peroxidativos acentuaria la
susceptibilidad a esta fisiopatia. El desarrollo de escaldado también podria estar
relacionado con la producciéon de radicales libres a través del catabolismo del o-
farneseno (Rao et al., 1998). Vilaplana et al., (2006) reportaron una mayor actividad
POX en manzanas tratadas con 1-MCP que en los controles. Por el contrario Yazdani et
al., (2011) encontraron que las actividades de POX y CAT fueron menores en frutos de
peras tratadas con 1-MCP que en los controles. El efecto inhibitorio del 1-MCP en la
acumulacion de a-farneseno y CTols podria reducir la necesidad de estos tejidos de
activar los procesos antioxidantes. La asociacion entre las enzimas SOD, APX 'y CAT y
la incidencia de escaldado superficial fue menos consistente que para la POX. Un mayor
contenido de antioxidantes como el a-tocoferol, el acido ascorbico y los flavonoles
(Barden y Bramlage, 1994a) asi como una mayor actividad de POX y APX (Rao et al.,
1998) se relacionaron con una mayor resistencia al escaldado.



1.4.  Control de escaldado superficial
1.4.1. Métodos tradicionales y probleméatica actual

Los antioxidantes difenilamina (DPA) y etoxiquina (6-etoxi-2,2,4-trimetil-1,2-
dihidroquinolina), que inhiben la oxidacion del a-farneseno, han sido la principal forma
de control de escaldado superficial (Ingle y D’Souza, 1989; Little y Holmes, 2000;
Lurie y Watkins, 2012). Lurie et al., (1989) encontraron que el nivel de compuestos
oxidados del a-farneseno era siete veces menor en la fruta tratada con DPA que en la
fruta sin tratar, pero también encontraron que este tratamiento prevenia la produccion de
etileno, reducia la actividad de enzimas oxidantes como la polifenoloxidasa, peroxidasa
y lipoxigenasa y evitan la oxidacién de la clorofila. Estos autores proponen que la DPA
previene el escaldado por su efecto antioxidante general y no por inhibir
especificamente la oxidacion del a-farneseno. El efecto de la DPA sobre el escaldado
también podria estar relacionado con el efecto inhibitorio que ejerce sobre la respiracion
y el flujo de electrones correspondiente a la via del citocromo (Purvis y Gegogeine,
2003). ElI mecanismo de accién de la etoxiquina es similar al de la DPA; los
tratamientos con etoxiquina no afectan claramente el contenido de a-farneseno pero si
disminuyen la acumulacién de CTol, lo cual sugiere que el principal modo de accion es
la prevencion de la oxidacion (Chen et al., 1990).

La legislacion de los diferentes paises es cada vez méas exigente en cuanto al nivel
de residuos permitidos en los frutos, y la presion de la opinion publica por reducir el uso
de compuestos sintéticos estd en constante aumento (Drzyzga, 2003; Lurie y Watkins,
2012). En el afio 2009 la comision europea decidio excluir a la DPA de la lista de
productos permitidos (Anexo | de la Directiva 91/414/CEE), debido a dudas sobre
algunos metabolitos no identificados y a la posible formacién de nitrosaminas durante el
almacenamiento de manzanas tratadas. En cuanto a la etoxiquina, en Marzo del 2011 la
Comision Europea decidié no incluir la etoxiquina en el Anexo 1.

1.4.2. Alternativas de control

Aceites: Los aceites minerales reduccen los sintomas de escaldado en manzanas
(Brooks et al., 1923; Hall et al., 1953; Fernandez et al. , 2005) y en peras (Ju and Curry,
2000b). A su vez, diversos aceites vegetales también demostraron ser efectivos en
reducir el escaldado (Scott et al., 1995; Ju et al., 2000; Ju y Curry, 2000c). Los aceites
minerales reducen la permeabilidad de la piel y la tasa de respiracion de los frutos
(Shutak y Christopher, 1953), pero el mecanismo de accion se atribuye en gran medida
a la migracion de los a-farnesenos de los frutos a los aceites (Huelin y Coggiola, 1968).

Recubrimientos comestibles: La aplicacion de lecitina (Watkins et al., 1988) y de
ésteres de sacarosa (Semperfresh®) (Meheriuk y Lau, 1988), inhibio el escaldado en
manzanas, pero no en todos casos. ElI Semperfresh® no demostré ningun beneficio en
manzanas (Bauchot et al, 1995) y algunos investigadores observaron que su aplicacion
agravo la incidencia de este desorden en fruta cosechada temprano (Kerbel et al, 1989;
Calvo, 1997). La aplicacion del producto solo en peras provoco una reduccion de la
escaldadura superficial en “Packham’s Triumph” y, en menor medida, en “Beurré
d’Anjou” (Calvo, 1997). El efecto inhibidor de los recubrimientos sobre el escaldado
estaria relacionado con el retraso general de la maduracion, la reduccion de la
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produccidn de etileno y de la tasa de respiracion, la acumulacion de a-farneseno y Ctols
y la peroxidacién de lipidos de la membrana (Lu et al., 2011 b).

Antioxidantes Alternativos: El butilhidroxitolueno (BHT) redujo el escaldado en
manzanas, pero en menor medidad que la DPA (Gough et al., 1973). Lotz y Combrink
(1993) probaron diversos antioxidantes naturales (palmitato de ascorbilo, a-tocoferol,
aceite de sesamo) y otros sintéticos (BHT, Butilhidroxianisol) y comprobaron que eran
menos efectivos que la DPA. El mecanismo de accion de los antioxidantes alternativos
es similar al de la DPA reduciendo la acumulacion de CTos, y en el caso del BHT se
observé una marcada reduccion de la produccion de MHO (Mir et al., 1999a).

Reguladores de crecimiento: Los tratamientos precosecha con etefon (&cido cloro—
etil-fosfonico), realizados para inducir la maduracion, reducen la intensidad de
escaldado; sin embargo, los resultados no fueron consistentes (Zoffoli et al., 1995). En
manzanas, sobre todo cuando la susceptibilidad no es elevada, la aplicacion de etefon
redujo el desarrollo de escaldado (Lurie et al., 1987). Los vapores de etanol controlaron
el escaldado en manzanas “Granny Smith” (Ghahramani y Scott, 1998), mientras que el
tratamiento por inmersion fue menos efectivo (Scott et al., 1995a). Las aplicaciones de
etanol reducen la acumulacién de a-farnesenos y CTols, si bien el mecanismo de accién
no ha sido totalmente esclarecido. Es posible que el etanol actie como antioxidante
(Ghahramani et al., 1999), o que inhiba la produccién de etileno manteniendo asi las
propiedades fisicas de los lipidos de la membrana (Pesis, 2005).

Tratamientos fisicos: La inhibicion del escaldado mediante los tratamientos
térmicos ha sido asociada con un retraso en la produccion de etileno, una reduccion en
la acumulacion de a-farneseno, de CTols y menor actividad PPO (Lurie, 2005). La
reduccion de los CTols podria ser debido a la menor disponibilidad de sustrato (o-
farneseno) y/o la inhibicién de su oxidacion (Lurie et al., 1990). La estrategia de retrasar
el enfriamiento de los frutos (acondicionamiento) puede incrementar (Meigh, 1970),
reducir (Little y Peggie, 1987; Piretti et al., 1994) o no afectar (Watkins et al., 1995) la
incidencia de escaldado. Sin embargo, las estrategias de enfriamiento progresivo
lograron reducir efectivamente el escaldado en manzanas “Granny Smith” (Little y
Peggie, 1987) y este efecto fue asociado con una ligera menor acumulacion de a-
farnesenos hasta los 2-4 meses, y una menor concentracion de CTols.Watkins et al.,
(1995) demostraron que el calentamiento intermitente de manzanas durante el
almacenamiento inhibio el desarrollo de escaldado. Este efecto fue debido a una menor
acumulacion del a-farneseno, incrementando la actividad antioxidante enddégena, o bien
favoreciendo la volatilizacion de los a-farnesenos (Watkins et al., 1995; Lu et al.,
2011a). Sin embargo, este tipo de tratamientos podrian no ser recomendables para su
uso comercial, debido a que aceleran la maduracion de los frutos.

Eliminacion de etileno: Los resultados de la reduccion del etileno presente en la
camara hasta niveles de 1 ppm no son consistentes para diferentes afios y autores. Se
han logrado buenos resultados en manzanas (Knee y Hatfield, 1981), pero en otros
casos no se observaron beneficios (Lau, 1990). Graell y Recasens (1992) obtuvieron
resultados positivos en manzanas Starking Delicious en una temporada pero no en la
siguiente. La remocion de etileno se asocia con menores niveles de a-farnesenos y
CTols (Knee y Hatfield, 1981) y el mecanismo primario seria la reduccion del sustrato
de oxidacion.
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Ventilacion: Incrementar la tasa de ventilacion alrededor de frutos almacenados
reduce la incidencia de escaldado (Huelin y Coggiola, 1970b), siendo menos efectivo en
afios de alta incidencia de escaldado. Esto es dedido a que se incrementa la evaporacion
de a-farnesenos, pero en algunos casos la produccion de a-farnesenos fue estimulada.

Modificacion de la atmosfera: La eficiencia en el control de escaldadura mediante
la utilizacion de atmosfera controlada (AC) depende del cultivar, de la region (Chen et
al., 1985), de la madurez inicial de la fruta, de la demora en la generacion de la AC
(Whitaker y Solomos, 1997), entre otros factores (Soria y Recasens, 1997; Lurie y
Watkins 2012), pero en todos los casos, los bajos niveles de O retrasan y reducen la
acumulacion de a-farnesenos, y reducen la acumulacion de CTols y MHO (Whitaker,
2000). Los niveles menores a 2%, usualmente llamados ultra bajo oxigeno (ULO), y
mas aun, los niveles menores a 1%, son los mas efectivos. La eficiencia de la AC se
puede maximizar bajando los niveles de O a valores cercanos al limite minimo tolerado
por la fruta, para lo cual es necesario monitorear y ajustar periédicamente el O
mediante sensores que detecten el estrés por bajo O». Este es el principio basico de la
atmosfera controlada dinamica (ACD) (Prange et al., 2005). El estrés inicial de bajo O
(ILOS) consiste en provocar en el fruto una situacion de estrés inicial debido al
contenido muy bajo de O y/o de alto CO>. Este estrés inicial inhibe la acumulacion de
a-farneseno y trienos conjugados en la piel del fruto (Soria y Recasens, 1997). Se
obtuvieron buenos resultados en manzanas “Granny Smith” (Little et al., 2000; Wang y
Dilley, 1999, Zanella, 2003), en manzanas “Topred” (Van der Merwe et al., 1997) y en
peras “Beurré d’Anjou” (Calvo et al., 2002). Asi mismo, Wang y Dilley (1999)
comprobaron que un tratamiento ILOS seguido de conservacion en ULO brindé mejores
resultados que cuando se utilizé s6lo ULO. Sin embargo, Lau (1997b) encontrd que el
ILOS no mejord el control de escaldado. La aplicacion de un estrés inicial de bajo Oz a
20 °C, previo al almacenamiento en frio convencional es efectiva para reducir el
escaldado en manzanas “Granny Smith” (Ghahramani y Scott, 1998; Pesis et al., 2007).

Inhibicion de la sintesis o de la accion del etileno: La aminoetoxivinilglicina
(AVG) es un potente inhibidor de la actividad ACC sintetasa, que previene la formacion
del &cido 1-amino-ciclopropano carboxilico (ACC), precursor natural del etileno
(McGlasson, 1985). La aplicacion comercial de AVG (Retain®), al reducir la
produccion de etileno, redujo el escaldado en manzanas (Lawes, 1998, Mir et al.,
1999b; Dussi et al., 1998). El tratamiento de los frutos 1-metilciclopropeno (1-MCP)
(SmartFresh®, AgroFresh, Spring House, PA) inhibe el desarrollo del escaldado
superficial en manzanas (Fan et al., 1999; Rupasinghe et al., 2000a; Watkins et al.,
2000; Candan y Calvo, 2002; Watkins et al., 2015), en peras Europeas (Calvo y
Kupferman, 2012; Lurie y Watkins, 2012, Chiriboga et al., 2014; Calvo et al., 2015) y
en peras asiaticas (Li y Wang, 2009; Yazdani et al., 2011). El grado de inhibicion de
escaldado obtenido con 1-MCP es dependiente del cultivar, tipo de almacenamiento
(aire vs AC), y duracion del mismo, entre otros factores (Fan et al., 1999; Watkins et al.,
2000; Blankenship y Dole, 2003). El tratamiento de los frutos con 1-MCP inhibe la
sintesis de a-farneseno (Fan y Matheis, 1999; Zanella, 2003). Se demostrd que existe
una regulacion negativa del etileno y de la expresion de uno 0 méas genes en la ruta
biosintética del a-farneseno (Lurie et al., 2005). Rupasinghe et al., (2001) demostraron
que el 1-MCP reduce la acumulacion de a-farneseno y la actividad de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMGR), afectando la expresién de los genes hmgl
y hmg2 sensibles al etileno. Se demostré también que el 1-MCP provoca una
disminucion de la produccion de los compuestos trieno conjugados mediante la
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inhibicidn de la expresion de PCAFS1 dependiente del etileno (Gapper et al., 2006). Los
efectos del 1-MCP en la actividad de enzimas antioxidantes no son consistentes.
Algunos autores sostienen que el 1-MCP incrementa la actividad de enzimas
antioxidantes en la piel del fruto (Larrigaudiere et al., 2004; Isidoro y Almeida, 2006;
Chiriboga et al., 2013). Por el contrario, en peras asiaticas se han observado actividades
de las enzimas CAT y POX inferiores en fruta tratada con 1-MCP, mientras que la
actividad de la SOD no se ve afectada (Yazdani et al., 2011). El tratamiento 1-MCP en
algiin caso, como en pera ‘Blanquilla’, también se ha asociado con menores niveles de
acido ascorbico (Larrigaudiére et al., 2004), mientras que en otros casos como en pera
“Rocha” (Isidoro y Almeida, 2006), el tratamiento no afecta los niveles de &cido
ascorbico ni de glutation, lo que permite mantener la capacidad antioxidante de la fruta
durante diferentes periodos de conservacion en frio. Las poliaminas putrescina (PUT),
espermidina (SPD) y espermina (SPM) tienen accidn antisenescente, probablemente
debido a su capacidad de unirse a los compuestos anionicos de la membrana celular,
protegiéndola contra la peroxidacion lipidica. Asimismo, como los dafios por frio estan
relacionados con la pérdida de la integridad de la membrana celular, las poliaminas
reducen estos desordenes (Serrano et al., 1996). Las poliaminas Yy el etileno tienen un
intermediario en comun en su ruta de biosintesis, la S-adenosilmetionina 0 SAM, por lo
cual podrian reducir la sintesis de etileno por competencia por este precursor en coman.
El efecto de las poliaminas sobre la reduccion de etileno se ha visto en damascos
(Martinez-Romero et al., 2002), duraznos (Bregoli et al., 2002), ciruelas (Serrano et al.,
2003), kiwi (Petkou et al., 2004), mango (Malik y Singh, 2005), manzanas (Kramer et
al, 1991; Pang et al., 2006) y peras (Kakkar y Rai, 1993). Sin embargo, hay escasos
antecedentes sobre el efecto de las poliaminas en el desarrollo del escaldado superficial
en peras y manzanas.

1.5. Relevancia de la investigacion realizada

Argentina es el mayor exportador mundial de peras con una participacion del 18%
sobre el volumen total exportado. Disponer de un producto de calidad en contra estacion
supone una ventaja importante frente a las producciones del hemisferio norte. Los
mercados de destino demandan frutas de calidad y su legislacion es cada vez mas
exigente respecto al nivel de residuos permitidos en los frutos. Para mantener estos
mercados, es fundamental adecuarse a estas exigencias. La desaparicion gradual de los
antiescaldantes tradicionales (DPA y etoxiquina) plantea retos para el control del
escaldado, que implica encontrar nuevas estrategias inocuas para los consumidores y el
medio ambiente.

Los trabajos que se realizaron en esta tesis, especialmente los que se refieren a la
definicion de nuevas estrategias de control, son por lo tanto de gran relevancia para
afrontar esta nueva situacion. Los ensayos permitieron analizar los posibles beneficios
que podrian resultar de la aplicacion en pera “Beurré d’Anjou” de los métodos
alternativos utilizados en otras especies o0 variedades. Se debe tener en cuenta que la
variedad y las condiciones de crecimiento del cultivo, entre otros, influyen
significativamente en el comportamiento de los frutos durante el almacenamiento y en
su susceptibilidad a los diferentes desérdenes fisioldgicos. Por ello, las investigaciones
se realizaron en la zona de cultivo, para conocer las respuestas del escaldado de peras
“Beurré d’ Anjou” de esta region a los métodos alternativos de prevencion. Se evaluaron
métodos alternativos, como la aplicacion de inhibidores de la accion del etileno (1-
MCP), el almacenamiento en atmdsferas controladas y tratamientos fisicos, optimizando
aquellos que resultaron ser los méas efectivos. Este conocimiento es necesario para
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validar las précticas actuales y orientar a las empacadoras fruticolas hacia la utilizacién
mas segura de estas tecnologias.

Se tiene que destacar finalmente el impacto que tiene esta tesis en el ambito
cientifico. Actualmente los conocimientos acerca de las bases bioquimicas del
escaldado en peras son escasos, lo que se asocia con la aparicion de problemas
importantes en los empaques fruticolas. Esta tesis aporta informacion relevante en
cuanto a la relacion escaldado-madurez inicial (fecha de cosecha), pero también sobre
las relaciones existentes en peras entre escaldado y sintesis de etileno, metabolismo del
a-farneseno y el papel de los antioxidantes enddgenos. Esta nueva informacién es de
gran interés para entender mejor las especificidades del escaldado en el ‘modelo pera’ y
es de gran relevancia para orientar las futuras investigaciones en el desarrollo de nuevos
sistemas de control.

1.6.  Hipotesis y objetivos

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se plantearon las siguientes hipétesis
y objetivos:

Hipdtesis:

La influencia de factores asociados al escaldado superficial (etileno, acumulacién de a-
farnaseno y trienos conjugados, potencial antioxidante, madurez a cosecha y variedad)
es diferente en peras que en manzanas.

Es posible controlar el escaldado superficial de peras mediante la adaptacion de
sistemas de control de escaldado utilizados en manzanas.

Objetivo General:

Determinar los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos implicados en el desarrollo del
escaldado superficial en peras “Beurré d’Anjou” y desarrollar sistemas de control
especificos mediante estrategias alternativas al uso de antiescaldantes tradicionales.

Obijetivos especificos:

1. Evaluar la relacion existente entre el estado de madurez de los frutos y la
susceptibilidad al desarrollo del escaldado superficial en peras “Beurré d’Anjou”.

2. Determinar la incidencia del factor varietal en el desarrollo del escaldado
superficial y de esta forma las especificidades de las peras “Beurré d’ Anjou”

3. Establecer el rol de los antioxidantes enddgenos en el desarrollo de escaldado
superficial en peras “Beurré d’Anjou”.

4. Evaluar la eficacia de metodos de control del escaldado alternativos al uso de
antiescaldantes tradicionales.

5. Optimizar los métodos de control caracterizados para una posible aplicacion
comercial.

La tesis se organizd en dos partes. La primera parte, constituida por los
capitulos 2, 3 y 4 esta enfocada en definir la etiologia de esta fisiopatia de acuerdo con
los tres primeros objetivos especificos. La segunda parte, constituida por los capitulos 5,
6y 7 se enfoca en el desarrollo de alternativas de control (objetivos especificos 4 y 5).
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2.1. Introduccién

El escaldado superficial es el resultado de un proceso oxidativo, y se acepta que la
severidad del mismo es proporcional al grado de oxidacion del AF. Asimismo, se ha
observado que si el contenido de antioxidantes del fruto se mantiene suficientemente
elevado durante el almacenamiento, la oxidacion del AF no ocurre o es limitada y no se
desarrolla escaldado. Por lo tanto, el equilibrio entre el contenido de especies oxidativas
y la capacidad antioxidante de la piel de los frutos tiene un rol importante en el
desarrollo y la progresion del escaldado superficial en manzanas y peras (Rao et al.,
1998; Zubini et al., 2007; Silva et al, 2010).

Los conocimientos actuales sobre el mecanismo bioquimico responsable del
desarrollo del escaldado han demostrado que manzanas y peras siguen un camino
similar (Rowan et al, 2001; Isidoro y Almeida, 2006; Whitaker, 2007; Zubini et al.,
2007). Sin embargo, existen algunas diferencias respecto a la produccion de etileno y el
contenido de antioxidantes que podrian estar relacionadas con la diferente
susceptibilidad de ambos frutos para desarrollar escaldado superficial. La mayoria de las
variedades de manzanas producen etileno después de la cosecha, mientras que la
mayoria de las peras, incluyendo “Beurré d’Anjou”, requieren la exposicion a bajas
temperaturas para iniciar la produccion autocatalitica de etileno (Abeles et al., 1992). En
relacién al contenido de antioxidantes totales, las peras presentan normalmente un
menor contenido de antioxidantes que las manzanas (Leontowicz et al., 2003).

La madurez y la fecha de cosecha tienen una influencia significativa en el
desarrollo de escaldado en manzanas, observandose una mayor susceptibilidad a esta
fisiopatia cuanto més precoz haya sido la cosecha (Anet, 1972; Wang y Dilley, 1999).
Este comportamiento ha sido asociado a la menor actividad del sistema antioxidante de
la epidermis en frutos inmaduros (Barden y Bramlage, 1994), pero también a cinéticas
de acumulacion de los productos de oxidacion del a-farneseno més rapidas (Anet,
1972). Tal es asi, que la realizacién de cosechas tardias se utiliza como medida
preventiva del escaldado superficial en variedades de manzana muy sensibles. Sin
embargo, la relacion entre el estado de madurez y la susceptibilidad de los frutos al
escaldado ha sido poco documentada en peras, y parece ser menos predecible que en
manzanas (Salunkhe y Desai, 1984; Zoffoli et al., 1998; Whitaker et al., 2009).

En consecuencia, el objetivo de este trabajo fue determinar la relacion existente
entre el estado de madurez a la cosecha en peras “Beurré d’Anjou” y la susceptibilidad
al escaldado superficial. Para este propdésito, se cosecharon frutos en distintos estados de
madurez y se determinaron los cambios en la produccién de etileno, la acumulacion de
a-farnesenos y trienos conjugados y la capacidad antioxidante durante el
almacenamiento, en relacion con la incidencia de escaldado superficial.

2.2. Materiales y métodos
Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Se utilizaron peras “Beurré d’Anjou” (Pyrus communis L.) provenientes de una
chacra comercial ubicada en la localidad de Guerrico (39° 01° S, 67° 44” O), Alto Valle

de Rio Negro, Argentina. Las plantas, de 10 afios de edad, sobre portainjerto franco,
fueron conducidas en espaldera, con un espaciamiento de 4 m x 2 m. En el afio 2013 se
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realizaron tres fechas de cosecha: el 24 de enero (H1); 7 de febrero (H2) y 21 de febrero
(Hs). Los frutos cosechados fueron trasladados inmediatamente al laboratorio del Area
Postcosecha del INTA Alto Valle. Frutos de tamafio homogéneo v libres de defectos se
embalaron en cajas de carton con dos bandejas (20 frutas cada una) y bolsa de
polietileno de baja densidad de 20 pum sin perforar. La fruta se conservo en frio
convencional a -0,5 °C y 95% HR durante 240 dias.

Determinaciones de madurez

La madurez al momento de la cosecha se determiné en cada fecha sobre 5 repeticiones
de 10 frutos cada una. La firmeza de la pulpa (N) se determind con un penetrometro
electronico (FTA-GS14, Guss, Sudéafrica), dotado de un embolo de 8 mm de diametro. Se
removieron 2 mm de espesor de la piel en puntos opuestos del plano ecuatorial del fruto y
se realizaron dos medidas de firmeza, utilizando el valor promedio. Para determinar los
solidos solubles totales (SST) y la acidez titulable (AT), se retird una seccién longitudinal
de cada fruto, de la cual se extrajo el jugo, realizando las determinaciones con el jugo de
los 10 frutos de cada repeticion. Los SST (%) se analizaron con un refractémetro digital
(PAL1, Atago, Japon) y la AT (g L) se determin6 por titulacion de 10 mL del jugo con
NaOH 0,1 N hasta pH 8,2, utilizando un pH metro calibrado. El color de la epidermis se
determind con un colorimetro (CR-400, Minolta, Japdn). La cromaticidad fue obtenida en
las coordenadas espaciales del color CIELAB (L*, a*, b*) y se calcul6 el angulo hue como
tg™ (b*/a*). La degradacion de almidon (%) se realizd tomando una rodaja de 1-1,5 mm de
espesor de la zona ecuatorial de cada fruto y se introdujo en una solucién de lugol (10 g de
yoduro de potasio y 5 g de yodo en 1000 mL de agua destilada). Esta solucion queda
retenida en las zonas del fruto donde hay presencia de almidén dando lugar a un dibujo que
permite establecer el porcentaje de degradacion de almidon por comparacién con tablas
varietales especificas para este cultivar (Candan y Calvo, 2000). Se determiné el peso
promedio de los frutos (g), mediante la utilizacién de una balanza electrénica de precision.

Produccién de etileno

La produccion de etileno se determind sobre 5 repeticiones de 1 fruto después de O,
15, 30, 60, 90, 120, 180, 210 y 240 dias a -0,5 °C y durante 30 dias de vida en estante a 20
°C después de cada salida. Cada fruto se encerr6 herméticamente en un frasco de 1,5 L
durante 30 minutos. Después de ese periodo de tiempo, se extrajo una muestra de 1 mL de
aire del espacio de cabeza con una jeringa. La muestra se analizé en un cromatégrafo de
gases (GC14-A, Shimadzu, Japon) equipado con un detector FID, columna de alimina
activada e inyector a una temperatura de 240°C, 40°C y 110°C, respectivamente. Se utiliz6
helio como gas transportador. Una vez establecidas las cinéticas de produccion de etileno a
20 °C, se determinaron las variables “demora” (tiempo en dias requerido para que los
frutos comenzaran a producir valores de produccion superiores a 1 nL g h1), “climaterio”
(tiempo en dias requerido para alcanzar la méaxima produccion de etileno) y “magnitud”
del climaterio en nL g™ ht.

Desarrollo de escaldado superficial

El escaldado se determin0 sobre 5 repeticiones de 10 frutos cada una después de
120, 180, 210 y 240 dias a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C. Se determiné la incidencia y la
severidad de forma visual. La incidencia se expresd como el porcentaje de fruta afectada
y la severidad se clasificd segun los siguientes grados: Grado 1 (leve): menos de 25% de
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la superficie total del fruto con manchas; Grado 2 (moderado): méas del 25% y menos
del 50% de la superficie total del fruto con mancha; Grado 3 (severo): mas del 50% y
menos del 75% de la superficie total del fruto con manchas; Grado 4 (muy severo): mas
del 75% de la superficie total del fruto con manchas (Fotografia 2.2.1).

Se calculd el indice de escaldado superficial (IES) utilizando la siguiente formula
(Pesis et al., 2009):

IES = X (grado de severidad) x (cantidad de frutos por grado)

N© total de frutos

G1 G3 G4

Fotografia 2.2.1. Severidad de Escaldado Superficial segin el porcentaje de la
superficie del fruto afectada por manchas.

Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)

Las determinaciones de AF y CTols se realizaron siguiendo el método descrito por
Anet (1972) con algunas modificaciones. En 10 repeticiones de un fruto cada una, se
extrajo una tira de piel de 2 mm de espesor de la zona ecuatorial de los frutos, de la cual
se sacaron 5 discos de 10 mm de didmetro con un sacabocado. Los discos fueron
sumergidos en 10 mL de hexano de grado HPLC durante 10 minutos, con agitacién. Se
diluyd 1 mL de la solucion del extracto de cada fruto en 4 mL de hexano puro. Los
analisis de AF y CTols se realizaron después de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y
240 dias en -0.5° C. Las mediciones espectofotométricas se realizaron entre 190 y 300
nm de longitud de onda con un UV-espectrofotémetro (1001- Plus, Milton Roy, EEUU)
previa calibracion del equipo con hexano puro. Los AF se cuantificaron a 232 nm
(DO232), utilizandose un coeficiente de extincion de Ezs= 27,700. Los CTols fueron
registrados como CT2g1= DO2s1-290, Utilizando un coeficiente de extincion promedio E=
25,000. Ambos compuestos se expresaron como nmol cm de area de la piel del fruto.

Capacidad antioxidante total (DPPH)

La capacidad antioxidante total se determiné utilizando el método del DPPH. Las
determinaciones se realizaron con 5 repeticiones de 10 frutos después de 0, 15, 30, 60,
90, 120, 180 y 240 dias a -0,5 °C. La totalidad de la piel de los 10 frutos de cada
repeticion fue extraida, congelada con nitrogeno liquido, liofilizada y molida con
molinillo hasta obtener un polvo que se homogeneizé después con 10 ml de solucion
80:20 metanol:agua (v/v). Las muestras se dejaron durante 2 h a temperatura ambiente
en un bafio de agitacion constante y se centrifugaron a 20 °C (24.000 g) durante 15 min.
El sobrenadante obtenido se filtro, se diluyd con agua Milli-Q (1:4; v/v). Una alicuota
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de 20 pL del extracto diluido se mezclo con 980 pL de 1-difenil-2- picrilhidrazil
(DPPH; Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y se agito en la oscuridad durante 30 min
a 4 °C. La absorbancia inicial (Ai) se midié a 517 nm en el blanco (agua bidestilada) y
la absorbancia final (Af) se midié después del periodo de incubacién usando un UV-
espectrofotometro (1001 Plus, Milton Roy, EE.UU.) previa calibracién del equipo con
agua bidestilada. El porcentaje de inhibicion (%) se calculd con la siguiente formula:
(AI) — (Af) / (Ai) x100. En estas condiciones, un aumento en el porcentaje de inhibicion
de la oxidacién de DPPH corresponde a un aumento en la actividad antioxidante total
presente en la muestra.

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software
INFOSTAT Profesional / version 2006p.1. La separacion de medias se realiz6 mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 0,05 (valores de p).

Se realizd un andlisis de componentes principales considerando las variables
DPPH, AF, TC y IES para cada fecha de cosecha y de evaluacién. Se utilizaron como
variables de clasificacion las fechas de cosecha y el tiempo de almacenamiento a -0,5°C.
Se realiz6 ademas un analisis de regresion para determinar la influencia de la fecha de
cosecha.

2.3. Resultados
Estado de madurez a cosecha

A los largo de los muestreos, se observa el progreso de la maduracion de los
frutos, que aumentaron su tamafio (26,9 g de Hi a Ha), perdieron firmeza (16,5 N),
acidez (1,9 g L) y color verde (1,6 Hue). A su vez, el almiddn se degradd (34,5%), lo
que se vio reflejado en el incremento de los sélidos solubles (0,8%) (Cuadro 2.3.1).

De acuerdo a todos los indices determinados, los frutos de Hi estaban
significativamente menos maduros que Hs, mientras H. mostré una madurez intermedia
aunque generalmente con valores mas cercanos a los de Hsz. El contenido de
antioxidantes totales (DPPH) en la piel al momento de la cosecha fue significativamente
menor en fruta Hiy y Hz (19,4% y 18,2%, respectivamente) que en frutos Hz (30%),
(Cuadro 2.3.1).

Cuadro 2.3.1. Indices de madurez (firmeza, solidos solubles (SST), acidez titulable
(AT), color, degradacion de almidon y peso) y capacidad antioxidante total (DPPH) de
peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 24 de enero (Hy); 7 de febrero (H2) y 21 de
febrero (Hsz). Medias con la misma letra dentro de cada columna no son
significativamente diferentes, Tukey o= 0,05.

. Degr. DPPH
Firmeza  SST AT Color >, Peso
Cosecha Almidon %
N ) @) (e AT @ O
Hi 71,2a 104b 48a 118,5a 125b 158,7b 19,4b
H> 63,2b 110a 34b 118,2 a 35,6a 176,9a 18,2b
Hs 548c 11.2a 29c 1169 b 470a 1856a 300a

p-valor <0,0001 0,0003 <0,0001 0,0289 0,0003 0,0146 <0,0001
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Produccién de etileno

Para todas las fechas de cosecha, la produccion de etileno fue indetectable al
momento de cosecha y después de 15, 30 o incluso 60 dias de almacenamiento a bajas
temperaturas (datos no presentados). Los frutos Hi requirieron 120 dias a bajas
temperaturas y 28 dias a 20 °C para iniciar la produccion de etileno, mientras que en
frutos de Hz y Hs esta induccion se produjo después de 90 dias de almacenamiento en
frio, y 15 y 10 dias a 20 °C respectivamente. A partir de los 210 dias de
almacenamiento, los frutos de todas las cosechas estaban produciendo etileno al salir de
la camara, sin un periodo de demora. Después de 120 y 180 dias de almacenamiento, el
numero de dias necesarios para alcanzar el pico climatérico fue mayor en Hi que en las
cosechas posteriores (Cuadro 2.3.2). Estos resultados concuerdan con los andlisis de
madurez llevados a cabo en cosecha (Cuadro 2.3.1) y confirman también las diferencias
de madurez que se observaron entre las diferentes fechas de recoleccion. Segun estos
datos, los frutos H: estaban fisiologicamente menos maduros que los frutos de las
cosechas posteriores.

Cuadro 2.3.2. Tiempo hasta empezar a producir etileno (demora), tiempo hasta alcanzar el
climaterio (climaterio) y magnitud del climaterio (magnitud) de peras ‘“Beurré d’Anjou”
después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Medias con la misma letra
dentro de cada columna no son significativamente diferentes, Tukey o= 0,05

. Tiempo de almacenamiento (dias)
Etileno Cosecha %0 120 180 210 540
Hi nd 28 a 5a 0 0
Demora Ho 15a 6b 2b 0 0
(dias) Hs 10a 6b 2b 0 0
p-valor 0,1083 0,0018 0,0004 - -
Hi nd nd 11a 9a 8b
Climaterio Ho 23 14 a 9b 8a 7b
(dias) Hs 17 12 a 9b 10 a 9a
p-valor 0,1242 0,0096 <0,0001 0,5364 0,0138
Hi nd nd 55a 47 a 43 a
Magnitud H2 39 37 37a 35a 43 a
(nlgth?d) Hs 21 58 33a 28 a 51a
p-valor 0,2773 0,1077 0,0548 0,1023 0,4815

nd: no detectable durante los 30 dias de vida en estante (20 °C).
Escaldado superficial

No se observaron sintomas de escaldado superficial en la evaluacién realizada
inmediatamente después de la salida de la camara (datos no presentados). Después de
120 y 180 dias de almacenamiento en frio y 7 dias a 20 °C, se observaron diferencias
significativas entre las diferentes fechas de cosecha (p <0,0001). Las peras de madurez
mas avanzada demostraron ser mas sensibles al escaldado que las de cosecha temprana.
Después de 120 dias de almacenamiento en frio + 7 dias a 20 °C, los frutos Hi no
manifestaron sintomas de escaldado, mientras que la fruta de las cosechas Hz y Hs
presentaron una incidencia de 70 y 98%, respectivamente (Figura 2.3.1, Cuadro 2.3.3).
Se observaron resultados similares después de 180 dias de almacenamiento, en donde
los frutos Hi presentaron un porcentaje significativamente menor de escaldado (38%)
(Figura 2.3.1), asi como un menor indice de severidad (Cuadro 2.3.3).
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Por consiguiente, estos resultados demuestran que la incidencia de escaldado
superficial est4 claramente relacionada con la madurez de los frutos a la cosecha y con
la capacidad de produccion de etileno de los frutos. En este sentido los dias de demora
para iniciar la produccion de etileno y no los dias para llegar al méximo de produccion
de etileno podrian utilizarse como indicadores de la sensibilidad de los frutos al
escaldado. A partir de 210 dias de almacenamiento la escaldadura superficial afecté a
mas del 90% de los frutos de todas las cosechas sin diferencias significativas (Figura
2.3.1).

Cuadro 2.3.3. Indice de escaldado superficial (IES) de peras “Beurré d’Anjou”
cosechadas el 24 de enero (Hi1); 7 de febrero (H2) y 21 de febrero (Hs), después de
diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes Tukey o= 0,05

Tiempo de almacenamiento (Dias)

Cosecha 120 180 210 240
Hy 00c 07b 25a 29D
H, 11b 28a 292 36a
Hs 2,8a 28a 28a 34a

p-valor <0,0001 <0,0001 0.2640 0,0039

100 a a

a0
% 32 b m G4
E 60 % mes
& 5 Be2
E 40 ] b 061
S 30
E 20

10 c

0 ¢

H1 HZ H3 H1 H2Z H32  H1 H2 H3 H1 H2 H3

12047 180+7 21047 24047

Dias -0,52C (dias) + 7 dias a 202C

Figura 2.3.1. Incidencia (% de fruta afectada) y severidad (G1, G2, G3, G4) de
escaldado superficial de peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 24 de enero (Hi); 7 de
febrero (H2) y 21 de febrero (Hz) después de diferentes periodos de almacenamiento a -
0,5°C 1y 7 dias a 20 °C. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes Tukey a= 0,05
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Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)

90 —H1 A
80 -4 H2

—-==H3
70 1

AF {nmol em?)

45 ——H]1 B
40 - =H3 I
T [l

30 1

CTols (nmol cr?)

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tiempo a -0,5°C (dias)

Figura 2.3.2. Contenido de o-farnesenos (A) y trienos conjugados (B) en la piel de
peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 24 de enero (Hi); 7 de febrero (H2) y 21 de
febrero (Hz) después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores
representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales
indican el DE de las medias (p<0,05).

Los niveles de a-farnesenos detectados en los tejidos de la piel al momento de la
cosecha fueron bajos, pero aun asi se observaron diferencias significativas entre los
frutos Hi (1,20 nmol cm™?) y Hs (4,14 nmol cm™). Los frutos H2 y Hs comenzaron a
acumular o-farnesenos a partir del dia 15, mientras que la fruta Hi inicié esta
acumulacién sélo después de 30 dias de almacenamiento en frio. Los niveles de AF para
las tres fechas de cosecha aumentaron hasta los 90 dias de almacenamiento, para
disminuir después, especialmente en los frutos de Hz (Figura 2 A). Se observaron
niveles muy bajos de CTols (menores a 1 nmol cm-1) hasta los 30 dias de
almacenamiento, con independencia de la fecha de cosecha. Los frutos de H1
acumularon cantidades significativamente menores de CTols entre los 60 a 120 dias de
almacenamiento en comparacion con la fruta cosechada més tarde (H2 y H3).
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Capacidad antioxidante total (DPPH)

Respecto al momento de la cosecha, la capacidad antioxidante de las frutas fue
mayor en el caso de cosechas tardias (Hs) que para las cosechas méas tempranas (Hy y
H»; Cuadro 2.3.1 y Figura 2.3.3). A pesar de las diferencias encontradas en la cosecha,
la capacidad antioxidante de la piel aumento, para todas las cosechas, en respuesta al
almacenamiento en frio y alcanzé valores maximos después de 120 dias de
almacenamiento, disminuyendo en general a medida que se prolongaba el
almacenamiento. La disminucion mas pronunciada de capacidad antioxidante hacia el
final del almacenamiento se observo en frutas de la Ultima cosecha (Hs).

——H1
60 == H2
- 4= H3

DPPH (%)

0 30 60 Qo 120 150 180 210 240

Tiempo a -0,52C (dias)
Figura 2.3.3. Cambios en la capacidad antioxidante (% de inhibicion) en la piel de
peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 24 de enero (Hi); 7 de febrero (H2) y 21 de
febrero (Hz) después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores
representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales
indican el DE de las medias (p< 0,05).

Este analisis de componentes principales present6 una correlacion cofenética alta
(0,973) y permitid explicar el 87% de los casos. Este analisis nos permite determinar
que el 62% de la variabilidad total esta explicada por CP1. La mayor correlacién se
observa en el indice de escaldado (IES), y los TC presentan una alta correlacion. La
variable con mayor participacion en la CP1 (62,4%) fue el contenido de TC, el cual
mostro un vector positivo con un valor de 0,59. Con respecto al CP1, se observa que
todos los vectores tienen un valor positivo y permite separar entre el grupo rojo
(izquierda) y el grupo azul y verde (derecha). Al observar los datos (Figura 2.3.4) se ve
que los resultados agrupados a la izquierda del eje 1 son los de menor sensibilidad al
escaldado, mientras que los de la derecha corresponden a los de mayor sensibilidad,
siendo la variable dias de conservacion la que separa estos dos grupos. En el grupo rojo
se encuentran los puntos correspondientes a las 3 fechas de cosecha hasta los 60 dias de
conservacion. Mientras que a la derecha se encuentran los puntos de 120 dias de
conservacion en adelante. En cambio, en la CP2 se observa que las variables IESy TC
son positivas mientras que DPPH y AF son negativas. Esto indica una relacion directa
entre IES y TC, mientras que la relacion entre el DPPH y AF indicarian lo mismo. El
indice de escaldado y los AF son independientes. EI CP2 separa los grupos que son
sensibles al escaldado. EI 83% de esta componente esta representado por el indice de
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escaldado. En la parte inferior (grupo verde) se encuentras los puntos de menor
sensibilidad. Tienen DPPH y AF, pero bajo indice de escaldado. La mayoria de los
puntos de este grupo son de cosecha 1, hay 2 puntos de cosecha 2 (90 y 120 dias) y uno
solo de cosecha 3 (90 dias). En la parte superior (grupo azul) estan los puntos de mayor
sensibilidad al escaldado. Son las echas de evaluacion de 210 dias en adelante.
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CP2(245%)
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Figura 2.3.4. Distribucion de los puntos segun tiempo de almacenamiento y madurez de
cosecha y vectores dentro del espacio de las componentes principales.

Al considerar la alta correlacién que se observd entre los TC y el indice de
escaldado, se realiz6 un analisis de regresion para determinar la influencia de la fecha
de cosecha (Figura 2.3.5).
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Figura 2.3.5. Regresion entre el contenido de trienos conjugaados (nmol cm-2) y el
indice de escaldado superficial para cada fecha de cosecha.
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Con respecto a la madurez a cosecha, el mayor valor de pendiente de la cosecha
3 (y = 0,1234 + 0,0924x; r?> = 0,5060) permite determinar que los frutos de esta cosecha
tuvieron una mayor tasa de desarrollo de escaldado. Es decir que por cada incremento
del valor de TC, el indice de escaldado se incrementd 0,09 en los frutos de esta cosecha.
Los frutos de las cosechas 1 (y = -0,0658 + 0,0606 x; r®> = 0,4678) y 2 (y = 0,3068 +
0,069x; r?> = 0,3068) tuvieron pendientes menores, y similares entre si. A su vez, el
valor de origen mas bajo en la cosecha 1, respecto de las cosechas 2 y 3, explicaria la
demora en la aparicion de escaldado en los frutos de esta cosecha.

2.4. Discusién

El estado de madurez al momento de la cosecha: un indicador de la sensibilidad al
escaldado en pera “Beurré d’Anjou”

En la region de Alto Valle las peras “Beurré d’Anjou” alcanzan la madurez
fisiologica alrededor del 25 de enero, cuando el fruto cuenta con un promedio de 129
dias, la firmeza de la pulpa llega a 69-73 N, los sélidos solubles superan 10-11%, el
acido malico es 3,5-4 g L y el almidon es degradado en un 20-25% (Benitez, 2001).
Teniendo en cuenta estos valores de referencia regional, los frutos Hi estaban aln
ligeramente inmaduros con valores de firmeza aceptables y los frutos H» estaban dentro
del rango de madurez comercial. Por ultimo, los frutos de la ultima cosecha (Hs) estaban
ligeramente sobre-maduros (Cuadro 2.3.1).

Estd generalmente admitido que la relacion entre etileno, el contenido de AF o
CTol y el potencial antioxidante depende del estado de madurez y que afecta la
susceptibilidad al escaldado superficial. En manzanas, estas relaciones explican por qué
las frutas cosechadas temprano son mas susceptibles al escaldado (Wang y Dilley,
1999). En peras, sin embargo, la relacion entre la madurez y el escaldado es menos
evidente. Si bien algunos investigadores han observado que las peras “Beurré d’ Anjou”
(Boonykiatet al, 1987; Zoffoli et al, 1998),”Packhams Triumph” (Tindale, 1967; Zoffoli
et al, 1998) y “Rocha” (Isidoro y Almeida, 2006) presentan un comportamiento similar
a la manzana (fruta menos madura, mas propensa a desarrollar escaldado superficial),
hay otros autores que encontraron resultados opuestos. Por ejemplo, Gamrasni et al.
(2010) observaron que la incidencia de escaldado fue 49,3% y 5% después de 6 meses
de almacenamiento en las peras “Spadona” cosechados con 48,1 N y 57 N,
respectivamente. Asimismo, Raese y Drake (2000) en peras “Beurré d’Anjou”, 'y
Bower et al. (2003) y Whitaker et al. (2009), en peras “Barttlet”, informaron de una
mayor incidencia de escaldado en frutos cosechados mas tarde.

En resumen, los resultados presentados en este trabajo muestran que la relacion
entre el escaldado y madurez en peras “Beurré d’Anjou” puede ser opuesta a la
observada en manzanas. En este sentido, los frutos cosechados mas temprano serian
menos sensibles que aquellos cosechados con madurez méas avanzada.

La relacion entre el etileno, el contenido de a-farnesenos y trienos conjugados con el
escaldado superficial

El patron de acumulacion de a-farnesenos observado en este ensayo fue similar al
descrito para manzanas (Anet, 1972; Whitaker et al. 1997; Giné Bordonaba et al, 2013)
y peras (Chen et al., 1990; Isidoro y Almeida, 2006; Whitaker et al., 2009), con bajos
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valores iniciales que se incrementaron durante los 3 meses de almacenamiento y luego
disminuyeron debido a su oxidacion in vivo (Figura 2.3.2). De modo similar a lo que
ocurre en manzanas, se admite que la incidencia de escaldado en peras es proporcional a
la oxidacién de los AF (Anet, 1972) y que los cultivares susceptibles son los que
exhiben niveles méas altos de CTols en la piel después de pocos meses de
almacenamiento a bajas temperaturas (Chen et al., 1990; Whitaker et al., 1997; Gapper
et al., 2006). En este trabajo, se observo que los CTols, y especialmente los AF, se
acumularon mas rapidamente en frutos de madurez avanzada (H2 y Hs), lo cual se
manifesto en una mayor incidencia y severidad de escaldado (Figuras 2.3.1y 2.3.2).

A pesar de décadas de investigacion, la manera por la cual la sintesis de AF es
controlada a nivel molecular no esta completamente elucidada. La enzima AFS: (a-
farneseno sintasa) parece desempefiar un papel clave en la sintesis de la AF y su nivel
de expresion ha sido claramente asociado a la produccién de etileno en las manzanas
(Pechous et al., 2005). Ademas, se demostro que no sélo la produccién, sino también la
percepcion de etileno per se estan involucrados en la regulacion de la sintesis de AF y la
induccion de escaldado en manzanas (Watkins et al, 1993; Whitaker et al, 1997; Juy
Curry, 2000). De hecho, es importante notar que en el presente estudio el aumento en el
contenido de AF se produce cuando los frutos no eran ain capaces de producir
cantidades detectables de etileno después de ser removidos del almacenamiento en frio
(Cuadro 2.3.2). Por lo tanto, esto sugiere que la sintesis de AF en peras “Beurré
d’Anjou” no dependeria exclusivamente del etileno y que otros factores, tales como el
almacenamiento a bajas temperaturas, podrian modular la sintesis de AF (Cuadro 2.3.2
y Figura 2.3.2). Al igual que ocurre en otras variedades de pera de invierno, el
almacenamiento en frio podria producir cambios significativos a nivel de la percepcion
de etileno mediante el aumento de la expresion de receptores de etileno, tales como
PCETR:1, PCETRs y PCERS: (El-Sharkawy et al, 2003; Chiriboga et al, 2013), que no
afectarian directamente a la produccion de etileno (Cuadro 2.3.2), pero que de alguna
manera podria afectar la expresion AFS; a nivel molecular. En otro estudio, Pesis et al.
(2009) demostraron usando manzanas transgénicas (antisentido para ACC sintasa 0
ACC oxidasa), que la reduccién de la produccién autocatalitica de etileno estaba
relacionada con niveles mas bajos de AF y también con una menor incidencia de
escaldado superficial. Dado que la produccién de etileno no fue totalmente suprimida,
los autores no pudieron concluir si la sintesis de AF era debida a la produccion de
etileno residual o a la existencia de otros elementos reguladores. Gapper et al. (2006)
Ilegaron a conclusiones similares después de detectar ciertos niveles de transcripcién de
Pc-AFS1 en peras “Beurré d’Anjou” tratadas con 1-MCP que tenian niveles de
produccién de etileno indetectables. De este modo, es claro que son necesarios mas
estudios para evaluar la actividad o expresion de AFS a nivel enzimatico o de
transcripcion en frutos almacenados en frio, de modo de tratar de explicar las
diferencias en la susceptibilidad al escaldado en peras “Beurré d’ Anjou”.

Niveles criticos de trienos conjugados

Otro factor a ser considerado para entender la etiologia del escaldado superficial en
pera esta asociado a los valores criticos de CTols necesarios para desencadenar el
desorden. Si bien estos valores nunca han sido claramente definidos (Gine Bordonaba et
al., 2013), hay algunos estudios que cuantifican esta relacién en peras. Chen et al.
(1993) observaron que en las peras “Beurré d’Anjou” cultivadas en Hood River
(EE.UU), el escaldado se produjo cuando el contenido de CTols era mayor de 2 nmol
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cm2. En frutos de la misma variedad cultivados en la region del Alto Valle (Argentina),
se definié un valor umbral de 20 nmol cm™ de CTols, por encima del cual se observaron
sintomas de escaldado (Calvo y Candan, datos no publicados). En este ensayo, el
escaldado se manifestd en frutos H2 y Hs después de 120 dias de almacenamiento
cuando el contenido CTols fue de 20,8 y 19,9 nmol cm™, respectivamente, y en los
frutos Hi después de 180 dias cuando los niveles de CTols eran iguales a 16,8 nmol cm”
2 (Figura 2.3.2). Las diferencias observadas respecto a los valores de umbral de CTol
entre los estudios pueden atribuirse a diferencias en la metodologia utilizada por los
distintos autores o bien a condiciones regionales de cultivo, pero lo cierto es que en
ambos casos se ha observado un valor de CTols a partir del cual los frutos manifiestan
escaldado. En este trabajo, aungque se encontraron niveles de CTols similares, la
incidencia de escaldado fue muy diferente después de 180 dias de almacenamiento
(38% de incidencia en frutos Hi frente a 95-100% en H» y Hs). Este resultado sugiere
que una vez que se ha alcanzado el umbral, el escaldado progresa independientemente
de los niveles de CTols y que otros compuestos tales como, por ejemplo, los
antioxidantes pueden ser determinantes. Resultados similares fueron encontrados por
Guerra et al., (2012) en pera “Rocha”.

Relacion entre la capacidad antioxidante de los frutos y el escaldado superficial

El proceso oxidativo asociado con el escaldado y desencadenado por los CTols
probablemente implique la actividad de varias especies reactivas de oxigeno (EROs), lo
que conduce a la disrupcion irreversible de membranas y otros componentes celulares
(Rao et al., 1998; Isidoro y Almeida 2006; Whitaker, 2007; Zubini et al., 2007). En
general se admite que las manzanas cosechadas mas tarde son menos susceptibles al
escaldado superficial y que esta diferencia podria atribuirse a un mayor contenido de
antioxidantes (Barden y Bramlage, 1994). En concordancia, y a pesar de las diferencias
conocidas en la capacidad antioxidante total entre manzanas y peras (Campanella et al,
2003; Leontowicz et al, 2003; Garcia-Alonso et al, 2004), las peras de cosecha tardia
(Hs) mostraron mayor contenido de antioxidantes en la cosecha, pero menor capacidad
antioxidante hacia el final del almacenamiento junto con una mayor incidencia y
severidad de escaldado (Figuras 2.3.1 y 2.3.3). Este resultado indica que el potencial
antioxidante inicial no estaba directamente relacionado con la susceptibilidad de la fruta
a desarrollar escaldado. Es por lo tanto probable, como se especifica en manzanas (Giné
Bordonaba et al., 2013), que la proteccion contra el escaldado esté mas relacionada con
el contenido de uno, 0 mas compuestos antioxidantes especificos que con el potencial
antioxidante total del fruto. No existen aun evidencias experimentales de si la
acumulacion de antioxidante particular es beneficiosa para prevenir la aparicion de
escaldado superficial en peras ‘“Beurré d’Anjou”. Sin embargo, estos resultados
preliminares indican que la capacidad de la fruta para mantener su potencial
antioxidante durante el almacenamiento (como se observa en frutos Hi), mas que el
contenido total inicial de antioxidantes, podria tener un rol en la prevencion de
escaldado superficial.

2.5. Conclusiones

En su conjunto, los resultados presentados en este trabajo mostraron que el modelo
generalmente utilizado para las manzanas para explicar la relacion entre la madurez de
los frutos a la cosecha y la incidencia de escaldado superficial no puede extrapolarse a
las peras “Beurré d’Anjou”.
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Los frutos de cosecha temprana fueron menos propensos a desarrollar escaldado
que los cosechados maés tarde. Las diferencias en la sensibilidad de los frutos de las
distintas fechas de cosecha se correlacionan también con la capacidad para producir
etileno y con el patron de acumulacion de AF y CTols.

Asimismo, los resultados sugieren que la sintesis de AF en peras “Beurré d’ Anjou”
no depende exclusivamente del etileno. En este sentido, otros factores, muy
probablemente asociados con las bajas temperaturas de almacenamiento, explicarian la
acumulacién de este sesquiterpeno en la piel de la fruta. La participacion de
antioxidantes especificos o la capacidad antioxidante total de frutas ain no esta clara y
debe investigarse, pero nuestros resultados muestran que la menor susceptibilidad de la
fruta cosechada temprano para desarrollar escaldado superficial estaria ligada a la
capacidad de la fruta para mantener mejor su potencial antioxidante durante el
almacenamiento.



CAPITULO 3.

La importancia del factor varietal
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3.1. Introduccion

“Packham’s Triumph” es la segunda variedad de pera mas cultivada en la regién
del Alto Valle de Rio Negro y se puede conservar durante 6 o 7 meses en frio
convencional y hasta 9 meses en atmosfera controlada. “Beurré d’Anjou” es la tercer
variedad en importancia y posee una muy buena tolerancia al almacenamiento, tanto en
frio convencional (5 a 7 meses) como en atmosfera controlada. En los dos cultivares el
escaldado superficial es la principal limitante en la fase postcosecha (Benitez, 2001).

A pesar de los numerosos esfuerzos en desarrollar nuevos tratamientos para prevenir
el escaldado, ain no hay métodos consistentes para predecir este desorden. Es de suma
importancia poder predecir el escaldadado lo antes posible, para que puedan tomarse
medidas correctoras antes de la aparicion de los sintomas. Con este objetivo, Gine
Bordonaba et al., (2013) propusieron un modelo basado en la dindmica de acumulacion
de los CTols durante las primeras etapas de almacenamiento (<50 dias) en manzanas
“Granny Smith”. Previamente, Chen et al. (1993) habian determinado que existe una
concentracion de CTols en la piel de las peras “Beurré d’Anjou” por encima de la cual
se manifiesta el escaldado. En el capitulo anterior se evalud la relacion entre el estado
de madurez de las peras “Beurré d’Anjou” y la susceptibilidad al escaldado superficial.
Los resultados mostraron que el modelo utilizado en manzanas para explicar la relacion
entre la madurez a cosecha y la incidencia de escaldado superficial no puede aplicarse
en esta variedad. En su conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la madurez a
cosecha y el umbral critico de CTols podrian ser empleados para la prediccion de la
susceptibilidad a escaldado en peras “Beurre D’ Anjou”.

A la luz de estos resultados, se decidio estudiar de forma mas completa los cambios
bioquimicos que estan asociados al desarrollo del escaldado superficial y verificar si los
resultados observados en “Beurré d’ Anjou” se verificaban en otra variedad. Para ello, se
trabajo con peras “Beurré d’Anjou” y “Packham’s Triumph”. En peras “Beurré
d’Anjou” (Experimento 1), el objetivo fue validar el valor de umbral critico propuesto
en el Capitulo 2 y en peras “Packham’s Triumph” (Experimento 2), el objetivo fue
definir el valor del umbral en este cultivar y establecer la validez del modelo de
desarrollo de escaldado en ambos cultivares.

3.2.  Materiales y métodos
Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Experimento 1: Se utilizaron peras “Beurré d’Anjou” provenientes de la misma chacra
comercial mencionada en el Capitulo 2 y cosechadas en tres fechas diferentes: 27 de
enero (Hy); 10 de febrero (Hz) y 24 de febrero (Hs).

Experimento 2: Las peras “Packham’s Triumph” fueron cosechadas en una chacra
comercial ubicada en la misma localidad y se cosecho el 3 de Febrero (Hi1); 18 de
febrero (Hz2) y 3 de Marzo (Hs).

Los frutos de ambos experimentos se enfriaron y se embalaron en cajas de cartdn,
como se explicd en el capitulo anterior. La fruta se conservo en frio convencional a -
0,5°C y 95% HR durante 240 dias, realizandose evaluaciones después de: 0, 15, 30, 45,
60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 dias.
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Determinaciones de madurez

La madurez se determind al momento de la cosecha como se describio en el
Capitulo 2, sobre 5 repeticiones de 10 frutos cada una.

Indice de diferencia de absorbancia (DA):

Al momento de la cosecha, se determind en la piel de la fruta fresca sobre 5
repeticiones de 10 frutos el indice DA con un espectrofotometro (HR 2000+ Ocean Optics,
USA), midiendo la diferencia entre los valores de absorbancia promedio a las longitudes
de onda 677 nmy 722 nm (Ziosi et al. 2008; Gomila et al., 2011).

Produccion de etileno

Se determind la produccion de etileno y las variables “demora”, “climaterio” 'y
“magnitud” del climaterio tal como fue descrito en el Capitulo 2, sobre 5 repeticiones de 1
fruto.

Desarrollo de escaldado superficial

Se determin la incidencia y la severidad después de 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210
y 240 dias a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C sobre 5 repeticiones de 10 frutos cada una y los
resultados se expresaron con el indice IES tal como fue descrito en el Capitulo 2.

Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)

Se realizaron en todas las evaluaciones, como fue descrito en el Capitulo 2, en 10
repeticiones de un fruto cada una.

Capacidad antioxidante total (DPPH)

Se determind como fue descrito en el Capitulo 2, utilizando 5 repeticiones de 10
frutos cada una.

Contenido de polifenoles

En todas las evaluaciones se determind el contenido de polifenoles por
espectrofotometria en 10 repeticiones de un fruto. Este método se basa en la reaccion de
oxido-reduccidén entre los iones Tungsteno (W) y Molibdato (Mo), contenidos en el
reactivo de Folin-Ciocalteu (F-C), y los fenoles. Se utilizaron 0,1 g del polvo de la piel
liofilizada, a los que se agregaron 1,7 mL de metanol al 80% (v/v) y se agité durante 2
horas. Se centrifugé a 11.000 g durante 5 minutos. En una cubeta de 4,5 mL se
agregaron 1,58 mL de agua, 0,02 mL de extracto de la muestra, y 0,1 mL de solucion de
F-C, y se dejo reposar durante 8 min. Luego se agregaron 0,3 mL de solucién Na,CO3 al
20% (p/v) y se dejo reposar durante 2 horas a temperatura ambiente y oscuridad. Se
midié la absorbancia a 765 nm vy los resultados se expresaron como mg equivalentes de
acido galico en 100 mL de muestra.
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Contenido de acido ascorbico (Vitamina C)

En todas las evaluaciones se determind el contenido de acido ascorbico (AsA) por
espectrofotometria a 524 nm, en base a la reaccion de reduccion del 2,6-diclorofenol-
indofenol (DCIP) por el AsA. Se realizaron 6 repeticiones de muestra constituida por la
piel de 5 frutos de un mismo lote, a la cual se la colocé en un recipiente con 300 mL de
H3PO4 al 1% (p/v) y se triturd con un mixer (Misra y Seshadri, 1967). Una alicuota de
0,15 mL de muestra se mezcld con 0,5 mL de solucion acuosa de DCIP (30 mg L ). Se
dejo transcurrir la reaccion durante 30 s e inmediatamente después se registro la
absorbancia, a la cual se le descontd la medida del blanco de reactivos conteniendo
TCA en lugar de muestra. Los resultados se expresaron como contenido de acido
ascorbico en mg/100 g de muestra.

Perdxidos lipidicos (MDA)

En todas las evaluaciones se cuantifico el malondialdehido (MDA) en los frutos
como un indice de la peroxidacion lipidica, utilizando los sustratos reactivos al acido
tiobarbiturico como se describe en Martinez-Solano et al. (2005). Cinco repeticiones de
las muestras de piel de 5 frutos (5 repeticiones de 5 frutos cada una) se congelaron con
nitrogeno liquido, se pulverizaron en mortero, se disolvieron en solucion de &cido
tricloroacético (TCA 0,1% p/v) y se centrifugaron a 11.000 g durante 20 min. Los
extractos de tejido vegetal se hicieron reaccionar con una solucion de 4cido
tiobarbitarico al 0,1% p/v en TCA al 0,1% a 98 °C por 20 min. La concentracion de
MDA se determind por espectrofotometria midiendo la absorbancia a las longitudes de
onda: 440, 532, y 600 nm, utilizando el coeficiente de extinsion de 155 mM cm™. Los
resultados se expresaron como nmol/g de muestra.

Pérdida de electrolitos

En todas las evaluaciones se estimo la pérdida de electrolitos en la piel de los frutos
de cinco repeticiones de 5 frutas cada una, determinando la conductividad eléctrica
relativa de acuerdo a la metodologia descrita por Thomai et al. (1998) con algunas
modificaciones. Se extrajeron tres discos de 10 mm de diametro de la piel de cada fruto
y se eliminaron totalmente los restos de pulpa. Estos discos se colocaron en tubos
Falcon de 50 mL que contenian 20 mL de agua bidestilada, y se agitaron brevemente
con el fin de lavar la superficie de los discos. La solucion fue reemplazada por el mismo
volumen de agua bidestilada y los tubos se mantuvieron a 25 °C durante 24 h bajo
agitacion continua. La conductividad eléctrica inicial (Ci) fue medida con un medidor
de conductividad eléctrica (DuraProbeTM4, Thermo Electron Corporation, EE.UU).
Los discos se congelaron en nitrégeno liquido, se descongelaron e incubaron durante 24
h en 20 mL de agua bidestilada con el fin de determinar el contenido total de iones y por
lo tanto su conductividad eléctrica total (Ct). Se midié la conductividad sobre tres
blancos (Cb), que contenian sélo agua bidestilada. La pérdida de electrolitos fue
calculada segun:

Pérdida de electrolitos (%) = 100 x [Ci-Cu/Ct-Cp)
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Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a anélisis de varianza (ANOVA) utilizando el software
INFOSTAT Profesional / version 2006p.1. La separacion de medias se realizd mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 0,05 (valores de p).

3.3. Resultados

Experimento 1: Peras “Beurré d’Anjou”

Estado de madurez a cosecha

Cuadro 3.3.1. indices de madurez (firmeza, sélidos solubles totales (SST), acidez
titulable (AT), color, degradacién de almidén, indice DA, peso y capacidad antioxidante
total (DPPH) de peras “Beurré d’Anjou”cosechadas el 27 de enero (H1); 10 de febrero
(H2) y 24 de febrero (Hs). Medias con la misma letra dentro de cada columna no son

significativamente diferentes, Tukey o= 0,05
Degr.

Firmeza  SST AT Color Alm DA Peso DPPH
(N) (%) (9 (Hue) %) 9) (%)

H1 71,8a 105b 454a 1196a 7,7cC 12a 1422b 269b

H2 646b 115ab 442a 1184Db 47,1b 09b 161,3a 239c

Hs 552c¢ 123a 360b 1166c 630a 08c 1728a 34,7a
p-valor <0,0001 0,0032 0,0013 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0007 <0,0001

En peras “Beurré d’Anjou” se observaron diferencias significativas en la mayoria
de los indices de madurez evaluados, lo que permite decir que los frutos de cada
cosecha estaban en distintos estados de madurez. La comparacion de los valores
obtenidos en la cosecha tardia (Hz3) con respecto a la cosecha temprana (H1) indica que
los frutos perdieron firmeza (16,6 N), acidez (0,9 g/l) y color verde (3,0 hue), mientras
que aumento la degradacion de almidén (55,3%), el contenido de soélidos solubles
(1,82%), y el tamafio (30,6 gr). El indice DA presentd una alta correlacion con la
evolucion de la madurez. El valor de este indice descendio significativamente a medida
que se retrasd la fecha de cosecha (disminucion de la absorbancia a 677 nm), lo cual
correlaciona con la disminucion de la concentracion de clorofilas durante la maduracion
de los frutos (Cuadro 3.3.1).

Produccién de etileno

En peras “Beurré d’ Anjou” la produccion de etileno fue indetectable al momento de
cosecha y después de 15 y 30 dias de almacenamiento a bajas temperaturas. Los frutos
H> y Hs comenzaron a producir cantidades detectables de etileno a partir de los 45 dias
de almacenamiento en frio mientras que los frutos Hz lo hicieron a partir de los 90 dias
de almacenamiento. Estos 45 dias de diferencia entre los frutos H1 y los H2/H3 indican
diferencias significativas en el estado fisioldgico del fruto entre estas cosechas, que
coinciden con la madurez inicial (Cuadro 3.3.2). También pudo observarse que los
frutos de cosechas tempranas (H1) presentan valores de magnitud del climaterio mayores
que los frutos de las cosechas maés tardias H» y Hz (Cuadro 3.3.2).
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Cuadro 3.3.2. Tiempo hasta empezar a producir etileno (demora), tiempo hasta alcanzar el
climaterio (climaterio) y magnitud del climaterio (magnitud) de peras “Beurré d’Anjou”
cosechadas el 27 de enero (H1); 10 de febrero (H2) y 24 de febrero (Hs), después de
diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C.

Tiempo de almacenamiento (dias)
0 | 15|30 |45 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240

Etileno Cosecha

Hi | nd | nd | nd|nd| nd | 26 0 0 0 0 0
D(fj'gfs’;a H | nd|nd|nd| 18 | 13 | 12 7 0 0 0 0
H: | nd | nd|nd| 14| 6 4 0 0 0 0 0
H: nd | nd | nd | nd nd nd 21 12 9 9 9
Climaterio H, nd [ nd | nd | nd | nd | nd nd 11 10 12 7

(dias)
Hs nd | nd | nd | nd | 20 16 11 16 10 12 11

. Hi | nd | nd | nd | nd| nd | nd | 882 428 | 37,8 | 685 | 530
?rf]'fg_qﬁ:{g H. [nd | nd|nd|nd|nd| nd | nd |264]|329 | 258 | 379
’ Hs | nd [ nd | nd | nd|87]|202| 244 | 172 | 230 | 237 | 183

nd: no detectable durante los 30 dias de vida en estante (20 °C).

Escaldado superficial

No se observaron sintomas de escaldado superficial en las evaluaciones realizadas
inmediatamente después de la salida de la camara (datos no presentados). En cambio,
después de 7 dias a 20 °C, se observaron diferencias significativas entre cosechas.
Después de 90 dias de almacenamiento, los frutos Hsz presentaron una incidencia de
58%, mientras que los frutos H1 y H2 no manifestaron sintomas. Un resultado similar se
observo después de 120 dias de conservacion, en donde los frutos Hi presentaron un
porcentaje significativamente menor de escaldado (14%), que los H2 (54%) y los Hs
(100%) (Figura 3.3.1), asi como un menor indice de severidad (Cuadro 3.3.3). Después
de 150 dias, los frutos Hi todavia manifestaron menor susceptibilidad al escaldado
superficial (52%) que H> y Hs (98%). Después de 180 dias la incidencia de escaldado
fue superior a 85% en todas las cosechas y a partir de 210 dias de almacenamiento la
escaldadura superficial afectdé a mas de 90% de los frutos de todas las cosechas sin
diferencias significativas (Figura 3.3.1). Estos resultados indican que la susceptibilidad
de los frutos al escaldado esta claramente relacionada con la madurez a cosecha y con
los datos de produccion de etileno. En este sentido, el nimero de dias de demora de la
produccién y no el maximo de produccion de etileno seria un buen indicador de la
sensibilidad de los frutos al escaldado.
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Figura 3.3.1. Incidencia (% de fruta afectada) y severidad (G1, G2, G3, G4) de
escaldado superficial de peras “Beurré d’ Anjou” cosechadas el 27 de enero (H1); 10 de
febrero (H2) y 24 de febrero (Hs) después de diferentes periodos de almacenamiento a -
0,5 °C vy 7 dias a 20 °C. Medias con una letra comdn no son significativamente
diferentes Tukey a= 0,05

Cuadro 3.3.3. indice de escaldado superficial (IES) de peras “Beurré d’Anjou”
cosechadas el 27 de enero (H1); 10 de febrero (H.) y 24 de febrero (Hs), después de
diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes Tukey o= 0,05.

Tiempo de almacenamiento (dias)

Cosecha 90 120 150 180 210 240
H1 01b 02¢ 0.9b 18D 24a 30a
Hs 0.0b 0.9b 18a 14c¢ 28a 32a
Hs 10a 25a 2,2a 2,6a 24a 29a

p-valor 0,0005 <0,0001  <0,0001  <0,0001 0,2574 0,2446
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Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)
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Figura 3.3.2. Contenido de a-farnesenos (A) y trienos conjugados (B) en la piel de
peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 27 de enero (Hi); 10 de febrero (H2) y 24 de
febrero (Hs) después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores
representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales
indican el LSD de las medias (p<0,05).

Los niveles de AF al momento de la cosecha eran bajos y no se detectaron
diferencias entre las fechas de cosecha. Se observo un incremento de AF en los frutos de
las tres cosechas, a pesar de que aun no estaban produciendo cantidades detectables de
etileno (Figura 3.3.2A), lo cual demuestra que los procesos de acumulacion de AF no
estarian ligados de forma exclusiva a la produccién de etileno. Los AF se acumularon
hasta alcanzar un méaximo a los 90 dias en H2 y Hz y a los 150 dias en Hi, momento a
partir del cual comenzaron a descender debido a su oxidacion.

Aunque los niveles de CTols fueron bajos hasta los 45 dias de almacenamiento para
todas la fechas de recoleccion, estos se incrementaron después y se pudo observar en
algunos puntos diferencias significativas entre los frutos Hi, que presentaron menor
contenido de CTols que los frutos Hz. A partir de los 45 dias, los CTols se
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incrementaron rapidamente y las diferencias entre las fechas de cosecha se hicieron mas
notorias, observandose un mayor contenido de CTols en los frutos H2 y Hz que en los
Hi:. Después de alcanzar un maximo a los 120 (H2 y Hz) o a los 150 (H:) dias de
almacenamiento, el contenido de CTols comenz6 a descender (Figura 3.3.2B). Los
frutos Hi presentaron una acumulacion y una oxidacion de AF mas lenta que los frutos
H> y Hs (Figura 3.3.2). Estos resultados son coincidentes con el porcentaje de fruta
afectada por escaldado, ya que los frutos Hs fueron los primeros en manifestar sintomas
(tras 90 dias de almacenamiento) y mantuvieron un porcentaje superior (100%) que los
H: (14%) tras 120 dias de almacenamiento. En esta evaluacion, los frutos H»
manifestaron una incidencia de escaldado intermedia (54%) (Figura 3.3.1).

Capacidad antioxidante total (DPPH)

El potencial antioxidante de los frutos (DPPH) al momento de la cosecha fue mayor
(34,6%) en los frutos Hs, que en los Hi (26,9%) y H» (23,87%). En Hi y H> este
potencial se incrementd rapidamente entre los 0 y los 30 dias, para mantenerse estable
después. Este incremento rapido podria deberse a una respuesta ante el estrés por el
almacenamiento a bajas temperaturas. Los frutos Hsz presentaron una tendencia
constante en descenso, especialmente después de 90 dias de conservacion (Figura
3.3.3). La pérdida de la capacidad antioxidante podria relacionarse con la mayor

incidencia de escaldado en los frutos mas maduros (Figura 3.3.1).
60 - —e—1H1

-a-H2

DPPH (%)

0 T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tiempo a -0,5 °C (dias)
Figura 3.3.3. Cambios en la capacidad antioxidante (% de inhibicion) en la piel de
peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 27 de enero (Hi1); 10 de febrero (H2) y 24 de
febrero (Hs) después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores
representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales
indican el DE de las medias (p< 0,05).

Polifenoles

El contenido de polifenoles descendié en los primeros 30 y 15 dias de
almacenamiento en los frutos de las tres cosechas, y a partir de alli se mantuvo a valores
relativamente estables durante todo el periodo de conservacion (Figura 3.3.4).
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Figura 3.3.4. Polifenoles totales en la piel de peras “Beurré d’ Anjou”cosechadas el 27
de enero (H1); 10 de febrero (H2) y 24 de febrero (Hs) después de diferentes periodos de
almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10 frutos
por repeticion) y las lineas verticales indican el DE de las medias (p< 0,05).

Contenido de acido ascérbico (Vit. C)
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Figura 3.3.5. Contenido de Acido Ascorbico en la piel de peras “Beurré d’Anjou”
cosechadas el 27 de enero (H1); 10 de febrero (H2) y 24 de febrero (Hs) después de
diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5
repeticiones (10 frutos por repeticidn) y las lineas verticales indican el DE de las medias
(p< 0,05).
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El contenido de ascorbico inicial fue de 6,7; 6,5y 11,4 mg/100 g para los frutos
de las cosechas Hi, H2 y Hs, respectivamente. En todas las cosechas, el contenido de
acido ascorbico descendio6 rapidamente durante los primeros 60 dias de almacenamiento
y a partir de ese momento se mantuvo estable (Figura 3.3.5)

Peroxidacion de lipidos (MDA) y pérdida de electrolitos

El contenido inicial de MDA fue mayor en frutos de la cosecha Hs. EI mismo
aumentd a medida que se prolongd el almacenamiento, indicando una mayor
peroxidacion de lipidos de las membranas. Pudo observarse que este dafio fue
generalmente menor en los frutos Hi que en los frutos Hz y Hs (Figura 3.3.6).

La pérdida de electrolitos al momento de la cosecha fue ligeramente mayor en
frutos Hs que en los frutos H2 y Hi, lo cual se corresponde con el deterioro de las
membranas asociado a un grado avanzado de maduracion. Esta variable descendid
lentamente hasta aproximadamente los 120 d de almacenamiento en todos los frutos, y
después se incrementd. Después de 240 d de almacenamiento, los frutos presentaron
entre un 65 y 70% de pérdida de electrolitos independientemente de la fecha de cosecha
(Figura 3.3.7). De este modo, el contenido de MDA podria ser un mejor indicador del
estado de las membranas que la pérdida de electrolitos.
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Figura 3.3.6. Peroxidacion lipidica en la piel de peras “Beurré d’ Anjou” cosechadas el
27 de enero (H1); 10 de febrero (H2) y 24 de febrero (Hz) después de diferentes periodos
de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10
frutos por repeticion) y las lineas verticales indican el DE de las medias (p< 0,05).
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Figura 3.3.7. Pérdida de electrolitos en la piel de peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el
27 de enero (H1); 10 de febrero (H.) y 24 de febrero (Hs) después de diferentes periodos
de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10
frutos por repeticion) y las lineas verticales indican el DE de las medias (p< 0,05).

Experimento 2: Peras “Packham’s Triumph”

Estado de madurez a cosecha

Cuadro 3.3.4. Indices de madurez (firmeza, sélidos solubles totales (SST), acidez
titulable (AT), color, degradacion de almiddon, DA, peso y capacidad antioxidante total
(DPPH) de peras “Packham’s Triumph” cosechadas el 03 de febrero (Hz1); 18 de febrero
(H2) y 03 de marzo (Hs3). Medias con la misma letra dentro de cada columna no son
significativamente diferentes, Tukey a= 0,05

Firmeza  SST AT Color Degr. DA Peso DPPH
(N) (%) 91  (Hue) Alm (%) (9) (%)

Hi 66,4a 10,3Db 30a 1199a 276D 09a 2115b 294a

Ha 59,1b 11,7a 32a 1178b 446a 08a 2534a 247b

Hs 56,7b 119a 22b 1172b 516a 08a 2623a 23,7b
p-valor <0,0001 0,0042 0,0004 0,0003 0,0005 0,0568 0,0008 <0,0001

En peras ‘“Packham’s Triumph”, en general, las diferencias en los indices de
madurez se observaron entre Hi y Hz/Hs, mientras que H> y Hs no difirieron
significativamente entre si. Los valores de firmeza, SST, color, degradacion de almidon,
peso y DPPH fueron similares para estas dos cosechas. En este caso, el indice DA fue
similar para las tres cosechas (Cuadro 3.3.4).

Produccién de etileno

En peras “Packham’s Triumph” la produccion de etileno fue indetectable al
momento de cosecha en los frutos Hi, H2 y Hs (dia 0). Los frutos Hz2 y Hs comenzaron a
producir cantidades detectables de etileno a partir de los 15 dias de almacenamiento en
frio, mientras que los frutos Hi lo hicieron a partir de los 30 dias de almacenamiento
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(Cuadro 3.3.7). Estos 15 dias de diferencia entre los frutos de Hi y los Ha/H3 indican
diferencias significativas en el estado fisiologico entre estas cosechas, lo cual se
correlaciona con las diferencias observadas en los indices de madurez inicial (Cuadro
3.3.4). La produccion de etileno fue indetectable en frutos Hi hasta los 15 dias, mientras
que Hz y Hs presentaron valores maximos entre 2,5 y 4,7 nlgrth?®. Los maximos de
produccion fueron similares para las tres fechas de cosecha hasta los 60 dias de
almacenamiento a bajas temperaturas. A partir de alli, pudo observarse que los frutos de
cosecha temprana (H1) presentan valores maximos crecientes y mayores que en los frutos
de las cosechas posteriores Hz y Hz (Cuadro 3.3.5).

Cuadro 3.3.5. Tiempo hasta empezar a producir etileno (demora), tiempo hasta alcanzar el
climaterio (climaterio) y magnitud del climaterio (magnitud) de peras ‘“Packham’s
Triumph” cosechadas el 3 de febrero (Hi); 18 de febrero (Hz) y 3 de marzo (Hs),
después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C.

‘ Tiempo de almacenamiento (dias)

Etileno | Cosecha —3 15 30 | 45 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240

H; nd | nd 16 5 7 0 0 0 0 0 0
D(Zfl‘;ga H. nd | 10 6 7 4 0 0 0 0 0 0
Hs nd 9 7 3 0 0 0 0 0 0 0
H; nd nd 27 17 14 7 7 7 6 8 7
C'E(’;‘Izt:)' 0 H, nd | 14 19 11 9 6 7 7 7 5 7
Hs nd | 14 15 12 9 7 7 6 5 7 7

H: nd nd 554 | 58,6 | 58,4 | 162,2 | 193,0 | 218,8 | 262,5 | 226,1 | 190,0
('\:fgﬂ'ﬁ_’g H> nd 144 | 56,2 | 80,1 | 70,0 | 98,1 | 92,6 | 1494 | 197,0 | 1485 | 173,8
Hs nd 398 | 551 | 64,5 | 87,2 | 96,6 | 139,1 | 181,2 | 151,3 | 158,6 | 141,2

nd: no detectable durante los 30 dias de vida en estante (20 °C).
Escaldado superficial

No se observaron sintomas de escaldado superficial en las evaluaciones
realizadas inmediatamente después de la salida de la cdmara. En las evaluaciones
realizadas después de 7 dias a 20 °C, se observaron diferencias entre las fechas de
cosecha. Los sintomas de escaldado comenzaron a observarse a partir de 120 dias en los
frutos Hs, y a partir de 150 dias, en los frutos H1 y Ho. Después de 120 dias, los frutos
Hs presentaron una incidencia de 13% mientras que los frutos H1 y H2 no manifestaron
sintomas. Después de 150 dias de conservacion, los frutos Hi y H> presentaron un
porcentaje mas bajo (3%), que los Hz (13%), sin embargo las diferencias no resultaron
significativas (Figura 3.3.8) y el indice de severidad fue similar (Cuadro 3.3.6). Despues
de 180 dias, los frutos Hi manifestaron una menor susceptibilidad al escaldado
superficial (23%) que Hz y Hs (66 y 60%, respectivamente). Después de 210 dias la
incidencia de escaldado fue superior a 70% Yy no se observaron diferencias significativas
(Figura 3.3.8). Al igual que lo observado en peras “Beurré d’Anjou”, estos resultados
sugieren que la susceptibilidad a escaldado en peras “Packham’s Triumph” estd
claramente relacionada con la madurez a la cosecha y con la produccion de etileno
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Figura 3.3.8. Incidencia (% de fruta afectada) y severidad (G1, G2, G3, G4) de
escaldado superficial de peras “Packham’s Triumph” cosechadas el 03 de febrero (H1);
18 de febrero (H2) y 03 de marzo (Hs), después de diferentes periodos de
almacenamiento a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes Tukey o= 0,05.

Cuadro 3.3.6. Indice de escaldado superficial (IES) de peras “Packham’s Triumph”
cosechadas el 3 de febrero (Hi); 18 de febrero (H2) y 3 de marzo (Hs), después de
diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes Tukey o= 0,05.

Tiempo de almacenamiento (dias)

Cosecha 90 120 150 180 210 240
H 0.0 00D 00a 03a 10D 17D
H2 0,0 0,0b 0,0a 10a 1,2ab 3,1a
Hs 0,0 0la 02a 11a 18a 21b

p-valor nd 0,0006 0,2463 0,1161 0,0199 0,0021
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Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)
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Figura 3.3.9. Contenido de a-farnesenos (A) y trienos conjugados (B) en la piel de
peras “Packham’s Triumph” cosechadas el 03 de febrero (H1); 18 de febrero (H2) y 03
de marzo (Hs), después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores
representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales
indican el LSD de las medias (p<0,05).

Los frutos recién cosechados presentaron bajos contenidos de AF, similar a lo
observado en la variedad “Beurré d’Anjou”, que se incrementaron desde el inicio del
almacenamiento, aun cuando no habian comenzado a producir etileno. Los AF se
acumularon hasta alcanzar un maximo a los 90 dias en Hs, a los 120 dias en Hy y a los
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150 dias en Hz, momento a partir de cual comenzaron a descender debido a su
oxidacion. Entre los 30 y 60 dias de almacenamiento los frutos Hz presentaron una
mayor acumulacion de AF que H: y H» (Figura 3.3.9A). El contenido de CTols en los
frutos al momento de cosecha fue muy bajo. Después de los 60 dias los CTols se
incrementaron y se observaron diferencias significativas entre las fechas de cosecha,
siendo en general los frutos de Hi los de menores niveles de acumulacion (Figura
3.3.9B).

Para poder analizar en forma objetiva la dindmica de los cambios producidos en los
AF y CTols de las dos variedades, se realizd un ajuste lineal entre los puntos,
comprendidos desde el momento en que comenzaron a incrementarse los valores hasta
el maximo. En peras “Beurré d’Anjou”, se observan mayores valores de la pendiente de
los CTols en frutos H, y Hs. Estas diferencias no son tan claras en el caso de peras
“Packham’s Triumph” (Cuadro 3.3.7).

Cuadro 3.3.7. Ecuaciones de ajuste lineal y valores de R? para a-farnesenos (AF) y
trienos conjugados (CTols) de frutos de pera “Beurré d’Anjou™y ‘“Packham’s Triumph”
de distintas fechas de cosecha

] ) Cosecha
Variedad | Variable
Hi H2 Hs
AF y= 0,6808x - 11,916 | y= 0,8278x - 9,5575 | y= 0,623x + 2,3281
(15-90 d) R2 = 0,8433 R2 =0,9792 R2 = 0,8675
Beurré
D"Anjou CTols |y 0,2396x - 11,58 | y= 0,3475x - 15,002 | y= 0,3738x - 14,839
(45-120 | R*=0,9658 R2 = 0,9099 R2 = 0,966
d)
AF y= 0,8222x - 14,357 | y= 0,9995x - 14,806 | y= 0,8673x - 5,2972
(15-90 d) | R*=0.938 R2=0,961 R2 = 0,9459
Packham’s
Triumph CTols = 0,1561x - 10,341 | y= 0,1268x - 5,9995 | y= 0,1409x - 7,4663
(60-180 | R?=009281 R? = 0,9949 R?=0,9847
d)
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Capacidad antioxidante total (DPPH)

A diferencia de lo observado en peras “Beurré d’Anjou” (Capitulos 2 y 3), en las
cuales se determind una mayor capacidad antioxidante (DPPH) en los frutos cosechados
mas tarde, en este cultivar el potencial antioxidante fue ligeramente mayor (29%) en los
frutos recolectados méas temprano (Hi, Figura 3.3.10).

Se observé un valor minimo de capacidad antioxidante a los 45 d en Hz y a los 60 d
en Hi y Ho, y a partir de ese momento estos valores se incrementaron para estabilizarse
hasta el final del almacenamiento (Figura 3.3.10). La disminucion mas temprana de la
capacidad antioxidante en los frutos Hs podria estar relacionada con la mayor
acumulacion de AF en los frutos mas maduros (Figura 3.3.9).
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Figura 3.3.10. Cambios en la capacidad antioxidante (% de inhibicién) en la piel de
peras “Packham’s Triumph” cosechadas el 3 de febrero (H1); 18 de febrero (H2) y 3 de
marzo (Hs), después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores
representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales
indican el LSD de las medias (p<0,05).

Polifenoles

El patron de evolucion de los polifenoles es similar al observado para la capacidad
antioxidante total. Se observé una caida de los polifenoles a los 45 d en Hz y a los 60 d
en Hi y H, y a partir de ese momento los niveles de polifenoles se incrementaron para
estabilizarse hasta el final del almacenamiento (Figura 3.3.11).
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Figura 3.3.11. Polifenoles totales en la piel de peras “Packham’s Triumph” cosechadas
el 3 de febrero (Hi1); 18 de febrero (H2) y 3 de marzo (Hs), después de diferentes
periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5
repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales indican el LSD de las
medias (p<0,05).

Contenido de &cido ascorbico (Vit. C)

El contenido de &cido ascorbico a la cosecha fue de 15,0; 15,2 y 11,3 mg/100 g en
los frutos Hi, Hz y Hs, respectivamente. A partir de alli, el contenido de &cido ascérbico
descendi6 rapidamente durante los primeros 45-60 dias de almacenamiento y luego se
estabiliz6 hasta el final del almacenamiento (Figura 3.3.12).

Acido Ascorbico (mg/100 g)

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo a 0°C (dias)
Figura 3.3.12. Contenido de &cido ascérbico en la piel de peras “Packham’s Triumph”

cosechadas el 3 de febrero (Hi); 18 de febrero (H2) y 3 de marzo (Hs), despues de
diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5
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repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales indican el LSD de las
medias (p<0,05).

3.4. Discusion

Profundizar los conocimientos de los cambios bioquimicos que subyacen el desarrollo
del escaldado superficial durante el almacenamiento y validar los valores de umbral
criticos obtenidos en peras “Beurré d’Anjou”

En el caso de los cultivares de larga conservacion, como “Beurré d’Anjou” y
“Packham’s Triumph”, la determinacion exacta del estado fisiologico a la cosecha cobra
importancia debido a la relacion que existe entre el grado de madurez del fruto y la
susceptibilidad al escaldado. Los indices estandares como la firmeza, el color y la AT
han demostrado ser lo suficientemente confiables para diferenciar los estados de
madurez de la fruta en este ensayo. Asimismo, el indice DA descendié a medida que los
frutos se cosecharon mas maduros (Cuadro 3.3.1). Previamente se habia determinado los
beneficios de la utilizacidn de esta tecnologia en peras. La determinacion del indice DA
permitié identificar los cambios fisioldgicos que ocurren durante la maduracién de los
frutos de peras, con la ventaja de ser una determinacion instantanea y no destructiva
(Gomila et al, 2011).

Las peras “Beurré d’Anjou” utilizadas en este capitulo comenzaron a producir
etileno entre 30 y 45 dias, antes que los frutos utilizados en los experimentos descritos
en el capitulo anterior (Cuadro 3.3.2). Esto es importante ya que resultados previos
demostraron que el tiempo de demora en iniciar la produccion de etileno es un indicador
de interés para estimar la sensibilidad de la “Beurre D’ Anjou” al escaldado superficial y
que los frutos con mayor capacidad de producir etileno son los mas sensibles a desarrollar
esta fisiopatia (Calvo et al., 2015)

En este capitulo se confirmd que las peras “Beurré d’Anjou” de madurez mas
avanzada son mas sensibles al escaldado que las de cosecha temprana. Sin embargo en
este Gltimo trabajo los frutos manifestaron el escaldado antes, coincidiendo con el hecho
de que la produccidén de etileno se inici6 mas tempranamente en los frutos cosechados
en esta temporada. Por consiguiente, estos resultados confirman los resultados obtenidos
en el capitulo anterior, y demuestran que la incidencia de escaldado superficial esta
claramente relacionada con la madurez de los frutos a cosecha y con la capacidad de
produccion de etileno de los frutos.

Tal como se observo en el capitulo anterior (Figura 2.3.2), las peras en este capitulo
presentaron un patrén de acumulacion de a-farnesenos similar al descrito para manzanas
(Anet, 1972; Whitaker et al. 1997, Giné Bordonaba et al, 2013) y peras (Chen et al.,
1990; Isidoro y Almeida, 2006; Whitaker et al., 2009), con bajos valores iniciales que se
incrementaron durante los tres meses de almacenamiento y después disminuyeron
(Figura 3.3.3). Los CTols y los AFs se acumularon mas rapidamente en frutos de
madurez avanzada (Hs), lo cual se correlaciona con la mayor incidencia y severidad de
escaldado (Figuras 3.3.2 y 3.3.1). Por lo tanto, se confirma que la mayor tasa de
acumulacion de CTols, observada en frutos de madurez avanzada (H. y Hs), esta
relacionada con una mayor incidencia y severidad de escaldado. Esto coincide con lo
descripto por Chen et al., 1990; Whitaker et al., 1997; Gapper et al., 2006, quienes
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demostraron que los cultivares susceptibles son los que exhiben niveles mas altos de
CTols en la piel después de pocos meses de almacenamiento a bajas temperaturas.

La relacion entre el escaldado superficial y la produccién de especies reactivas de
oxigeno (EROs) fue investigada recientemente por Sabban-Amin et al. (2011) en frutos
almacenados con bajo nivel de oxigeno o tratados con 1-MCP. Segln estos autores,
existe una relacion positiva entre desarrollo del escaldado superficial y los niveles de
EROs. Para confirmar esta hipétesis y aclarar aun mas la relacion entre el escaldado
superficial y el estrés oxidativo, se evaluaron en este capitulo varios parametros claves
asociados con el metabolismo antioxidante de la fruta (cambios en la capacidad
antioxidante en la piel de la fruta, evolucion del contenido de polifenoles y del acido
ascorbico, peroxidacion de lipidos y pérdida de electrolitos).

La capacidad antioxidante de las frutas al momento de la cosecha en los frutos
utilizados en este ensayo fue mayor en cosechas tardias (Hz) que en cosechas mas
tempranas (Hi y H2) (Cuadro 3.3.1), similarmente a lo observado en el capitulo 2
(Cuadro 2.3.1). En manzanas, la susceptibilidad al escaldado es tanto mayor cuanto mas
precoz haya sido la cosecha (Ingle y D"Souza, 1989) y esto ha sido asociado a una
menor actividad del sistema antioxidante de la epidermis del fruto (Barden y Bramlage,
1994). Meir y Bramlage (1988) describieron un incremento en la actividad antioxidante
en manzanas de cosecha tardia, debido a una mayor concentracion de los compuestos
antioxidantes como el a-tocoferol y los carotenoides. En este ensayo, el contenido
inicial de polifenoles de los frutos Hs a la cosecha fue mas bajo que en Hoy H: (Figura
3.3.4), pero el de &cido ascérbico fue mayor (Figura 3.3.5).

Al analizar los datos en su conjunto, se observa que a pesar de tener un potencial
antioxidante similar en las tres cosechas, la acumulacion de a-farnesenos y desarrollo
del escaldado fue mayor en Hs. Este resultado confirma lo observado en el capitulo
anterior e indica que el potencial antioxidante global en peras “Beurre D’ Anjou” no
esta directamente relacionado con la susceptibilidad de la fruta a desarrollar escaldado.
Es por lo tanto probable, como se especifica en manzanas (Giné Bordonaba et al.,
2013), que la proteccion contra el escaldado esté mas relacionada con el contenido de
uno o0 mas compuestos antioxidantes especificos que con el potencial antioxidante total
del fruto.

A partir de los 90 dias, tanto la capacidad antioxidante total, medida por el método
del DPPH, como el contenido de polifenoles se mantuvieron relativamente estables y se
observo una similitud entre el patrén de evolucion de ambos parametros. Entre los
compuestos bioactivos, los polifenoles se destacan por sus actividades de captacion de
radicales libres (Bravo, 1998) y se reportd una correlacion positiva directa entre
contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante de los frutos en manzanas
(Schmitz-Eiberger et al., 2003). Se realizaron varios estudios sobre el efecto del
almacenamiento en frio o en atmdsfera controlada en la composicion de polifenoles de
las manzanas (Napolitano et al.,, 2004) y se concluyé que estos compuestos se
mantienen estables durante el almacenamiento.

A su vez, en los frutos de todas las cosechas, el contenido de acido ascorbico
disminuyd durante el almacenamiento, pero los frutos de cosechas tardias (H2 y Hs)
tendieron a presentar mayores valores de acido ascorbico que los frutos de cosecha
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temprana (Hi). Por lo tanto, ni el contenido de polifenoles ni el de acido ascorbico
permitirian explicar la menor sensibilidad al escaldado de los frutos de Hi.

El proceso oxidativo asociado con el escaldado y desencadenado por los CTols
probablemente implica la actividad de varias especies reactivas de oxigeno (EROs), lo
que conduce a la disrupcion irreversible de membranas y otros componentes celulares
(Rao et al., 1998; Isidoro y Almeida 2006; Whitaker, 2007; Zubini et al., 2007). Esto
conlleva al incremento de la peroxidacion de los lipidos de membrana. En este ensayo
se comprobo que el MDA aumenté a medida que se prolongd el almacenamiento,
indicando una mayor peroxidacion de lipidos de las membranas, pero este dafio fue
generalmente menor en los frutos Hi que en los frutos H2 y Hs (Figura 3.3.6), lo que
coincide con un menor desarrollo de escaldado en estos frutos.

Obtener los umbrales de CTols criticos en peras “Packham’s Triumph”

Con respecto a los umbrales criticos determinados para “Beurré d’Anjou” (Cap. 2),
el escaldado se manifesto en frutos H2 y Hz después de 120 dias de almacenamiento
cuando el contenido en CTols fue de 20,8 y 19,9 nmol cm™, respectivamente, y en los
frutos Hi después de 180 dias cuando éstos eran de 16,8 nmol cm™ (Figura 2.3.2). En
cambio, en los frutos utilizados en este capitulo, los frutos de Hs presentaron escaldado
a los 90 dias, cuando tenian un nivel de CTols de 22,2 nmol cm™, y los frutos Hy y Ha,
después de 120 dias, cuando los CTols eran de 16,9 y 24,2 nmol cm™. Estos datos
indican que los frutos de cosecha temprana presentan un umbral critico mas bajo,
cercano a los 16 nmol cm, mientras que los frutos de madurez méas avanzada tendrian
un umbral cercano a los 20 nmol cm™. Esto podria deberse a que los frutos de cosecha
temprana tienen una menor capacidad antioxidante a la cosecha. En las peras “Beurré
d’Anjou”, teniendo en cuenta los datos obtenidos en las dos temporadas, el umbral
critico de CTols a partir del cual se manifiesta escaldado superficial estd en un rango
entre 17 y 24 nmol cm, dependiendo de la madurez a la cosecha. En peras “Packham s
Triumph” este rango se encuentra entre 10 y 14 nmol cm™. El valor umbral critico de la
concentracion de CTols parece ser entonces dependiente de cada cultivar.

Comparacion entre las dos variedades para establecer la especificidad del modelo de
desarrollo de escaldado en peras.

Al analizar los cambios bioguimicos que ocurren en los frutos durante el desarrollo
del escaldado superficial se observan tanto similitudes como diferencias entre peras
“Beurré¢ d’Anjou”y “Packham’s Triumph”. Las ecuaciones lineales ajustadas a la
evolucion temporal de la produccion de AF y CTols (Cuadro 3.3.7) tambien difirieron
entre variedades, en los valores de las pendientes para los CTols. En cuanto a las
similitudes, se tiene que destacar una mayor susceptibilidad de “Beurré d’Anjou” al
escaldado en los frutos mas maduros. En peras “Beurré d’Anjou”, las diferencias de
escaldado entre cosechas se relaciona con valores mayores de la pendiente de los CTols.
Estas diferencias no son tan claras en el caso de peras ‘“Packham’s Triumph”.
Asimismo, para ambos casos se pudo constatar que el escaldado se manifiesta cuando se
sobrepasa un umbral critico determinado por valores de trienos conjugados de 17 a 24
nmol cm para “Beurré d’Anjou” y de 10-14 nmol cm en “Packham’s Triumph”.

Una diferencia importante es que, aunque las peras “Packham’s Triumph”
comienzan a producir etileno antes que “Beurré d’Anjou”, las mismas manifiestan los
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sintomas de escaldado mas tarde. Esto podria ser debido a la menor tasa de oxidacion de
los AF en peras “Packham’s Triumph”, ya que la pendiente de los CTols es menor
(Cuadro 3.3.7). Otra diferencia es que a la cosecha, la menor capacidad antioxidante en
“Beurré d’Anjou” es en frutos Hy y en peras “Packham’s Triumph” en frutos Hz. Estas
diferencias podrian explicar por qué los umbrales criticos de CTols son menores para
las peras “Beurré d’Anjou” de Hi: y para las peras ‘“Packham’s Triumph” de Hs. En
cuanto al contenido de acido ascoérbico, el contenido inicial en peras “Beurré d’ Anjou”
esta entre 6,4 y 11,4 mg/100 g, mientras que para “Packham’s Triumph” los valores
iniciales son muy superiores y estan entre 11, 3 y 15 mg/100 g. Asimismo, el promedio
global (considerando todas las evaluaciones y fechas de cosecha) para “Beurré
d’Anjou” es de 4,78 y para peras “Packham’s Triumph” es de 7,65 mg/100 g. Estas
diferencias varietales son importantes considerando la sensibilidad al escaldado. Dado
que el cultivar “Beurré D Anjou” es mas sensible que “Packham’s Triumph” al
escaldado, el &cido ascoOrbico podria ser un marcador interesante para predecir la
susceptibilidad de las peras en conservacion a esta fisiopatia.

3.5. Conclusiones

En su conjunto, los resultados presentados en este trabajo muestran que, tanto para
peras “Beurré d’Anjou” como para “Packham’s Triumph”, los frutos de cosecha
temprana son menos sensibles al escaldado. Estas diferencias de sensibilidad se
correlacionan con la capacidad para producir etileno y con el patron de acumulacion de
AFy CTols.

La sensibilidad al escaldado no esta claramente relacionada con la capacidad
antioxidante total de los frutos, pero no se descarta que exista una relacién con uno o
mas antioxidantes en particular. Asimismo, los resultados sugieren que el escaldado se
manifiesta cuando se sobrepasa un umbral critico de trienos conjugados, que es
dependiente del cultivar.

Las peras ‘“Packham’s Triumph” comienzan a producir etileno antes que las peras
“Beurré d’Anjou” pero manifiestan los sintomas de escaldado mas tarde, probablemente
debido a menores tasas de acumulacion de AF y de CTols. Las peras “Beurré d’Anjou”
tuvieron mayores pendientes de acumulacion de CTols que las “Packham’s Triumph”,
en los frutos de las tres fechas de cosecha.

Se observo una relacion negativa entre el contenido de acido ascorbico y el tiempo
de aparicion del escaldado. Las peras “Packham’s Triumph”, que son menos sensibles,
presentaron un contenido de acido ascorbico en promedio 1,6 veces superior que las
peras “Beurré D’Anjou” y el escaldado se manifiesta un mes después.



CAPITULO 4.

El papel de los antioxidantes enddgenos
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4.1. Introduccion

Dado que se considera que escaldado superficial es el resultado de un proceso
oxidativo, se acepta que su severidad es proporcional al grado de oxidacion de AF, y
que no aparece durante el almacenamiento si el fruto mantiene suficiente contenido de
antioxidantes para prevenir o limitar la oxidacion de este compuesto.
Independientemente del contenido inicial de antioxidantes, el almacenamiento a bajas
temperaturas debilita los mecanismos antioxidantes de los tejidos vegetales (Mir et al.,
1999), incluyendo las peras (Chiriboga et al., 2013), haciendo que la fruta sea mas
propensa a desarrollar este desorden fisioldgico. Por lo tanto, el equilibrio entre el
contenido de especies oxidativas y la capacidad antioxidante de la piel de los frutos
juega un papel importante en el desarrollo y la progresion de esta fisiopatiia en
manzanas Yy peras (Rao et al., 1998; Diamantidis et al, 2002; Zubini et al., 2007;
Whitaker et al, 2009).

Los conocimientos actuales sobre el mecanismo bioguimico responsable del
desarrollo del escaldado han demostrado que manzanas y peras siguen un camino
similar (Rowan et al, 2001; Isidoro y Almeida, 2006; Whitaker, 2007; Whitaker et al,
2009.; Zubini et al., 2007). Aunque tales similitudes estan bien documentadas, existen
diferencias notables en la induccion de etileno y el contenido inicial de antioxidantes
entre manzanas y peras, que podrian dar lugar a diferencias en la sensibilidad al
escaldado superficial. La mayoria de las variedades de manzanas producen etileno
después de la cosecha, mientras que la mayoria de las peras, incluyendo “Beurré
d’Anjou”, requieren la exposiciébn a bajas temperaturas para iniciar la produccion
autocatalitica de etileno (Abeles et al., 1992). En relacion al contenido de antioxidantes
totales, las peras presentan normalmente un menor contenido de antioxidantes que las
manzanas (Leontowicz et al., 2003).

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del almacenamiento en
atmosfera con bajo oxigeno (LO) y la aplicacion de 1-MCP sobre la capacidad
antioxidante de peras “Beurré d’Anjou”. Para este propoésito, los cambios en la
produccion de etileno, la acumulacion de o-farnesenos y trienos conjugados y la
capacidad antioxidante durante el almacenamiento de frutos fueron relacionados con la
incidencia de escaldado superficial.

4.2.  Materiales y métodos
Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Se utilizaron peras “Beurré¢ d’Anjou” (Pyrus communis L.) provenientes de la
chacra comercial mencionada en el Capitulo 2. Los frutos se cosecharon al azar de la
zona media de los arboles el 11 de febrero y se trasladaron al laboratorio del Area
Postcosecha del INTA Alto Valle. Se seleccionaron frutos de tamafio homogéneo y libre
de defectos que se dividieron en tres lotes, a los que se realizaron los siguientes
tratamientos:

- Control: Después de la cosecha los frutos sin tratar se almacenaron en frio

convencional (FC) a -0,5 °C.

- LO: Después de la cosecha los frutos se almacenaron en contenedores con Bajo

Oxigeno a -0,5 °C. Se estableci6 un porcentaje minimo de Oz de 1,5% y maximo
de 2,1% y un porcentaje maximo de CO; de 1,3%.
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- 1-MCP: Después de la cosecha los frutos se colocaron dentro de un contenedor
de 0,86 m?® de acero inoxidable, donde se realiz6 un tratamiento con 0,3 pL L*
1-MCP, pesando las cantidades necesarias de SmartFresh® (0,14% ingrediente
activo, Rohm & Haas) en un frasco al que se agregd agua (a 45 °C) para liberar
el 1-MCP. Los contenedores se cerraron hermeticamente y se puso en marcha
los ventiladores dentro de los mismos para asegurar una adecuada distribucion
del gas dentro del contenedor. La duracion del tratamiento fue de 24 h.

Después de los tratamientos, los frutos se embalaron en cajas de carton con dos
bandejas (20 frutas cada una) y bolsa de polietileno de baja densidad de 25 pm de
espesor macroperforadas (utilizadas por los empaques de la region para la conservacién
de fruta en AC).

Determinaciones de madurez

Se realizaron al momento de la cosecha como se detallé en el Capitulo 2, sobre 5
repeticiones de 10 frutos cada una.

Produccién de etileno

Se determiné sobre 5 repeticiones de 1 fruto después de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180,
210 y 240 dias a -0,5 °C y durante 30 dias de vida en estante a 20 °C. Se determinaron las

2 13

variables “demora”, “climaterio” y “magnitud” del climaterio en nL g-* h-!, como se
detalld en el Capitulo 2.

Desarrollo de escaldado superficial

Se determind sobre 5 repeticiones de 10 frutos cada una después de 180, 210 y 240
dias a-0,5°Cy 7 dias a 20 °C, tal como fue descrito en el Capitulo 2.

Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)
Se realizaron después de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 dias en -0,5 °C
en 10 repeticiones de un fruto cada una, como se detall6 en el Capitulo 2.

Capacidad antioxidante total (DPPH)

Se determind en 5 repeticiones de 10 frutos después de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180
y 240 dias a -0,5 °C, tal como se describi6 en el Capitulo 2.

Contenido de polifenoles

Las determinaciones de polifenoles se realizaron en 10 repeticiones de un fruto,
después de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 dias en -0,5 °C, como se detallo
en el Capitulo 3.
Contenido de Acido Ascérbico (Vitamina C)

Las determinaciones acido Ascérbico se realizaron en 6 repeticiones de muestra

constituida por la piel de 5 frutos, despues de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240
dias en -0,5 °C, como se detallé en el Capitulo 3.
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Peroxidos lipidicos (MDA)

El malondialdehido (MDA) se cuantifico en 5 repeticiones de 5 frutos cada una,
después de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 dias en -0,5 °C, tal como se
describid en el Capitulo 3.

Pérdida de electrolitos

La peérdida de electrolitos en la piel de los frutos se determiné en de 5 repeticiones
de 5 frutas cada una, después de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 dias en -0,5
°C, como se detallo en el Capitulo 3.

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software
INFOSTAT Profesional / version 2006p.1. La separacion de medias se realizd mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 0,05 (valores de p).

4.3.  Resultados
Estado de madurez a cosecha
Teniendo en cuenta los valores de referencia regional (Benitez, 2001), al

momento de la cosecha los frutos de este ensayo presentaban una madurez avanzada
(Cuadro 4.3.1).

Cuadro 4.3.1. indices de madurez de peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 11 de
febrero. Los valores representan la media + DE.

indice de madurez Valor + DE
Firmeza (N) 58,5+0,3
SST (%) 13,0+0,2
AT (g/L) 2,7+0,1
Color epidermis (Hue) 118,6 £0,5
Degradacion Almidon (%) 534 +117
Calibre (mm) 714+21
Peso (gr) 166,6 + 36,5

Produccién de etileno

Para todos los tratamientos, la produccion de etileno fue indetectable al momento
de la cosecha y después de 15 y 30 dias de almacenamiento a bajas temperaturas (datos
no presentados). Esto indica que los frutos fueron cosechados en estado preclimatérico.
Los frutos control requirieron 45 dias a -0,5 °C y 12 dias a 20 °C para iniciar la
produccion de etileno, mientras que en frutos almacenados en LO y los tratados con 1-
MCP esta induccidn se produjo solamente después de 90 y 210 dias de almacenamiento
en frio, respectivamente (Cuadro 4.3.2). En los frutos control, el pico climatérico pudo
observarse después de 90 dias a bajas temperaturas, y se produjo después de 9 dias a 20
°C, y al cabo de 7 dias a 20 °C para las estancias en frio mas largas. En los frutos
almacenados en LO, el pico climatérico pudo observarse después de 150 dias a bajas
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temperaturas, mientras que en los frutos tratados con 1-MCP el pico se produjo después
de 240 dias (Cuadro 4.3.2). Con respecto a la magnitud del climaterio, en general este
valor se incrementd al prolongarse el almacenamiento a bajas temperaturas para los
frutos conservados en los distintos sistemas de almacenamiento (Cuadro 4.3.2).

Cuadro 4.3.2. Tiempo hasta empezar a producir etileno (demora), tiempo hasta alcanzar el
climaterio (climaterio) y magnitud del climaterio (magnitud) de peras “Beurré d’Anjou”
almacenadas en frio convencional (Control), en régimen de bajo oxigeno (LO) y en frio
convencional tratadas con 1-MCP (1-MCP), después de diferentes periodos de
almacenamiento a -0,5 °C.

Etileno | Cosecha Tiempo de almacenamiento (dias
45 60 90 120 150 180 210 240
Demora Control 12 5 5 0 0 0 0 0
(dlias) LO nd nd 19 26 0 0 0 0
1-MCP nd nd nd nd nd nd 11 2
i .| Control nd nd 9 7 7 7 7 7
c |(r(;1%tse.;no LO nd nd nd nd 10 9 5 7
1-MCP nd nd nd nd nd nd nd 7
. Control nd nd 12,6 | 18,1 | 19,0 22,5 26,1 56,6
Magnitud | | o nd | nd | nd | nd | 171 | 143 | 156 | 50,2
(nlg*h) ’ ’ ’ |
1-MCP nd nd nd nd nd nd nd 43,2

nd: no detectable durante los 30 dias de vida en estante (20 °C).
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Figura 4.3.1. Incidencia (% de fruta afectada) y severidad (G1, G2, G3, G4) de
escaldado superficial de peras “Beurré d’Anjou” almacenadas en frio convencional
(Control), en régimen de bajo oxigeno (LO) y en frio convencional tratadas con 1-MCP
(1-MCP), después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C.
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes Tukey o= 0,05

No se observaron sintomas de escaldado superficial en los frutos en las
evaluaciones realizadas a la salida de la camara (datos no presentados). En cambio, tras
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7 dias de vida en estante a 20 °C, se desarrollaron sintomas de escaldado en los
controles y en los frutos almacenados en LO, en la evaluacion realizada después de 180
dias, mientras que los frutos tratados con 1-MCP no desarroll6 escaldado superficial en
ninguna de las evaluaciones realizadas. En cuanto a la severidad, los frutos control
presentaron mayor severidad que los almacenados en LO (Figura 4.3.1).

Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)

—e—Control =--0--LO - & - 1-MCP
120

100 - I

AF nmol/em2
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Tiempo a -0,5°C (dias)
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TC nmol/em2
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Figura 4.3.2. Contenido de a-farnesenos (A) y trienos conjugados (B) en la piel de
peras “Beurré d’Anjou” durante el almacenamiento en frio convencional (Control), en
régimen de bajo oxigeno (LO) y en frio convencional tratadas con 1-MCP (1-MCP),
después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la
media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las lineas verticales indican el LSD
de las medias (p<0,05).

Los frutos control tenian un bajo contenido de a-farnesenos a la cosecha, pero
presentaron un brusco incremento hasta alcanzar un maximo de 82 nmol/cm? a los 60
dias. Los frutos almacenados en LO presentaron un incremento mas lento, a partir de los
45 dias y alcanzaron un maximo de 70 nmol/cm? a los 90 dias. En los frutos tratados
con 1-MCP, el incremento fue paulatino y mucho menor, observandose un méaximo de
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34 nmol/cm? a los 210 dias (Figura 4.3.2A). El contenido de trienos conjugados también
difiri6 entre tratamientos, observandose un incremento mas temprano (a partir de los 30
dias) en los frutos control que en los frutos LO (a partir de los 60 dias) y en estos que en
los frutos tratados con 1-MCP (a partir de los 120 dias) (Figura 4.3.2B). Asimismo, los
frutos control alcanzaron valores superiores a los frutos de LO y estos a los de 1-MCP,
lo cual indica una mayor capacidad de presentar escaldado superficial.

Capacidad antioxidante total (DPPH)

—&— Control -{--LO - 4&-1-MCP

60

DPPH (%)

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo a -0,5°C (dias)

Figura 4.3.3. Cambios en la capacidad antioxidante (DPPH) en la piel de peras “Beurré
d’Anjou” almacenadas en frio convencional (Control), en régimen de bajo oxigeno (LO)
y en frio convencional tratadas con 1-MCP (1-MCP), después de diferentes periodos de
almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10 frutos
por repeticién) y las lineas verticales indican el LSD de las medias (p<0,05).

La capacidad antioxidante total de los frutos control se incrementé durante los
primeros 45 dias, y tuvo un descenso brusco a los 60 dias, estabilizandose a partir de los
90 dias hasta el final del almacenamiento. En los frutos almacenados en LO, el descenso
se produjo después de 120 dias, estabilizandose a partir de los 150 dias. En el caso de
los frutos tratados con 1-MCP, no se observé un descenso pronunciado, y la capacidad
antioxidante se mantuvo aproximadamente constante durante todo el periodo evaluado
(Figura 4.3.3).

Polifenoles

El contenido de polifenoles totales vario de manera similar a la capacidad
antioxidante total medida por e DPPH para cada tratamiento. En los controles, los
polifenoles descendieron de 4,20 a 2,29 (mg acido Galico/100 mL) después de 60 dias
de almacenamiento, coincidiendo con el descenso de la capacidad antioxidante total. A
partir de alli, el contenido de polifenoles se incrementd hasta alcanzar valores de 4,21
unidades al final del almacenamiento. En los frutos almacenados en bajo oxigeno (LO),
se produjo un descenso hasta los 45 dias, y a partir de alli un incremento méas gradual
que el observado en los controles, alcanzando al final del almacenamiento valores de
3,66 mg acido Galico/100 mL muestra. Por otro lado, los frutos tratados con 1-MCP
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presentaron un descenso durante los primeros 30 dias de almacenamiento y después
valores mas estables y superiores entre los 60 y 180 dias de almacenamiento (Figura
4.3.4).

—— Control -{1--LO - A-1-MCP

e = | T s

8]

Acido Galico (mg/100 mL)

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo a -0,5°C (dias)

Figura 4.3.4. Polifenoles totales en la piel de peras “Beurré d’Anjou” almacenadas en
frio convencional (Control), en régimen de bajo oxigeno (LO) y en frio convencional
tratadas con 1-MCP (1-MCP), después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5
°C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las
lineas verticales indican el LSD de las medias (p<0,05).

Contenido de Acido ascorbico (Vit C)

El contenido de &cido ascérbico a cosecha fue de 8,03 mg/100 g y descendio a lo
largo del almacenamiento a -0,5 °C en todos los tratamientos. Los frutos control y
almacenados en LO mostraron un descenso similar, llegando a valores de 1,26 y 2,00 al
final del almacenamiento, respectivamente. Sin embargo, los frutos tratados con 1-
MCP mantuvieron mayores valores en todas las evaluaciones, excepto a los 150 dias, y
al final del almacenamiento mantenian valores de 4,33 mg/100 g (Figura 4.3.5).
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—e— Control -1-LO - A-1-MCP
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Figura 4.3.5. Contenido de Acido Ascorbico en la piel de peras “Beurré d’Anjou”
almacenadas en frio convencional (Control), en régimen de bajo oxigeno (LO) y en frio
convencional tratadas con 1-MCP (1-MCP), después de diferentes periodos de
almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10 frutos
por repeticion) y las lineas verticales indican el LSD de las medias (p<0,05).

Peroxidacion de lipidos y pérdida de electrolitos
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Figura 4.3.6. Peroxidacion lipidica (MDA) en la piel de peras “Beurré
d’Anjou”almacenadas en frio convencional (Control), en régimen de bajo oxigeno (LO)
y en frio convencional tratadas con 1-MCP (1-MCP), después de diferentes periodos de
almacenamiento a -0,5 °C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10 frutos
por repeticién) y las lineas verticales indican el LSD de las medias (p<0,05).
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Figura 4.3.7. Pérdida de electrolitos en la piel de peras “Beurré d’Anjou” almacenadas
en frio convencional (Control), en régimen de bajo oxigeno (LO) y en frio convencional
tratadas con 1-MCP (1-MCP), después de diferentes periodos de almacenamiento a -0,5
°C. Los valores representan la media de 5 repeticiones (10 frutos por repeticion) y las
lineas verticales indican el LSD de las medias (p<0,05).

La peroxidacion lipidica (MDA) y la pérdida de electrolitos fluctuaron a lo largo
del almacenamiento con una tendencia creciente y sin diferencias significativas entre los
tratamientos (Figuras 4.3.6 y 4.3.7). Esto sugiere que las bajas temperaturas causaron
dafio en las membranas y que dicho dafio no fue afectado por ninguno de los
tratamientos. Los frutos de los tres tratamientos exhibieron muy baja integridad de
membrana al final del almacenamiento (70 a 73% de pérdida de electrolitos en la piel de
los frutos (Figura 4.3.7).

4.4, Discusion

El modelo en los frutos Control: Produccién de etileno, contenido de a-farnesenos y
trienos conjugados, capacidad antioxidante y su relacion con el escaldado superficial

Con los datos obtenbidos en este ensayo y las relaciones ente la produccion de
etileno, la sintsis de a-farnesenos y su oxidacion a trienos conjugados, la capacidad
antioxidante total y el desarrollo de escaldado, se establecié un modelo para los frutos
control (Figura 4.4.1). La acumulacion de a-farneseno en la piel de peras “Beurré
d’Anjou” esta regulada por la produccion de etileno (Bai et al, 2009; Gapper et al.,
2006). En este ensayo, los frutos control produjeron cantidades detectables de etileno a
partir de los 45 dias de almacenamiento (Cuadro 4.3.2), lo que se tradujo en una rapida
acumulacion de a-farneseno hasta alcanzar un maximo de 82,19 nmol/cm?a los 60 dias
(Figura 4.3.2A) y su posterior descenso debido a su oxidacion a CTols (Figura 4.3.2B).
Los AF tuvieron un incremento desde los 15 dias, a pesar de no haber comenzado la
produccidn de etileno. Esto fue observado previamente en el Capitulo 2, sugiriendo que
la sintesis de AF en peras “Beurre D'Anjou” no dependeria exclusivamente del etileno
y que otros factores, tales como el almacenamiento a bajas temperaturas, podrian
modular su sintesis. La concentracion y el momento de aparicion de los CTols
determina la severidad de escaldado en los frutos (Anet, 1972). En ensayos anteriores
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realizados en este mismo cultivar, se definié un valor umbral critico de CTols de 20
nmol/cm? por encima del cual se observaron sintomas de escaldado (Calvo y Candan,
2012). En este ensayo, los valores criticos de CTols (20 nmol/cm?) en los frutos control
se alcanzaron después de los 60 dias (Figura 4.3.2B). La incidencia de escaldado en
estos frutos fue de 73%, 86% y 100% después de 180, 210 y 240 dias de
almacenamiento, respectivamente (Figura 4.3.1).

El contenido de polifenoles totales (Figura 4.3.4) mostré un patrén similar al
observado para la capacidad antioxidante total medida con DPPH (Figura 4.3.3),
sugiriendo que los mismos contribuyen de manera significativa a la capacidad
antioxidante total en peras “Beurré d’Anjou”. En los frutos control, el contenido de
polifenoles (Figura 4.3.4) y de acido ascérbico (Figura 4.3.5) se redujo durante la
primera etapa del almacenamiento, resultando en un descenso brusco de la capacidad
antioxidante (DPPH) a los 60 dias (Figura 4.3.3). Paralelamente, transcurridos 60 dias
de almacenamiento se observd también el pico de acumulacion de a-farneseno (Figura
4.3.2A). El alto contenido de a-farnesenos y la baja capacidad antioxidante observados
en este momento se asocian a una rapida acumulacion de CTols, que alcanzan el umbral
critico a los 60 dias (Figura 4.3.2B). Los CTols son compuestos altamente reactivos y
toxicos para las células (Du y Bramlage, 1993), y su presencia implica una condicién de
estrés para los frutos que determina el desarrollo posterior del escaldado.

Aunque se supone que el escaldado es el resultado de un proceso oxidativo, las
relaciones entre los niveles de antioxidantes enddgenos y la incidencia de escaldado
todavia no estan claramente definidos. Ju, et al., (1996) observaron que los fenoles
simples y los flavonoides se correlacionaron positivamente con el escaldado mientras
que la tendencia opuesta fue observada para el contenido de antocianinas en manzanas
“Delicious” y “Ralls”. Del mismo modo, Rudell y Mattheis (2009) encontraron que las
concentraciones de a-tocoferol disminuyeron durante el almacenamiento, a medida que
se incrementd la severidad de escaldado. En contraste, ningun antioxidante individual
pudo asociarse de forma clara con el escaldado en otros estudios (Barden y Bramlage,
1994). En este ensayo, se pudo asociar la disminucién de la capacidad antioxidante a la
perdida inicial del contenido de &cido ascérbico. La sintesis de polifenoles pareciera ser
la respuesta de los frutos ante el incremento de CTols. Los CTols podrian estar
involucrados en la peroxidacion de los lipidos de membrana, una accién que en ultima
instancia perturba la organizacion celular provocando su ruptura (Du y Bramlage,
1993). La peroxidacion lipidica y la pérdida de electrolitos fluctuaron a lo largo del
almacenamiento con una tendencia creciente (Figuras 4.3.6 y 4.3.7), como resultados
del proceso oxidativo.

Efecto del LO y 1-MCP sobre la produccion de etileno, el contenido de a-farnesenosy
trienos conjugados, capacidad antioxidante y su relacidon con el escaldado superficial

El almacenamiento de peras “Beurré d’Anjou” en LO inhibi6é la produccién de
etileno hasta los 90 dias de almacenamiento (Cuadro 4.3.2) y como resultado de ello la
cadena de eventos posteriores se vio moderada. Se observé un retraso en la acumulacién
o-farneseno, que alcanzo el valor maximo 70,28 nmol/cm? después de 90 dias y de
CTols (Figura 4.3.2), tal como fue observado por Piretti et al. (1994), Whitaker et al.
(1997), Wang y Dilley (2000) y Whitaker (2000). Los valores criticos de CTols se
alcanzaron a los 180 dias en los frutos almacenados en LO (Figura 4.3.2B) lo que redujo
significativamente la incidencia de escaldado superficial con respecto al control (Figura
4.3.1). Chen et al. (1993) determinaron que el control del escaldado en peras “Beurré
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d’Anjou” conservadas en 0,5% de O2 se asocid6 con la menor acumulacion de o-
farnesenos y de CTols en los frutos. En los frutos almacenados en LO, la acumulacién
de a-farnesenos fue mas lenta y el descenso brusco de capacidad antioxidante total se
produjo a los 120 d (Figura 4.3.3), 60 dias mas tarde que en el control.

El tratamiento con 1-MCP inhibi6 la produccion de etileno hasta los 210 dias de
almacenamiento (Cuadro 4.3.2). Debido a ello, la acumulacion, tanto de o-farnesenos
como de CTols (Figura 4.3.2), fue muy inferior a la observada en el control y en los
frutos almacenados en LO. Por otro lado, los frutos tratados con 1-MCP mantuvieron
mayores valores de polifenoles (Figura 4.3.4) y de &cido ascorbico (Figura 4.3.5), lo
cual se tradujo en un valor aproximadamente constante de la capacidad antioxidante
total (Figura 4.3.3) sin observarse un descenso brusco, como en el control o en los frutos
almacenados en LO. Probablemente, la menor acumulacion de a-farnesenos y el
mantenimiento de la capacidad antioxidante en los frutos tratados con 1-MCP determiné
que no se alcance el umbral critico de CTols (el mayor valor fue de 11,05 nmol/cm?
despues de 240 d) (Figura 4.3.2b) y que los frutos no desarrollen escaldado (Figura
4.3.1). Estos frutos tampoco presentaron un incremento tardio en la sintesis de
polifenoles (Figura 4.3.4). Resultados similares fueron observados por varios autores
(Bai et al, 2009; Gapper et al, 2006; Fan y Mattheis., 1999; Isidoro et al, 2006; Watkins
et al, 2000; Xie et al., 2014). Gapper et al. (2006) demostraron que el 1-MCP inhibe la
expresion del gen a-farneseno sintasa PCAFS1 inducido por el etileno en las peras
“Beurré d’Anjou” y por tanto la sintesis del a-farneseno, lo que resulta en la inhibicion
del escaldado. No se observé un efecto del almacenamiento en LO o del tratamiento con
1-MCP en la peroxidacion de lipidos o en la pérdida de electrolitos (Figuras 4.3.6 y
4.3.7).
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Figura 4.4.1. Modelo de desarrollo de escaldado superficial en de peras “Beurré
d’Anjou” almacenadas en frio convencional (Control). En el modelo se muestran las
principales relaciones entre los compuestos que internvienten en el desarrollo de esta
fisiopatia: sintesis de CTols a partir del etileno y accion de los antioxidantes enddgenos
(&cido ascorbico, polifenoles, DPPH). Al romperse el equilibrio entre sustancias
oxidantes y capacidad antioxidante, se acumulan los CTols y se genera un estrés que
concluye en el desarrollo de escaldado superficial. Se muestran ademas, los puntos de
control mediante LO y 1-MCP.
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4.5, Conclusiones

El almacenamiento en bajo O2 de peras “Beurré d’Anjou” retraso el inicio de la
produccién de etileno, la acumulacion de a-farneseno, y su oxidacion, por lo cual la
incidencia de escaldado fue menor. Su efecto sobre la capacidad antioxidante fue el de
demorar su descenso brusco pero sin afectar el contenido de &cido ascérbico.

El tratamiento con 1-MCP tuvo un efecto mayor en la reduccién de la produccion
de etileno, la acumulacion a-farneseno, y su oxidacion, inhibiendo en forma absoluta la
incidencia de escaldado. No se observd un descenso brusco de la capacidad
antioxidante, pero si un mejor mantenimiento del contenido de polifenoles y de acido
ascorbico. Por lo tanto, el 1-MCP controla el escaldado, no solo por su efecto sobre el
etileno, a-farneseno, y su oxidacion, sino también por favorecer el mantenimiento de los
niveles de compuestos antioxidantes como polifenoles y &cido ascérbico.
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5.1. Introduccién

Los posibles métodos de control tienen por objeto evitar la formacion de a-
farneseno, favorecer su eliminaciéon y sobre todo impedir su oxidacion. Una nueva
tendencia en la AC comercial es la utilizacion de una atmosfera dindmica (ACD), en
lugar de una atmosfera controlada estatica. Mattheis y Rudell (2011) y Candan y Calvo
(2009) demostraron en peras “Beurré d’Anjou” que esta técnica inhibe el desarrollo de
escaldado. Sin embargo, puede provocar la aparicion de pecas negras asi como un
insuficiente ablandamiento durante la vida en estante de los frutos (Mattheis y Rudell,
2011), y la aparicion de cavernas (Candan y Calvo, 2009).

El 1-metilciclopropeno (1-MCP) ha demostrado ser efectivo en inhibir la accion
del etileno, mantener la calidad de los frutos y reducir la incidencia de escaldado
(Blankenship y Dole, 2003, Watkins y Miller, 2005, Sozzi y Beaudry, 2007). La
introduccion de SmartFresh® en la industria argentina de las manzanas en 2002 ha
resultado en una reduccion del ablandamiento y de la escaldadura superficial en la
mayoria de las variedades cultivadas en la region (Calvo, 2002; Calvo y Candan, 2003;
Calvo, 2004a,b,c; Calvo y Macadam, 2005; Candan y Calvo, 2009). En lo que respecta
a las peras, se han realizado numerosos ensayos en la regién (Candan y Calvo, 2002;
Calvo y Candan, 2003; Calvo, 2004b; Calvo y Sozzi, 2004; Calvo y Candan, 2014). Sin
embargo, su uso en esta especie es potencialmente problematico debido a que el efecto
residual que tiene sobre la firmeza no se disipa facilmente durante un periodo razonable
de comercializacion después del almacenamiento en frio (Chen y Spotts, 2005).
Actualmente se aplica a nivel comercial en las variedades “Williams”, ‘“Packhams
Triumph”, “Beurré d’Anjou” y “Abate Fetel” con recomendaciones especificas para
cada una de ellas (Agrofresh, comunicacion personal).

La aplicacion de putrescina en peras, al reducir la sintesis de etileno, podria reducir
la incidencia de escaldado. Sin embargo, Fuentes et al., (2012) observaron que los
tratamientos con poliaminas realizados por inmersion no fueron efectivos en el control
del escaldado y favorecieron el desarrollo de podredumbres en peras “Packhams
Triumph” y manzanas “Granny Smith”.

Los tratamientos con altas temperaturas previos al almacenamiento retrasan la
produccion de etileno, reducen los niveles de a-farnesenos y CTols (Lurie y Klein,
1990) y pueden incrementar la actividad antioxidante de los frutos (Shaham et al.,
2003), por consecuencia reducirian el escaldado. Esto pudo comprobarse en manzanas
(Lurie et al., 1990; Combrink et al., 1994). Sin embargo, en ensayos previos realizados
en manzanas “Granny Smith” y en peras “Packhams Triumph” estos tratamientos
fueron ineficaces para reducir este desorden (Fuentes et al, 2012).

La aplicacion de radiacion ultravioleta de alta energia (UVC, 254 nm) en frutos
retrasa los procesos asociados con la maduracion y senescencia (Civello et al., 2006).
Los tratamientos con UVC incrementaron la acumulacion de antioxidantes en uvas
(Nigro et al., 1998) y redujeron la produccion de etileno en tomates (Stevens et al.,
2004). En consecuencia, es razonable suponer que la aplicacion de un tratamiento con
UVC podria disminuir el escaldado superficial en peras.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de distintas estrategias como
alternativas para el control de la escaldadura superficial en peras “Beurré d’Anjou”,
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incluyendo la reduccion de la sintesis o accion del etileno (aplicacion de poliaminas, 1-
MCP), el almacenamiento con bajo oxigeno (AC, ACD) y la aplicacion de condiciones
de estrés antes del almacenamiento (UVC, tratamiento térmico).

Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Se utilizaron peras “Beurré d’Anjou” (Pyrus communis L.) provenientes de la

misma chacra comercial mencionada en el Capitulo 2. Los frutos se cosecharon el 4 de
febrero (cosecha 6ptima) y se separaron en 8 lotes homogéneos en cuando a tamafio y
calidad. Se realizaron 3 repeticiones de cada tratamiento. Los tratamientos realizados
fueron:

Control: Frutos que se lavaron y se almacenaron en frio convencional (FC) a -0,5 °C
en canastos plasticos de 60 frutos cada uno, sin ningdn tratamiento.

Etoxiquina: Frutos que se trataron a la cosecha con Equinox® (50% v/v ingrediente
activo, Industrias Quimicas Washington), mediante un tratamiento con duchas
(“drencher”) de 1 minuto de duracion. Después del tratamiento, los frutos se dejaron
escurrir, y se almacenaron en FC a -0,5 °C en canastos plasticos con 60 frutos cada
uno.

AC: Frutos que se almacenaron en contenedores herméticos de 0,86 m* de acero
inoxidable y en los cuales se generé una atmosfera de 1,5% de Oz y 1% de COy,
mediante barrido por nitrogeno.

ACD: Frutos almacenados en contenedores herméticos de 0,86 m® de acero
inoxidable, donde se gener6 una atmdsfera controlada dindmica en pasos: 1)
descenso inicial hasta 2% v/v Oz y 1% v/v COy; 2) descenso diario de 0,1% O por
barrido o por respiracion de la fruta. El equipo contaba con sensores de
fluorescencia, situado en una caja de plastico conteniendo una muestra de 6 frutas, y
que emite una luz a partir de ldmparas LED. Una porcidn de la luz absorbida por la
clorofila es re-emitida como fluorescencia. En particular, los frutos sometidos a
condiciones de estrés presentan una mayor emision de fluorescencia proveniente de
la clorofila. De este modo, cuando el nivel de oxigeno es muy bajo aumenta la
fluorescencia emitida por la clorofila lo cual indica que se han alcanzado
condiciones de estrés. Cuando los valores de fluorescencia indicaron el inicio del
estrés, se corrigié la composicion gaseosa mediante inyeccién automatica de O» de
modo de provocar un aumento del 0,2% en su concentracion. En esta etapa, el CO2
se mantuvo entre valores de 0,8 y 1,0%.

Poliaminas: Los frutos se trataron inmediatamente después de cosecha por
inmersion durante 6 minutos en 20 L de solucion 2 mM de putrescina (P7505,
Sigma®) con 0,1% v/v de Tween 20. Los frutos se colocaron dentro de bolsas de
red, permitiendo que la solucién de poliaminas circule entre los mismos. Después
del tratamiento, los frutos se dejaron escurrir y se almacenaron en FC a -0,5 °C en
canastos plasticos con 60 frutos cada uno.

1-MCP: Los frutos se colocaron dentro de un contenedor de 0,86 m® de acero
inoxidable, donde se realiz6 un tratamiento con 0,3 pL L 1-MCP, pesando las
cantidades necesarias de SmartFresh® (0,14% m/v ingrediente activo, Rohm &
Haas) en un frasco al que se le agregé 20 mL de agua (a 45 °C) para liberar el 1-
MCP. Los contenedores se cerraron herméticamente y se pusieron en marcha los
ventiladores dentro de los mismos para asegurar una distribucién homogénea del
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gas. Después de 24 h de tratamiento, los frutos se almacenaron en canastos plasticos
con 60 frutos cada uno a -0,5 °C.

- UVC: El tratamiento con UVC se realizo dentro de una camara cubica de 90 cm de
lado, provista en su parte superior interna con diez lamparas (TUV G 30T8, 30 W,
90 cm longitud, A= 254 nm, Philip, Holland) dispuestas a 8 cm de distancia entre
cada una de ellas. Los frutos se colocaron sobre bandejas de pulpa de celulosa
moldeada a 15 cm de los tubos y se irradiaron durante 2 minutos, logrando una dosis
de 2,7 KJ/m2, A fin de asegurar una exposicion uniforme a la luz UVC sobre toda la
superficie de los frutos, cada fruta se gir6 manualmente después de los tiempos
especificados. La intensidad de flujo de las lamparas fue medida con un radiometro
digital (Cole- Parmer Instrument Company, Vernon Hills, Illinois, USA). Después
de los tratamientos los frutos se almacenaron a -0,5 °C en aire, en canastos plasticos
conteniendo 60 frutos cada uno.

- Tratamiento Térmico: Este tratamiento se llevé a cabo sumergiendo los frutos en
agua a 50 °C £ 1 °C, durante 1 minuto. Los frutos se colocaron dentro de bolsas de
red, permitiendo que el agua caliente circule entre los mismos. Para ello, se utilizd
un bafio termostatico de acero inoxidable (Quimica Elfand S.A., Buenos Aires,
Argentina), a fines de mantener constante la temperatura del agua. Asimismo, la
temperatura se controld durante cada tratamiento con un termometro digital.
Posteriormente los frutos se dejaron escurrir, y se almacenaron a -0,5 °C en aire, en
canastos plasticos con 60 frutos cada uno.

Determinaciones de madurez

Se determind antes de los tratamientos (madurez inicial) y después de 210 y 270 dias
de almacenamiento a -0,5 °C sobre 5 repeticiones de 10 frutos cada una, como se describid
en el Capitulo 2.

Produccién de etileno

Se determiné sobre 5 repeticiones de 1 fruto después de 210 y 270 dias a -0,5 °C y
durante 30 dias de vida en estante a 20 °C, como se detall6 en el Capitulo 2.

Andlisis del escaldado superficial

Se determino la incidencia y la severidad sobre 5 repeticiones de 10 frutos cada una
después de 210 y 270 dias a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C y los resultados se expresaron con
el indice IES tal como fue descrito en el Capitulo 2.

Analisis estadistico
Los datos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) utilizando

INFOSTAT Profesional Software / version 2006p.1. La separacion de medias se realizo
mediante la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 0,05 (valores de p).
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5.3. Resultados
Indices de madurez a cosecha

Cuadro 5.3.1. indices de madurez de peras “Beurré d’Anjou” cosechadas el 4 de
febrero. Los valores representan la media + DE.

Indice de madurez Valor+ DE
Firmeza (N) 59,9+5,1
SST (%) 11,1+ 0,5
AT (g LY 28+ 0,1
Color (hue) 120,0+£ 3,4
Degradacion Almidon (%) 49,8 +£9,0

Con respecto a los indices de madurez de referencia determinados por Benitez
(2001), la fruta utilizada en este ensayo tenia una madurez éptima, con una firmeza de
8,5 N menos que la recomendada para el inicio de la cosecha (Cuadro 5.3.1). Los frutos
control ya estaban produciendo etileno al finalizar cada periodo de almacenamiento y
alcanzaron el pico climatérico después de 10 y 8 dias en los frutos conservados 210 y
270 dias respectivamente (Figura 5.3.1.A,B). El Unico tratamiento que afectd
significativamente la produccion de etileno fue el 1-MCP, que la inhibié completamente
después de 210 dias (Figura 5.3.1A) y la redujo significativamente después de 270 dias
de almacenamiento (Figura 5.3.1B).

Después de 210 dias de almacenamiento, los frutos tratados con el resto de los
tratamientos, produjeron el pico de etileno el mismo dia que el control, incluso algunos
los produjeron unos dias antes (AC, poliaminas y tratamiento térmico). En los frutos
tratados con UVC no se observaron diferencias en el dia de aparicion del pico pero si en
su magnitud, que en el control fue de 26,7 nl g* hy en UVC de 10,6 nl g* h' (Figura
5.3.1 A). Después de 270 dias de almacenamiento los frutos control produjeron el pico
climatérico al cabo de 8 dias, con una magnitud entre 32 nl g h'. Los frutos tratados
con etoxiquina, poliaminas, UVC y los almacenados en AC produjeron el pico el mismo
dia que el control. Los frutos tratados con 1-MCP redujeron significativamente la
produccién de etileno y los almacenados en ACD presentaron un retraso de 5 dias en el
pico, con respecto al control (Figura 5.3.1B).

Produccion de etileno e indices de madurez

Los controles perdieron firmeza (17,2 y 23,7 N), acidez (1,08 y 1,86 g L) y
color verde (7,6 y 11,7 Hue), respecto a los valores iniciales (Cuadro 5.3.1), durante el
almacenamiento refrigerado, lo que se acentlio durante la vida en estante (Cuadro 5.3.2
y 5.3.3). Después de 210 dias a -0,5 °C los frutos control tenian una firmeza promedio
de 42,7 N, y se ablandaron después de 7 dias a 20 °C, alcanzando valores de firmeza de
15,6 N. Immediatamente después de la salida, todos los tratamientos excepto el UVC
redujeron la pérdida de firmeza, siendo la conservacién en ACD vy el tratamiento con 1-
MCP los mas efectivos. Sin embargo, el efecto no se mantuvo durante la vida en estante
de los frutos, ya que presentaron valores de firmeza inferiores a los 20 N (Cuadro 5.3.2).
El Unico tratamiento efectivo para reducir la pérdida de firmeza durante la vida en
estante para las dos salidas de camara fue el 1-MCP. En cuanto al color, el
almacenamiento en ACD fue el mas efectivo para mantener el color verde después de
ambos periodos de almacenamiento (valores mas altos del parametro Hue, Cuadro
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5.3.2). Asi mismo, el 1-MCP redujo efectivamente la pérdida color verde y de acidez
durante la vida en estante (Cuadro 5.3.2).

——Control ——Etoxiquina —-AC ——ACD A
—k—Poliaminas —o—|-MCP - UV-C —a— Trat.térmico

60
55 A
50
45 -
40 -

35 4

30
25 1
20
15 4

Etileno (nl g!' h )

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo a 20 °C (dias)

Etileno (nl g' h ')

16

Tiempo a 20 °C (dias)

Figura 5.3.1. Produccidon de etileno de peras “Beurré d’Anjou” tratadas con distintas
alternativas para el control de escaldado superficial y evaluadas durante la vida en
estante (20 °C) después de 210 (A) y 270 (B) dias de almacenamiento a -0,5 °C. Los
valores representan la media de 5 repeticiones (1 fruto por repeticiéon) y las lineas
verticales indican el valor de DMS (p<0,05).
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Cuadro 5.3.2. indices de madurez de peras “Beurré d’Anjou” tratadas con distintas
alternativas para el control de escaldadura superficial y evaluados después de 210 dias
de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20 °C.

Tiempo a Tratamiento Firmeza  SST AT Color
20 °C (dias) (N) (%) (gL (Hue)
0 Control 42,7 ¢ 12,2 b 1,8ab 112,4 bc
Etoxiquina  #46,5b 11,9 bc 1,6 bc 111,8c¢c
AC 46,1 b 12,1b 1,6 bc 1151 b
ACD 55,6 a 11,8 bc 16b 118,2a
Poliaminas  46,5b 11,7c 1,7b 112,3 bc
1-MCP 54,3 a 13,00 a 19a 113,8 bc
uvC 41,6 C 12,1b 13c¢ 107,2 d

Trat. Térmico 47,1 b 12,0 bc 1,6 bc 1111 ¢c
Valor de p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

7 Control 15,7bcd 12,2a 16b 105,5 bc
Etoxiquina  [15,7bcd 129a 11cd 105,2 ¢
AC 11,0e 126 a 1,3 bed 108,7 b
ACD 14,5 cd 129a 1,4 bed 1140 a
Poliaminas  [16,0 bc 12,1a 1,5bc 108,2 bc
1-MCP 50,3 a 12,4 a 2,24 115,2 a
uvC 18,8 b 125a 1,1d 105,2 ¢

Trat. Térmico (12,4 de 12,0 a 1,3 bed 106,5 bc
Valordep  [<0,0001 0,0531 <0,0001 <0,0001
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la evaluacién realizada después de 270 dias, solo la ACD y el 1-MCP
tuvieron diferencias significativas en firmeza y en color con respecto al control,
presentando valores superiores a 50 N y 114 de hue. Después de 7 dias a 20 °C, solo los
frutos tratados con 1-MCP se mantuvieron mas firmes que el control, pero todos los
otros tratamientos salvo el UVC mantuvieron mejor el color verde, siendo la ACD vy el
1-MCP los més efectivos (Cuadro 5.3.3).
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Cuadro 5.3.3. indices de madurez de peras “Beurré d’Anjou” tratadas con distintas
alternativas para el control de escaldadura superficial y evaluados después de 270 dias

de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20 °C.

Tiempo 20 °C Tratamiento Firmeza  SST AT Color
(dias) (N) (%) (gL™h (Hue)
0 Control 36,3 b 13,7abc 0,9c 108,2 cde
Etoxiquina #43,1b 129¢c 11c 107,1¢e
AC 35,2 b 14,2 ab 1,2 bc 111,1 bc
ACD 55,1 a 13,9abc 1.6ab 118,1a
Poliaminas 38,4 b 136abc 1,1c 110,3 cd
1-MCP 53,6 a 14,4 ab 1,6 a 114,3 b
uv-C 34,4 b 146 a 09c 101,0f
Trat.Térmico 36,0 b 13,4 bc 10c 107,6 de
Valor de p <0,0001 0,0021 <0,0001 <0,0001
7 Control 18,3 bc 13,5ab 09c 96,5¢
Etoxiquina 18,5 bc 11,7¢c 1,01c 103,0b
AC 11,3 ¢ 14,5 ab 1,1c 103,95 b
ACD 11,8 bc 14,97 a 1,5ab 1112 a
Poliaminas (16,38 bc  13,5ab 1,2 bc 104,4 b
1-MCP 38,7 a 14,2 ab 1,7a 110,7 a
uv-C 19,71 b 13,7 ab 09c 94,1c
Trat. Térmico [18,9 bc 13,0 bc 1,1c 103,2b
Valor de p <0,0001 0,0003 <0,0001  <0,0001

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Escaldado Superficial

Cuadro 5.3.4. Indice de escaldado superficial (IES) en peras “Beurré d’Anjou” tratadas
con distintas alternativas de control en cosecha y evaluadas luego de 210 (A) y 270 dias
(B) de almacenamiento a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C.

. Diasa-0,5°C
Tratamiento 510 570
Control 3,2a 35a
Etoxiquina 0,3¢c 1,2 bc
AC 0,2c 1,3 bc
ACD 0,0c 0,3¢c
Poliaminas 25D 3,2a
1-MCP 0,0c 04c
uv-C 21b 2,1b
Trat.Térmico 3,7a 3,2a
Valor de p <0,0001 <0,0001

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura 5.3.2. Incidencia y severidad de escaldadura superficial en peras “Beurré
d’Anjou” tratadas con distintas alternativas de control en cosecha y evaluadas luego de
210 (A) y 270 dias (B) de almacenamiento a -0,5 °C y 7 dias a 20 °C. Medias con una
letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los controles tuvieron una incidencia de 100% de escaldado después de ambos
periodos de almacenamiento (Figura 5.3.2.A,B). A la primera salida (210 d), los
tratamientos con poliaminas, UVC vy el tratamiento térmico no se diferenciaron del
control, mientras que la etoxiquina y la AC redujeron significativamente la incidencia
de escaldado y la ACD y el 1-MCP inhibieron totalmente su desarrollo (Figura 5.3.2.A).
Al prolongarse 2 meses el almacenamiento, se observé un incremento en la incidencia,
asi como en la severidad (Figura 5.3.2.B; Cuadro 5.3.4). Los tratamientos que ya tenian
una alta incidencia en la evaluacion anterior, incrementaron el porcentaje de frutos con
grado 4. Los Unicos tratamientos que se mantuvieron efectivos para controlar esta
fisiopatia a los 270 dias fueron el 1-MCP y la ACD (Figura 5.3.2.B).

Con respecto a la severidad, los frutos tratados con etoxiquina, AC, ACD vy el 1-
MCP fueron los que menor severidad de escaldado presentaron en la primera salida, y al
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prolongarse el almacenamiento, a pesar de tener mayor incidencia, la severidad de estos
tratamientos fue la menor (Cuadro 5.3.4).

Cavernas

Los unicos frutos que presentaron sintomas de cavernas fueron los conservados en
ACD, presentando una incidencia de 21% y de 17% después de 210 y 270 dias de
almacenamiento, respectivamente.

Fotografia 5.3.1. Aspecto interno de peras “Beurré d’ Anjou” con sintomas de cavernas
leves (A) y severos (B) en frutos almacenados en ACD

Discusion
Madurez de los frutos

De todos los tratamientos evaluados, el 1-MCP fue el Unico efectivo en reducir
significativamente la produccion de etileno después de los dos periodos de
almacenamiento (Figura 5.3.1). La inhibicién del 1-MCP sobre la accion del etileno se
debe a que este compuesto se une irreversiblemente a los receptores de etileno,
retrasando asi la produccion autocatalitica de esta hormona (Blankeship y Dole, 2003).
Este efecto ha sido previamente observado en peras de los cultivares “Passa-Crassana”
(Lelievre et al., 1997), “Williams”, “Red Clapp’s”, “Beurre D’Anjou” y “Packhams
Triumph” (Calvo y Candan, 2003; Calvo y Sozzi, 2004; Calvo, 2004b; Calvo y Candan,
2014). Todos los tratamientos, salvo UVC, redujeron la pérdida de firmeza durante 210
dias a -0,5 °C pero solo los frutos tratados con 1-MCP y los almacenados en ACD
presentaron valores de firmeza mayores que los controles al prolongarse la
conservacion. ElI 1-MCP fue el Gnico tratamiento que redujo la pérdida de firmeza
durante la vida en estante de los frutos. En este ensayo, ademas de mantener la firmeza
de los frutos, el 1-MCP fue el tratamiento mas efectivo en reducir la pérdida de acidez
(Cuadros 5.3.2 y 5.3.3). Este efecto podria atribuirse a una reduccion en la tasa
respiratoria de los frutos, y por consiguiente a una menor utilizacion de los acidos como
sustrato de respiracion, tal como fue observado en peras “Williams” (Trinchero et al.,
2004).

Se considera que las peras estan aptas para consumo cuando alcanzan valores de
firmeza de 17,8 N (Ekman et al., 2004). Los frutos tratados con 1-MCP no se
ablandaron lo suficiente durante la vida en estante, mientras que los almacenados en
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ACD se ablandaron normalmente y alcanzaron la firmeza de consumo despues de 7 dias
a 20 °C (Cuadros 5.3.2 y 5.3.3). Se observd una estrecha relacion entre pérdida de
firmeza del fruto y la tasa de produccion de etileno de cada uno de los tratamientos
ensayados (Figura 5.3.1), en coincidencia con la observacion de que el ablandamiento
de peras es altamente dependiente de la produccidn de etileno (Leliévre et al., 1997).

Con respecto al color de la epidermis, se comprobd que el almacenamiento en
ACD fue més efectivo que el tratamiento con 1-MCP para mantener el color verde
durante el almacenamiento. Durante la vida en estante, ambos tratamientos fueron
igualmente efectivos en mantener el color verde, con respecto al control (Cuadros 5.3.2
y 5.3.3). Estos resultados coinciden con lo observado en temporadas anteriores en esta
variedad y en peras “Williams” (Candan y Calvo, 2009) y con lo observado en
manzanas “Granny Smith” y “Cripps Pink” (Candan y Calvo, 2008). Este resultado es
particularmente importante a nivel comercial dado que uno de los factores decisivos de
aceptacion de algunas variedades de peras por parte del consumidor es la presencia de
coloracion verde. Mattheis y Rudell (2011) observaron que el retraso en la pérdida de
color verde, de acidez y de firmeza en peras “Beurré d’Anjou” almacenadas en ACD
eran suficientes para extender la comercializacion de la fruta a 8 meses. Los resultados
obtenidos demuestran que el efecto de la ACD y del 1-MCP sobre la maduracién no fue
igualmente efectivo para los indices de madurez evaluados, ya que la ACD redujo la
pérdida de color verde durante la vida en estante, pero no la firmeza.

Lurie et al. (1989), encontraron que la DPA prevenia la produccién de etileno y
reducia la actividad de enzimas oxidantes como la polifenoloxidasa, peroxidasa y
lipoxigenasa. En este ensayo no se observd este efecto de la etoxiquina en la
produccion de etileno (Figura 5.3.1), sin embargo el tratamiento afectd algunos
parametros de maduracion y los frutos se mantuvieron ligeramente mas firmes que los
controles durante 210 dias a -0,5 °C y més verdes después de 270 dias y 7 dias a 20 °C
(Cuadros 5.3.2 y5.3.3).

En este estudio no se observaron diferencias en la produccion de etileno entre
frutos control y frutos tratados con poliaminas (Figura 5.3.1). Con este tratamiento en
general la maduracion no fue afectada, salvo, la retencién de firmeza después de 210
dias a -0,5 °C. Estos resultados coinciden con los de Fuentes (2013), que encontré que la
aplicacion de poliaminas en peras “Packhams Triumph” y en manzanas “Granny Smith”
no afecto la firmeza, acidez y parametros de color durante la maduracidn postcosecha.
Sin embargo, se ha reportado que las poliaminas pueden ser efectivas para retrasar los
cambios de color y mantener la firmeza de la fruta en otras especies como ciruelas
(Serrano et al., 2003; Khan et al., 2008); aguacate y pera (Kakkar y Rai, 1993); manzana
(Kramer et al., 1991) y durazno (Valero et al., 2002). Este efecto seria debido a la
capacidad de las poliaminas de crear enlaces con las pectinas a nivel de la pared celular
y de inhibir la actividad de enzimas responsables de su degradacién (Kramer et al.,
1991). Algunos tratamientos con poliaminas también demostraron ser efectivos en
mantener la acidez en frutos de ciruela (Serrano et al., 2003) y de mango (Ullah Malik
et al.,, 2005). Kakkar y Rai (1993) demostraron que la aplicacion de poliaminas por
infiltracion en peras, redujo la sintesis de etileno mediante la inhibicion de la enzima
ACC sintasa (ACS), lo cual sugiere que una aplicacion por infiltracion podria ser mas
efectiva que la aplicacion por inmersidn realizada en este trabajo.
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En general la radiacion UVC tambien retrasa la maduracion del fruto y afecta el
ablandamiento de la fruta (Ait Barka et al., 2000), teniendo una actividad germicida y
de induccion de resistencia a las enfermedades. Se ha mostrado también que la radiacion
UVC retrasa ciertos procesos asociados a la maduracion y mejora la calidad de los
frutos en conservacion (Civello et al., 2006). La luz UVC retrasé la maduracion en
manzanas “Golden Delicious” (Lu et al., 1991) y en duraznos y redujo la pérdida de
firmeza, asociandose a una menor actividad de las enzimas que degradan la pared
celular (Stevens et al., 2004). Sin embargo, en este trabajo, este tratamiento no afect6 de
manera significativa la maduracion de los frutos.

Los tratamientos térmicos tienen una serie de efectos sobre la fruta; mientras que
la pérdida de acidez y de color puede aumentar, se mantiene la firmeza (Klein et al.,
1990). La exposicion a temperaturas superiores a 35°C inhiben la maduracion en
diferentes frutas (Paull, 1990). Los indices de madurez afectados por los tratamientos
térmicos incluyen la produccion de etileno, la tasa de respiracion, el ablandamiento de
la fruta, el metabolismo de los pigmentos, los cambios en las membranas, el sabor y la
produccién de compuestos volatiles (Lurie, 1998). En este ensayo el tratamiento térmico
no afecto el contenido de solidos solubles ni la acidez o el color. La firmeza fue mayor a
la de los controles después de 210 dias a -0,5 °C, pero no se mantuvo después de la vida
en estante, ni al prolongarse la conservacion.

Escaldado superficial

En este ensayo, el escaldado se manifest6 durante el periodo de vida en estante y
se observaron diferencias entre tratamientos. El porcentaje de frutos afectados y la
severidad de los sintomas con escaldado se incrementaron en todos los tratamientos al
extenderse el almacenamiento de 210 a 270 dias. Los totalidad de los frutos control
presentaron escaldado en ambas evaluaciones, lo que demostro la susceptibilidad de los
frutos a esta fisiopatia (Figura 5.3.2).

Los compuestos antioxidantes como la etoxiquina inhiben la oxidacion del o-
farneseno (Huelin y Coggiola, 1970). Lurie et al., (1989) encontraron que el nivel de
compuestos oxidados del a-farneseno era siete veces mas bajo en la fruta tratada con
este antioxidante que en la fruta sin tratar. En este trabajo el tratamiento redujo
significativamente el escaldado después de 210 dias de almacenamiento, pero al
prolongarse el mismo no fue efectivo (Figura 5.3.2). Estudios previos demostraron que
la etoxiquina puede controlar el escaldado superficial en peras “Packham’s Triumph”
(Calvo y Salvador, 2000; Fuentes, 2013) y en “Beurré d’Anjou” (Chen et al., 1990)
debido a su accion antioxidante y a la inhibicion de la biosintesis de trienos conjugados
derivados de la oxidacion del a-farneseno.

Se ha demostrado que la conservacion en atmosferas con minimos valores de O
reduce efectivamente el desarrollo de escaldado (Wang y Dilley, 1999). Al ser el
escaldado producto de una reaccion de oxidacién, que requiere la presencia de oxigeno,
cuanto mas bajos son sus niveles, menor es su incidencia y concentraciones de 1% o
menores generalmente la controlan (Ingle, 2001). Sin embargo, estos niveles de oxigeno
pueden también ser dafiinos para los frutos. EI monitoreo de la fluorescencia de la
clorofila permite determinar la tolerancia de la fruta a condiciones de almacenamiento
con bajos de niveles de oxigeno. Una concentracion de oxigeno de 0,2% por encima de
la concentracién a la que se detecta un aumento en la fluorescencia de la clorofila evita
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el metabolismo anaerdbico (Prange et al, 2003) y promueve la retencion de calidad y
prevencion del escaldado (Zanella, 2003). Mellenthin et al. (1980) reportaron que no se
desarrollo escaldado en fruta almacenada 8 meses con niveles de Oz de 0,5 0 1%, y s6lo
un 4% de incidencia en fruta almacenada con 1,5% de O». El mayor desarrollo de
escaldado en atmosferas con mayores concentraciones de O. confirma el requisito de
tener muy bajos niveles de O> para controlar el escaldado en este cultivar. En este
ensayo la AC redujo significativamente el escaldado después de 210 dias, pero no fue
efectiva después de 270 dias de conservacion (Figura 5.3.2). Sin embargo, en ACD, se
incrementd significativamente la efectividad del control de escaldado, siendo
comparable al obtenido con 1-MCP. Estos resultados son consistentes con los
observados en temporadas anteriores en peras “Beurré d’Anjou” almacenadas durante
200 dias en los cuales se observd mayor incidencia de escaldado en frutos conservados
en frio convencional y AC y menor incidencia en ACD (Candan y Calvo, 2009). La
efectividad de la técnica ACD también pudo comprobarse en manzanas “Pink Lady” y
“Granny Smith” (Candan y Calvo, 2008). Se debe considerar que si bien la ACD
permite un mejor control de escaldado, la misma es una tecnologia costosa que requiere
una inversion aun mayor a la necesaria para utilizar AC convencional (Zanella, 2003).

Se ha observado que la aplicacion exdgena de poliaminas inhibié la produccion de
etileno en frutos de distintas especies (Tabor y Tabor, 1984; Bregoli et al., 2002; Perez-
Vicente et al., 2002; Serrano et al., 2003). Sin embargo, en este ensayo no se observé un
efecto significativo de la putrescina sobre la produccion de etileno (Figura 5.3.1), ni
tampoco sobre el desarrollo de escaldado. Los frutos presentaron un 95% de incidencia
después de 210 dias y un 100% después de 270 dias (Figura 5.3.2). Fuentes (2013)
tampoco encontrd un efecto significativo de las poliaminas sobre el desarrollo de
escaldado en peras “Packham’s Triumph”, que se relacioné con su ineficiencia en
reducir la produccion de etileno. Si bien es el Unico antecedente del efecto de
poliaminas sobre el desarrollo de escaldado en peras, la efectividad de las mismas en
reducir los dafios por frio ha sido demostrada en otras especies, como manzanas
(Kramer et al., 1991). Se deberia evaluar la efectividad de las poliamninas en tiempos
de almacenamiento mas cortos, cuando la produccién de etileno de las peras es baja.

Hay numerosos antecedentes de la efectividad del control de escaldado mediante
tratamientos con 1-MCP en manzanas (Fan et al., 1999; Watkins et al., 2000; Watkins y
Miller, 2005) y en peras (Chiriboga et al., 2014) y su eficacia se asocio a la reduccion de
la sintesis de etileno, a-farnesenos y trienos conjugados (Chen y Spotts, 2005).
Asimismo, se ha comprobado que el tratamiento con 1-MCP reduce la actividad de las
enzimas clave en la ruta de biosintesis del a-farneseno, como la HMG CoA reductasa
(HMGR), y la a-farneseno sintetasa (AFS) (Gapper et al., 2006), controlando el
escaldado. También se ha comprobado que el 1-MCP estimula indirectamente el
potencial antioxidante, lo cual reduce la susceptibilidad de los frutos al dafio por frio
(Larrigaudiére et al., 2004; Vilaplana et al., 2006). En este estudio, el 1-MCP inhibio el
desarrollo de escaldado después de 210 dias y redujo significativamente su incidencia al
prolongarse el almacenamiento. Este tratamiento fue muy eficaz en la reduccion de la
produccion de etileno de las peras “Beurré d’Anjou” (Figura 5.3.2), como ya se ha
informado en otros cultivares de pera (Calvo, 2004b; Ekman et al., 2004; Chen y Spotts,
2005), lo que confirma que el etileno es el principal inductor del desarrollo de esta
fisiopatia. Respecto al ablandamiento del fruto, en este ensayo la fruta tratada con 300
ppb no se ablando lo suficiente durante la vida en estante, incluso después de 270 dias
de almacenamiento, manteniendo valores de firmeza superiores a 35 N (Cuadro 5.3.3).
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Esto mismo ha sido observado por otros autores (Bai et al., 2009), y constituye el mayor
limitante para adoptar el 1-MCP a nivel comercial como método de control de
escaldado en peras. Por lo tanto, sigue siendo un desafio determinar condiciones de
tratamiento con 1-MCP adecuadas que permitan controlar el escaldado superficial y a la
vez alcanzar el grado de maduracion y ablandamiento apropiados para el consumo de la
fruta.

La incidencia de la luz antes de la cosecha es otro factor que altera la incidencia
de escaldado, observandose menor incidencia en las porciones de manzanas expuestas al
sol (Albrigo y Childers, 1970). Este fendmeno se ha relacionado con mayores niveles
de compuestos fenolicos en el sector expuesto de la piel, aunque la identidad de estos
compuestos no se ha determinado. Sin embargo, tanto la luz solar (Awad et al., 2000)
como la luz artificial (Hagen et al., 2007) provocan la sintesis de compuestos
fenilpropanoides y de pigmentos isoprenoides, asi como alteran los niveles de
metabolitos de muchas otras vias (Rudell et al., 2008). Rudell y Mattheis (2009)
evaluaron la aplicacion de luz UVC en manzanas “Granny Smith” y observaron que no
se desarrollo escaldado en el sector del fruto expuesto a la radiacion. Estos autores
determinaron que la exposicion a la luz UV increment6 los niveles de una serie de
fenilpropanoides. El contenido de a-farneseno se redujo a medida que se incremento la
duracion del tratamiento y los contenidos de a-tocoferol. Esto indicaria que la reduccion
de escaldado podria estar asociada con mas de una ruta metabolica. En este trabajo el
tratamiento con UVC previo a la conservacion no redujo la incidencia de escaldado
(Figura 5.3.2). Esta falta de efectividad podria deberse a una diferencia en la forma de
realizar el tratamiento. En el ensayo realizado por Rudell y Mattheis (2009) los frutos
fueron expuestos a una distancia de 15 cm por 4; 18,5; 25 y 48,5 horas utilizando una
sola ldmpara de 40W, sin precisar la dosis aplicada. En este ensayo se utilizaron diez
lamparas, a una distancia de 15 cm y los frutos se irradiaron durante 2 minutos,
logrando una dosis de 2,7 KJ/m2. La dosis se seleccion6 de acuerdo con las utilizadas en
trabajos anteriores. Gonzales Aguilar et al., (2004) utilizaron una dosis de 1,5 a 4,9
KJ/m? en duraznos, y 0,5 a 4 KJ/m? en frutillas, mientras que Hemmaty et al., (2007)
utilizaron una dosis de 1,4 KJ/m? en manzanas. Fuentes (2013) observé dafios por
quemado en peras “Packham’s Triumph” tratadas con dosis de UVC superiores a 3
KJ/m?. Por otro lado, la duracion del tratamiento se realizo en funcion de una posible
aplicacion en la linea de empaque, por lo que duraciones mayores serian impracticables.

Estudios anteriores han demostrado que diferentes tratamientos fisicos previos al
almacenamiento podrian ser una alternativa al uso de compuestos quimicos. Lurie y
Klein (1990) aplicaron bafios con agua caliente a diversas temperaturas, y demostraron
que 50 °C durante 1 minuto fue el mejor tratamiento en manzanas “Granny Smith”. La
inhibicién del escaldado causada por el tratamiento térmico se ha asociado con un
retraso en la produccion de etileno, la reduccion en la acumulacion de o-farneseno y
CTols, y menor actividad de PPO (Lurie et al., 1990). La menor acumulacién de CTols
podria ser debido a la menor disponibilidad de sustrato (a-farneseno) y/o a la inhibicién
de su oxidacién (Lurie et al., 1990). Todos los trabajos recientes sobre los tratamientos
térmicos se han realizado en manzanas “Granny Smith” y deberian evaluarse en otras
especies y cultivares (Lurie y Watkins, 2012). En este ensayo, los frutos se sumergieron
en agua a 50 °C £ 1 °C, durante 1 minuto, pero no se observo un efecto consistente
sobre la produccion de etileno, ni sobre la maduracion de los frutos. La incidencia de
escaldado fue similar a la de los controles, e incluso se observd una mayor severidad
después de 210 dias de conservacion (Figura 5.3.2). Hay diversos factores que podrian
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influir en la efectividad de estos tratamientos, como el cultivar (Hardenburg, 1967) y la
madurez a cosecha (Jemric et al., 2006). En futuros ensayos habria que evaluar distintas
combinaciones temperatura-tiempo en peras de este cultivar. También hay que
considerar los requerimientos de energia que estos tratamientos implican. Los
tratamientos de agua caliente se utilizan comercialmente para el control de plagas
cuarentenarias de insectos, donde el incentivo econémico es evidente y el costo del
tratamiento se justifica.

Desarrollo de Cavernas

El desarrollo de cavernas en peras es uno de los sintomas asociados a una
composicion inapropiada de la atmdsfera de conservacion, y se atribuye principalmente
a niveles elevados de CO> (Benitez y Calvo, 2002). El desarrollo de cavernas solo se
observd en los frutos almacenados en ACD. En ensayos realizados en temporadas
anteriores también se observaron cavernas en peras “Beurré d’Anjou” conservadas en
ACD, vy su incidencia fue aun mayor (Candan y Calvo, 2009). Esto sugiere que el
cultivar “Beurre D"Anjou” es altamente sensible a la toxicidad por CO2, tal como fue
observado en algunas variedades de manzana, lo que constituye una limitante para
utilizar esta estrategia como alternativa al control de escaldado superficial a nivel
comercial. De este modo, la determinacion de las condiciones de almacenamiento y de
dosificacion de O para la conservacion de peras “Beurré d’Anjou” en ACD también
tendrd que considerar el desarrollo de cavernas para que sea factible su aplicacion
comercial.

Conclusiones

De los tratamientos evaluados, los Gnicos que inhibieron el desarrollo de escaldado
en una conservacion de mediano plazo (210 d) fueron el 1-MCP y la ACD. Al
prolongarse la conservacion a 270 d, estos tratamientos redujeron su desarrollo pero no
lo inhibieron completamente. Los demas tratamientos evaluados no redujeron la
incidencia de escaldado con respecto al control.

El tratamiento con 1-MCP, a pesar de controlar efectivamente el escaldado, impidio
el normal ablandamiento de los frutos durante su vida comercial, lo cual podria ser una
limitante para el uso de esta tecnologia en esta variedad. Con respecto a la conservacion
en ACD, se debe tener en cuenta que la combinacion de bajo O2 y alto CO2 puede
causar dafios en los frutos, que se manifiestan como cavernas internas. Ambos
tratamientos se estan utilizando a nivel comercial en la actualidad en manzanas. Los
resultados detallados en este capitulo muestran que la aplicacién comercial de estos
tratamientos en pera “Beurré d’Anjou” aln no es posible y que es necesario optimizar
los protocolos de aplicacion para evitar o minimizar el desarrollo de cavernas internas.

Respecto a los otros tratamientos fisicos, como el agua caliente o el UV-C no es
posible descartar que se puedan seleccionar otras condiciones de tratamiento
(temperatura, tiempo, medio de calefaccion, dosis total de irradiacion, potencia de
irradiacion, etc.) que permitan controlar el escaldado y la maduracion después de un
periodo de conservacion prolongada. Esto permitiria contar con otras alternativas para
su uso comercial, las cuales podrian ser incluso incorporadas a una estrategia mas
integral de conservacion.

En conjunto, se concluye que aun no se dispone de una estrategia que permita el
control de escaldado superficial, sin afectar otros parametros de calidad en peras
“Beurré d’ Anjou”.
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6.1. Introduccion

A diferencia de las manzanas, en las que la inhibicion del ablandamiento es
deseable, en el caso de peras es necesario que los frutos pierdan firmeza para su
consumo. Las peras son extremadamente sensibles a la exposicion al 1-
metilciclopropeno (1-MCP) y el tratamiento con la dosis comercial (0,3 puL L?) en
ciertas variedades tiene efectos residuales que no se disipan facilmente durante la
comercializacion (Blankenship y Dole, 2003). La concentracion que proporciona un
control del escaldado superficial eficaz, puede inhibir la maduracion normal de la fruta
posterior al almacenamiento (Chen y Spotts, 2005). Por lo tanto, todavia es un desafio
encontrar condiciones de tratamiento efectivas para controlar el escaldado superficial en
peras y que a su vez permitan el progreso de la maduracion de la fruta para su
comercializacion (Mitcham et al, 2001; Villalobos-Acufia et al, 2011). La recuperacion
de la sensibilidad al etileno depende principalmente de la concentracion de 1-MCP
aplicada, la duracién del almacenamiento y el estado de madurez de la fruta en el
momento del tratamiento (Calvo, 2004).

Con el fin de re-iniciar el proceso de maduracion de los frutos tratados con 1-MCP,
varias estrategias han sido investigadas. La aplicacion de etileno exdgeno después del
almacenamiento en frio no revirtio la inhibicion causada por 1-MCP en peras (Mitcham
et al., 2001; Calvo, 2004). Sin embargo, la aplicacion simultanea de 1-MCP con etileno
en proporciones de 1:0,5 a 1:2 facilitdé la posterior restauracion de la maduracion,
probablemente por la competencia entre ambos compuestos para unirse al receptor de
etileno (Manriquez y Defilippi, 2011; Cucci y Regiroli, 2011; Chiriboga et al., 2011).
Por otro lado, Bai et al. (2009) y Chiriboga et al. (2010) reportaron que el calentamiento
de los frutos en el rango de 10 a 20°C durante o después del almacenamiento
refrigerado puede restaurar la capacidad de ablandamiento de varios cultivares de pera
tratadas con 1-MCP, siendo el efecto atribuido a la estimulacion de la sintesis de nuevos
receptores (Jiang et al., 1999).

En el capitulo anterior se determind que, de las alternativas evaluadas para control
de escaldado superficial en peras “Beurré d’Anjou”, las unicas efectivas fueron el 1-
MCP y la ACD. Sin embargo, el tratamiento con 1-MCP impidi6 el normal
ablandamiento de los frutos durante su vida comercial, lo cual podria ser una limitante
para el uso de esta tecnologia en esta variedad. Debido a ello, la investigacion detallada
en este capitulo se llevo a cabo para evaluar diferentes estrategias para modular los
efectos de 1-MCP en peras “Beurré d’Anjou” a fin de lograr un control efectivo de
escaldado superficial y una adecuada maduracion después del almacenamiento.

6.2. Materiales y métodos
Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Las peras “Beurré d’Anjou” (Pyrus communis L.) se cosecharon el dia 31 de
enero, en estado de madurez 6ptimo, en la chacra comercial mencionada en el Capitulo
2. Después de la cosecha, los frutos fueron trasladados al laboratorio de la Estacion
Experimental INTA Alto Valle donde se seleccionaron frutos de tamafio uniforme y sin
defectos. Se realizaron 3 repeticiones de 20 frutos de cada tratamiento. Los tratamientos
realizados fueron los siguientes:

- Control: Los frutos se almacenaron en la cAmara de FC, sin ningun tratamiento
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- 1-MCP: Inmediatamente después de cosecha, los frutos se colocaron dentro de un
contenedor de 0,86 m? de acero inoxidable, donde se realizé un tratamiento con 0,3
uL Lt de 1-MCP, pesando las cantidades necesarias de SmartFresh® (0,14% p/p
ingrediente activo, Rohm & Haas) en un frasco al que se agregd agua (a 45 °C) para
liberar el 1-MCP. Los contenedores se cerraron herméticamente y se pusieron en
marcha los ventiladores dentro de los mismos para asegurar una adecuada
distribucion del gas dentro del contenedor. Después de 24 h de tratamiento a 0°C,
los frutos se almacenaron en canastos plasticos de 60 frutos cada uno a -0,5°C.

- 600 Et + 600 MCP: Se aplicd una mezcla de 0,6 pL L de 1-MCP + 0,6 uL L de
etileno en un contenedor, como se describio anteriormente. Para la aplicacion de
etileno se emple6 una mezcla gaseosa enriquecida (5% de C2Hs en el aire, AGA Pac
MDF, Codigo 17000) inyectando la cantidad necesaria para obtener 0,6 uL L™ de
etileno en una cdmara sellada. El etileno se inyectd con una jeringa inmediatamente
después de haber iniciado la liberacion de 1-MCP.

- 300 MCP demora: El tratamiento con 0,3 pL L de 1-MCP se realiz6 como se
describid anteriormente, pero con una demora de 30 dias con respecto a la cosecha.
Durante el periodo de demora los frutos se mantuvieron a 0°C.

- 800 MCP post almacenaje: En este caso el tratamiento con 0,8 uL L* de 1-MCP se
realizd a los 150 dias de almacenamiento. Se dejaron las bolsas abiertas y sin tapa y
se trataron directamente en la camara con 0,8 puL L™ de 1-MCP (a 0°C) durante 24 h.
Al dia siguiente los frutos se volvieron a colocar en la camara de conservacion.

- Et después Conservacion: Después de 150 dias de almacenamiento, los frutos
tratados en cosecha con 0,3 puL L™ de 1-MCP como se describié anteriormente, se
sacaron de la cdmara de almacenamiento y se colocaron a 20°C durante 1 dia, con
las bolsas abiertas. Al dia siguiente, cuando los frutos tenian una temperatura estable
de 20°C, los frutos se trataron con 1 pL L™ de una mezcla gaseosa de composicion
conocida de etileno (Etileno 5% y Nitrégeno, de nombre comercial AGA Pac MDF)
durante 24 horas y se volvieron a colocar en la camara de conservacion.

- 3sema 18°C: Aplicacion de 0,3 uL L™* de 1-MCP en cosecha, almacenamiento en
camara a -0,5°C, y previo a la evaluacion los frutos se dejaron 3 semanas a 17-21°C
(acondicionado) + 2 semanas a -0,5°C. Se determiné la temperatura y la produccion
de etileno durante las 3 semanas de acondicionado.

Una vez finalizados los tratamientos, la fruta se embalé en medias cajas con dos
bandejas de carton (20 frutas cada una) y bolsa de polietileno de baja densidad de 25
pum de espesor, sin perforar. Los frutos de todos los tratamientos se almacenaron durante
195 dias a -0,5°C y 95% HR vy se evaluaron al finalizar el almacenamiento y después de
7 dias de vida en estante a 20 °C. Las determinaciones realizadas fueron las siguientes:

Determinaciones de madurez

Se determind antes de los tratamientos (considerada como madurez inicial) como se
detall6 en el Capitulo 2. Después de 195 dias de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20°C
se determinaron la firmeza de la pulpa y el color de la epidermis a 5 repeticiones de 10
frutos cada una.
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Produccién de etileno

La produccion de etileno se determind sobre 5 repeticiones de 1 fruto después de 195
dias a -0,5°C y durante 21 dias de vida en estante a 20 °C, tal como fue descrito en el
Capitulo 2.

Desarrollo de escaldado superficial
La incidencia, la severidad Yy el indice de escaldado, se determinaron sobre 5

repeticiones de 10 frutos cada una después de 195 dias a -0,5°C y 7 dias a 20°C. Se
determindé como fue descrito en el Capitulo 2.
Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a anélisis de varianza (ANOVA) utilizando INFOSTAT
Profesional de software / version 2006p.1. La separacion de medias se realizé mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 0,05 (valores de p).
6.3. Resultados
Indices de madurez a la cosecha

Cuadro 6.3.1. Indices de madurez de peras “Beurré d’ Anjou” cosechadas el 31 de
enero. Los valores representan la media + DE.

Indice Valor+ DE
Firmeza (N) 58,7+5,1
SST (%) 11,0£0,2
AT (gL 3,7+0,1
Color (hue) 116,7+2,4
Degradacion Almidon (%) 16,0+ 0,7

Con respecto a los indices de referencia establecidos por Benitez (2001), la fruta
utilizada en este ensayo tenia una madurez 6ptima, pero con una firmeza de 9,73 N
menor que la recomendada para el inicio de la cosecha.

Parametros de madurez después del almacenamiento

De los indices de madurez evaluados, la firmeza fue donde mas se evidenciaron las
diferencias entre tratamientos. La capacidad de maduracion de peras “Beurré D’ Anjou”
se define cuando alcanza una firmeza de 23 N y una textura mantecosa (Xie et al.,
2016). Los controles perdieron 7,7 N de firmeza durante 195 dias de almacenamiento,
respecto de la firmeza inicial. Al cabo de 7 dias a 20°C, tenian una firmeza menor a la
recomendada para consumo (Figura 6.3.1A). Asimismo, se observo una pérdida de
color verde de los frutos control de 3,3 (Hue) con respecto a los valores iniciales y de
4,7 durante la vida en estante (Figura 6.3.1B). Como era previsible, el tratamiento 1-
MCP en cosecha resulto efectivo para reducir la pérdida de firmeza y de color en los
frutos durante el almacenamiento pero también durante la posterior vida en estante. Los
frutos de tratamiento no alcanzaron la madurez de consumo al después de 7 dias a 20°C,
ya que mantuvieron valores de firmeza superiores a los 50 N (Figura 6.3.1).
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Figura 6.3.1. Firmeza (A) y color de la epidermis (B) de peras “Beurré d’Anjou”
tratadas con distintas estrategias para modular el efecto del 1-MCP y evaluadas después
de 195 dias de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20°C

La aplicacion de 1 pL L de etileno exdgeno después del almacenaje no fue
efectiva para inducir el ablandamiento o la pérdida de color verde de los frutos después
de 195 d de almacenamiento, y durante la vida en estante (Figura 6.3.1). Sin embargo,
cuando se realizé la aplicacion simultanea de 0,6 pL L™ de 1-MCP con 0,6 pL L* de
etileno, se pudo modular el efecto del 1-MCP. Después de 195 dias de almacenamiento
+ 7 dias a 20°C, los frutos de este tratamiento se ablandaron alcanzando valores de
firmeza intermedios entre los controles y los tratados con 1-MCP y perdieron color
verde (Figura 6.3.1).

Los frutos sometidos a las otras estrategias de aplicacion de 1-MCP maduraron en
menor proporcién que los controles durante la vida en estante. Tal como se observo en
la produccidn de etileno (Figura 6.3.2), la demora de 30 dias en la aplicacién de 0,3 pL
L de 1-MCP permiti6 reducir su efecto, y los frutos perdieron firmeza y color durante
195 d de almacenamiento, pero a una tasa menor que los controles. Durante la vida en
estante, estos frutos tuvieron una madurez similar a los controles y un color verde
intermedio entre el control y 1-MCP (Figura 6.3.1). Cuando se utilizd6 una mayor
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concentracion de 1-MCP después del almacenamiento (800 MCP post almacenaje), los
frutos se ablandaron durante la vida en estante, pero presentaron una firmeza superior a
los controles y un mayor color verde (Figura 6.3.1). El tratamiento de acondicionado
térmico (3 sem a 18°C) permiti6 que los frutos inicien el proceso de ablandamiento y de
pérdida de color verde durante la vida en estante. La pérdida de firmeza después de 7
dias a 20°C fue mayor a la observada en los frutos tratados con 1-MCP, indicando que
el proceso de maduracion habia comenzado (Figura 6.3.1A). Asi mismo, el
acondicionado estimul6 la pérdida de color verde, alcanzando valores de Hue més bajos
(mas amarillo) que los tratados con 1-MCP (Figura 6.3.1B).

Produccion de etileno después del almacenamiento

Después de 195 dias de almacenamiento, los frutos control ya estaban produciendo
etileno al finalizar el almacenamiento (5,64 nL g* h™l). Esta produccion se increment6
hasta alcanzar el pico de 23 nL g*! h*! después de 6 dias a 20°C (Figura 6.3.2). Los
frutos tratados con 0,3 puL L™ 1-MCP en cosecha no presentaron produccion de etileno
durante los 21 dias de evaluacion. La aplicacion de etileno después de la conservacion y
el acondicionamiento no fueron efectivos, ya que la produccion no se incremento
durante 21 dias de vida en estante de los frutos. Al contrario, una aplicacion simultanea
al 1-MCP (600ET+600MCP) permitié un leve incremento de la produccion de etileno al
final de las evaluaciones. Los Unicos tratamientos que permitieron revertir de forma
significativa el efecto del 1-MCP fueron los tratamientos 0,3 pL L de 1-MCP con una
demora de 30 dias y el tratamiento con 800 MCP post almacenaje. En los dos casos, los
frutos produjeron menos etileno que los controles y el pico se produjo con retraso, a los
10 dias y 16 dias respectivamente (Figura 6.3.2).

—e— Control —8— 1I-MCP
—— 600 Et + 600 MCP —0O— 300 MCP demora
—*¥—3sema 18°C ---@-- 800 MCPpost Almacenaje

—— Et despues Conservacion

Produccion de ctileno (nl/g/h)

0 2 4 6 § 100 12 14 16 18 20 22
Tiempo a 20°C (dias)

Figura 6.3.2. Produccion de etileno (nL g* h) de peras “Beurré d’ Anjou” tratadas con
distintas estrategias para modular el efecto de 1-MCP y evaluadas durante la vida en
estante (20°C) después de 195 dias de almacenamiento a -0,5°C. Los valores representan
la media de 5 repeticiones (1 fruto por repeticion) y las lineas verticales indican el LSD
de las medias (p<0,05).
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Escaldado Superficial

En los frutos control, la incidencia de escaldado superficial fue de 87%, mientras
que el tratamiento con 0,3 uL L™ de 1-MCP inhibi6 totalmente el desarrollo de esta
fisiopatia. En cuanto al desarrollo de escaldado en los frutos sometidos a las diferentes
estrategias de modulacion, en general la incidencia se relaciond con la produccién de
etileno y la capacidad de maduracion de los frutos. Los tratamientos que inhibieron la
produccion de etileno (600Et+600MCP, 3 sem a 18°C, Et después conservacion),
inhibieron también el desarrollo del escaldado (Figuras 6.3.3 y 6.3.4).

Cuando la aplicacién de 1-MCP se realizé con 30 dias de demora, la efectividad en
el control de escaldado se redujo, ya que los frutos presentaron un 38% de incidencia.
Cuando la aplicacion de 1-MCP se realizé después del almacenamiento, aun utilizando
una alta dosis (0,8 pL L de 1-MCP) no hubo un control de escaldado y los frutos
tuvieron la misma incidencia que los controles sin tratar (Figura 6.3.4). Esto puede
corroborarse también mediante el indice de severidad de escaldado (Cuadro6.3.2).
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Figura 6.3.3. Incidencia y severidad de escaldado superficial en peras “Beurré
d’Anjou” tratadas con distintas estrategias para modular el efecto de 1-MCP y evaluadas
luego de 195 dias de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20°C. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes Tukey o= 0,05
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Cuadro 6.3.2. indice de escaldado superficial (IES) en peras “Beurré d’Anjou” tratadas
con distintas estrategias para modular el efecto de 1-MCP y evaluadas luego de 195
dias de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20°C. Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes Tukey o= 0,05.

Tratamiento IES
Control 2,3a
1-MCP 0,0c
600Et+600MCP 0,l1c
300 MCP demora 09b
800 MCP postAlmacenaje 29a
Et después Conservacion 0,0c
3sema18°C 0,0c
Valor de p <0,0001

6.4. Discusion
Modulacion de efectos del 1-MCP

El uso comercial de 1-MCP en peras europeas es potencialmente problemético
debido a que el efecto residual no se disipa facilmente durante la vida comercial
(Argenta et al., 2003; Ekman et al., 2004; Bai et al., 2006; Chen y Spotts, 2005; Gapper
et al., 2006), lo que provoca problemas de maduracion y ablandamiento del fruto
(Argenta et al., 2003; Calvo, 2004; Ekman et al., 2004; Bai et al., 2006; Villalobos-
Acufa et al., 20113, b).

Chen y Spotts (2005) reportaron que las peras “Beurré d’Anjou” tratadas con 1-
MCP con las dosis que controlan el escaldado (desde 0,05 hasta 0,3 pL L) no maduran
normalmente a 20 o 25 °C durante la vida en estante. Fruta tratada con dosis mas bajas
(0,01 hasta 0,02 pL L) maduraron, pero desarrollaron altas incidencias de escaldado.
La capacidad de maduracion de peras “Beurré d’Anjou” queda completamente
bloqueada por 1-MCP a concentraciones superiores a 0,1 pL L™ (Bai et al, 2009; Chen
y Spotts, 2005; Gapper et al, 2006). Sin embargo, Argenta et al. (2003) reportaron que
las peras “Beurré d’Anjou” tratadas con 1-MCP con 0,1 a 1 pL L podrian madurar
después de 6-8 meses de almacenamiento en frio.

En “Beurré d’Anjou”, cuando el 1-MCP causa un bloqueo de la maduracion, inhibe
la pérdida de firmeza, pero no se produce un bloqueo similar en el cambio de color. La
pérdida de color verde de los frutos tratados siempre se ve ralentizada pero no se detiene
por completo, lo que indica un efecto diferencial del 1-MCP sobre estos dos parametros
de la maduracion (Chiriboga et al., 2011). Este efecto diferencial sobre la textura y el
color de la piel ha sido descrito por varios autores (Ekman et al., 2004, Trinchero et al.,
2004).

Para recuperar la capacidad de maduracion en peras europeas tratadas con 1-MCP,
se han investigado varias estrategias con éxito variable, tal como la aplicacion de etileno
post almacenaje (Chiriboga et al., 2011), el almacenamiento de las peras tratadas a
mayores temperaturas (Xie et al., 2014) y el acondicionado con temperatura (Bai et al,
2009).
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Una forma de inducir la sintesis de nuevos receptores es exponer los frutos a etileno
ex0geno, que es una practica comercial estandar para acondicionar las peras europeas y
mejorar su capacidad de maduracion. Xie et al. (2016) encontraron que la aplicacion de
1 pL L de etileno post almacenaje permitié que peras “Red Anjou” previamente
tratadas con 1-MCP recuperasen la capacidad de maduracion tras 6-7 meses de
almacenamiento. Sin embargo, Chen (2002) no obtuvo respuesta cuando aplicé etileno a
peras “Bartlett”, y Mitcham et al. (2001) afirman que los efectos del 1-MCP en peras
Europeas no se revierten al exponer la fruta tratada a etileno. Asi mismo, en trabajos
previos se encontrd que la exposicion de los frutos a etileno exdgeno no revirtié los
efectos del tratamiento con 1-MCP en peras “Packham’s Triumph” (Calvo, 2004). Bai
et al., (2006) encontraron que la reversion de los efectos del 1-MCP en peras fue
dependiente del cultivar, por ello en este ensayo se evalu0 esta estrategia en el cultivar
“Beurré d’Anjou”. Sin embargo, en este estudio la aplicacion de 1 puL L™ de etileno
exogeno después del almacenaje no fue efectiva para inducir la produccién de etileno, el
ablandamiento y la pérdida de color verde de los frutos después de 195 d de
almacenamiento.

En este estudio la estrategia competitiva de aplicacion de 1-MCP con etileno
demostrd ser eficaz para restaurar la capacidad de maduracién de los frutos después del
almacenamiento. A pesar de que la produccién de etileno se incrementd poco (>a 1 nL
gl h) después de 16 dias a 20 °C, los frutos lograron ablandarse al cabo de 7 dias,
alcanzando valores de firmeza de 28 N (Figuras 6.3.2 y 6.3.3). Estudios previos
determinaron que la eficacia del tratamiento depende fuertemente de la concentracion
de 1-MCP utilizada y de la relacion entre la concentracion de 1-MCP y de etileno.
Calvo y Candan (2015) encontraron, por ejemplo, que la aplicacion simultanea de 1-
MCP vy etileno en relacion 1:1 o 1:0,5 es efectiva pero depende de la duracion del
almacenamiento. Cuando se aplicaron 0,3 pL L de etileno a fruta tratada con 0,3 pL
L1 1-MCP, la restauracion de la maduracion fue completa, pero con 0,15 pL L de
etileno, la restauracién fue parcial y la fruta mostr6 una tasa de maduracién intermedia
entre el control y el 1-MCP. Esta estrategia fue evaluada por otros investigadores como
Chiriboga et al., (2011), quienes observaron que la aplicacion simultanea de 0,6 pL L
11-MCP y 0,3 pL Lde etileno (1: 0,5) fue el tratamiento mas efectivo en las peras
“Conference”. Asi mismo, Newland et al (2015) encontraron que la aplicacion
simultanea de 1-MCP vy etileno en distintas combinaciones fue eficaz para restaurar la
capacidad de maduracién en peras del mismo cultivar. A su vez, Manriquez y Defilippi
(2011) observaron que cuando el 1-MCP se aplica en combinacion con etileno en
relacion 1:1, se pudo observar un efecto en “Packhams Triumph”, siendo esta respuesta
intermedia entre la de los frutos tratados con 1-MCP inmediatamente después de la
cosecha y el control sin tratar. En peras “Bartlett”, la adicion de 60 puL L™ de etileno
exogeno conjuntamente con el 1-MCP (10:1) aplicado después de la cosecha disminuye
el efecto del tratamiento en fruta temprana, que madura mas rapido que la fruta tratada
unicamente con 1-MCP (Macnish et al., 2012). Estos resultados ponen de relieve el
caracter competitivo del 1-MCP y del etileno al ser aplicados simultaneamente. Los dos
tratamientos compiten por los sitios de unidn de los receptores, de tal manera que los
receptores ocupados por el etileno suministrado exdgenamente podrian ayudar a la
posterior produccion natural de etileno por parte del fruto y a su vez a la generacion de
nuevos receptores.

Chiriboga et al., (2013) determinaron que la fruta tratada con 1-MCP mantiene
niveles de expresion de los receptores PCETR1 mas altos y una sobreexpresion de
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PCETR5. Ademas, la regulacion negativa observada para PCERS1 y PcCTR1 durante la
vida en estante fue menor en 1-MCP que en la fruta sin tratar. Estos cambios a nivel de
receptor y de sefializacion condujeron a una represion eficaz de la via de sefializacion
del etileno y dieron lugar, a su vez, a la regulacién negativa de la expresion de ACS y
ACO. En consecuencia, se inhibe la actividad enzimatica de la ACS y ACO vy se retrasa
la produccion de etileno durante la vida en estante hasta 20 dias. Segun estos autores, el
tratamiento con etileno exdgeno en combinacion con la aplicacion de 1-MCP reduce los
efectos inhibitorios del tratamiento con 1-MCP, principalmente debido a la accién que
tuvo el etileno sobre los niveles de expresion de los genes PCETR1 (receptor de etileno)
y PcCTR1 (sefalizacién). Tales cambios a nivel de percepcion y sefializacion dieron
lugar a una considerable regulacion de ACS (especialmente PCACS2) y los genes
PCACOL después de 15 dias y también se asociaron con cambios minimos en la
actividad de ACS pero con un importante incremento de la actividad de ACO. La fruta
tratada con 1-MCP + etileno recuper6 la capacidad para producir etileno después del
almacenamiento, pero con un periodo de retraso de 5 dias.

Otra estrategia prometedora para restaurar la maduracion de las peras tratadas con
1-MCP es exponer a la fruta a temperaturas en el rango de 15-20°C durante un cierto
periodo. La exposicion a estas temperaturas podria favorecer la liberacion de 1-MCP de
los receptores o la sintesis de nuevos receptores de etileno, 0 una combinacion de ambos
efectos (Villalobos-Acufia et al., 2011). En este estudio, la exposicion de los frutos a
18°C durante 3 semanas no indujo un incremento de la produccion de etileno. Sin
embargo, se observé una mayor pérdida de firmeza y de color verde después de 195dy
de 195 d +7 d, respecto de la fruta tratada con 1-MCP (Figuras 6.3.2 y 6.3.3). En
temporadas anteriores se evalud el efecto del acondicionado (1, 2 6 3 semanas a 17°C)
en peras ‘“Packham’s Triumph” y se determind que la eficacia de los tratamientos
térmicos depende del tiempo de permanencia a 17°C, pero la incidencia de escaldado
superficial se incrementé a medida que se reiniciaba la maduracion. Ha sido sugerido
que el tratamiento con calor en bananas podria incentivar la sintesis de receptores de
etileno (Jiang et al., 1999). Dichos tratamientos fueron también eficaces en peras
"Blanquilla" y “Bartlett” tratadas con 1-MCP, pero no en “Conference” y “Beurré
d’Anjou” (Bai et al., 2009; Chiriboga et al., 2010). Bai et al., (2009) encontraron que la
reversion de los efectos del 1-MCP en peras fue dependiente del cultivar, de la
atmosfera y de la duracion del almacenamiento. Las peras “Bartlett” tratadas con 0,3 pL
L de 1-MCP recobraron su capacidad de madurar en respuesta a varias combinaciones
de temperaturas (10-20°C) y tiempo (10-20 dias) de acondicionamiento (Bai et al.,
2009). Sin embargo, en peras “Beurré d’Anjou” ninguna combinacion fue efectiva para
revertir los efectos de 0,3 pL L™ de 1-MCP, pero si cuando la concentracion aplicada
fue de 0,05 uL L. Del mismo modo, 5 a 15 d a 15°C fue suficiente para recuperar la
capacidad de maduracion después de 4 meses de almacenamiento en peras “Blanquilla”
tratadas en cosecha con 0,3 puL L™ de 1-MCP (Chiriboga et al., 2010). Ademas de la
duracion de la exposicion a altas temperaturas, el cultivar y la duracion del
almacenamiento, la efectividad de estos tratamientos de temperatura dependen del tipo
de almacenamiento, ya que la fruta almacenada en atmoésfera controlada requiere una
exposicion mas larga que cuando el almacenamiento es en aire regular (Bai et al., 2009).

Considerando el momento en que deberian aplicarse estas estrategias, la principal
ventaja de los tratamientos térmicos radica en que pueden llevarse a cabo de acuerdo a
las necesidades de comercializacion, y no antes de su almacenamiento, como es el caso
de otras estrategias como las aplicaciones simultaneas. En contraste, los tratamientos
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térmicos implican problemas logisticos, sobre todo si la fruta estd embalada en cajas con
bolsas.

La demora de 30 dias en la aplicacion de 1-MCP permitio reducir ligeramente su
efecto durante el almacenamiento, pero después de 7 dias a 20°C los frutos tenian una
firmeza similar a los controles y un color verde intermedio entre los frutos control y los
tratados con 1-MCP (Figuras 6.3.2 y 6.3.3). Cuando se utilizé una mayor concentracion
de 1-MCP aplicada después del almacenamiento (800 MCP post almacenaje), los frutos
se ablandaron durante la vida en estante pero presentaron una firmeza superior a los
controles y un mayor color verde (Figura 6.3.3). Manriquez y Defilippi (2011)
evaluaron el efecto de la demora del tratamiento con 1-MCP en peras ‘“Packham’s
Triumph” y encontraron que la respuesta en la maduracion de los frutos fue intermedia
entre el 1-MCP aplicado inmediatamente después de la cosecha y el control sin
tratamiento. Durante el periodo de demora previo al tratamiento los frutos pueden
madurar e incrementar las concentraciones de etileno enddgenas en los tejidos, lo que
disminuye la capacidad competitiva de las moléculas de 1-MCP de unirse a los
receptores disponibles (Zhang et al., 2009, 2010). Se ha reportado que la demora en la
aplicacion de 1-MCP reduce la eficacia del tratamiento en varias frutas (Joyce et al.,
1999; Zhang et al., 2009; Gamrasni et al., 2010).

Escaldado superficial

Los resultados presentados es este trabajo coinciden con la bibliografia, ya que la
aplicacion de 0,3 pL L* de 1-MCP en cosecha inhibi6 el desarrollo de escaldado
superficial (Figura 6.3.4), pero impidio también la normal maduracién (Figura 6.3.3).

En los frutos control, la incidencia de escaldado superficial fue de 87% después de
195 dias de almacenamiento y su posterior vida en estante. El desarrollo del escaldado
en los tratamientos de reversién se relacion6 claramente con la produccion de etileno y
la capacidad de maduracién de los frutos. Los tratamientos que no inhibieron la
produccion de etileno (800 MCPpost Almacenaje; 300 MCP demora), desarrollaron alta
incidencia de escaldado (98 y 38%, respectivamente). Al contrario, la aplicacion de
etileno después de la conservacion, que no fue efectiva para revertir los efectos del 1-
MCP sobre la maduracion, no estimuld la produccion de etileno y los frutos no se
escaldaron.

Tanto la aplicacion simultanea de 600Et+600MCP, como el acondicionamiento
térmico, controlaron eficazmente el escaldado (Figuras 6.3.2 y 6.3.4). En estos casos y
tal como se podia esperar, la produccion de etileno fue nula, similar a la de los frutos
tratados con 1-MCP solo. Cuando se evalué la aplicacion simultanea en peras
“Packhams Triumph”, las combinaciones 600MCP+600Et y 300MCP+150Et fueron los
tratamientos mas interesantes, ya que 300MCP+300Et mostraron mayor incidencia de
escaldado superficial (Calvo y Candan, 2015). De la misma forma, la aplicacion
simultanea de 0,6 pL L*1-MCP y 0,3 pL L™ de etileno (1: 0,5) fue el tratamiento mas
promisorio en las peras “Conference” (Chiriboga et al., 2011).

Cabe destacar que en el caso del tratamiento de acondicionamiento es importante
tener en cuenta la duracion del periodo de exposicion a altas temperaturas. En unos
trabajos recientes en peras “Packham’s Triumph”, Calvo y Candan (2015) demostraron
gue una exposicion de una semana permite revertir el blogueo de maduracién
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manteniendo el efecto inhibitorio sobre el escaldado. Al contrario, tratamientos de 2 0 3
semanas agravaron el desarrollo de escaldado en los frutos.

6.5. Conclusiones

El tratamiento con 0,3 uL L de 1-MCP inhibi6 la produccion de etileno de los
frutos impidiendo la normal maduracion de los mismos durante los periodos evaluados
en este ensayo, lo que evidencia la necesidad de ajustar esta tecnologia para su uso
comercial. Si bien varias estrategias lograron modular el efecto del 1-MCP en distinto
grado, el desarrollo de escaldado superficial después de la conservacion limitaria la
aplicacion comercial de algunos tratamientos.

La inhibicion competitiva de 1-MCP por el etileno (Etileno+1-MCP) vy el
tratamiento térmico (3 semanas a 18 °C) fueron las estrategias mas prometedoras, ya
que permitieron que los frutos inicien el proceso de ablandamiento durante la vida en
estante, a la vez que controlaron efectivamente la escaldadura superficial en peras
“Beurré d’ Anjou”.



CAPITULO 7.

Optimizacion del almacenamiento con bajo O2 en peras “Beurré d’Anjou”
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7.1. Introduccién

La eficiencia en el control de escaldado de peras aumenta a medida que disminuye
el nivel de Oz en la cAmara de almacenamiento, pero también se incrementan los riesgos
de desarrollar desérdenes, como el desarrollo de cavernas (Chen y Varga, 1989). El
desarrollo de cavernas en el interior de los frutos es el sintoma mas frecuente de
toxicidad por dioxido de carbono (CO.), un desorden fisiologico que afecta mayormente
a peras de variedades sensibles como “Abate Fetel”, “Beurré d”Anjou”, “Beurre Bosc” y
“Williams”. EIl estrés inducido por elevados niveles de CO es aditivo, y a veces
sinérgico, con el estrés causado por bajas concentraciones de O y por la exposicion a
bajas temperaturas (Kader, 1992). Una conservacion segura, que reduzca los dafios por
frio, por bajo O2 o por alto CO, implica un compromiso entre los tres parametros
(Graell y Ortiz, 2003).

Este desorden se caracteriza por un leve pardeamiento de la pulpa del fruto en la
region que rodea las cavidades de la semilla. El tejido afectado presenta un aspecto seco
y de textura firme en contraste con la textura blanda y humeda que se observa en el
decaimiento interno. Frecuentemente este tejido seco colapsa para producir cavidades o
cavernas, que pueden ser aisladas o comenzar a partir de las cavidades seminales. Se
puede percibir aroma a fermentado cuando se abren las camaras, cuando se retira el
material de empaque o al cortar los frutos. Generalmente no se observan sintomas
externos, aunque pueden aparecer en la piel manchas marrones bien definidas y
parcialmente hundidas que, a diferencia del escaldado superficial, no progresan durante
la vida en estante. Una vez que se manifiesta el dafio por CO», este se agrava al
prolongarse el periodo de almacenamiento (Benitez et al., 2005). El dafio por alto CO>
se observa cuando las concentraciones de este gas son mayores al 2-3% Yy los riesgos se
incrementan cuando la concentracion de Oz es menor al 1-2%. En variedades muy
sensibles, como “Beurré d”Anjou”, se han observado dafios con concentraciones de CO>
aun menores al 1%.

El principio basico de la atmédsfera controlada dinamica (ACD) consiste en bajar
los niveles de O a valores cercanos, pero no inferiores al limite minimo de oxigeno
tolerado por la fruta. Para ello, es necesario monitorear y ajustar periédicamente los
niveles de O,. Con respecto a la conservacion en AC, los frutos en ACD producen
menos etileno, presentan mayor retencion de color verde, mayores valores de acidez y
un mayor control del escaldado superficial. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que al
bajar los niveles de O se incrementa la susceptibilidad de los frutos al dafio por CO>
(Prange et al., 2003).

Los resultados expuestos en el Capitulo 5 de esta tesis demuestran que tanto el 1-
metilciclopropeno (1-MCP) como la ACD redujeron significativamente el desarrollo de
escaldado en peras “Beurré d’Anjou”. Sin embargo, los frutos almacenados en ACD
presentaron dafios por bajo O2 y/o alto CO2, que se manifestaron como cavernas
internas. Teniendo esto en consideracidn, el objetivo de este Capitulo fue optimizar las
condiciones de conservacion en ACD, para lo cual se evaluo el efecto de mayores
niveles de O2 y menores concentraciones de CO2, asi como la combinacion de ACD
con una aplicacion de bajas dosis de 1-MCP en peras “Beurré d’ Anjou”.
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7.2.  Materiales y métodos
Material vegetal y tratamientos

Las peras “Beurré d’Anjou” (Pyrus communis L.) se cosecharon el dia 8 de febrero,

en estado de madurez Optimo, de la chacra comercial descripta en el Capitulo 2.

Después de la cosecha, los frutos fueron trasladados al laboratorio de la Estacion

Experimental INTA Alto Valle, donde se seleccionaron frutos de tamafio uniforme y sin

defectos y se dividieron en 4 lotes a los que se le realizaron los siguientes tratamientos:

- Control: Después de la cosecha los frutos se lavaron, y se almacenaron en frio
convencional (FC) a -0,5 °C sin ningun tratamiento.

- ACD: Los frutos se colocaron en contenedores herméticos de 0,86 m*® de acero
inoxidable, donde se generd una atmosfera controlada dinamica en pasos, tal como
se describio en el Capitulo 5. Para minimizar el dafio por bajo O, y/o alto CO> que
se observo en el ensayo descrito en el Capitulo 5, en este ensayo se decidid
establecer un nivel minimo de Oz de 0,7% y mantener un contenido de CO- inferior
a0,4%.

- 1-MCP1s0: Los frutos se colocaron dentro de un contenedor de 0,86 m* de acero
inoxidable, donde se realizé un tratamiento con 0,15 uL L* de 1-MCP, como se
describié en el Capitulo 4, y se almacenaron como los controles en frio
convencional (FC) a -0,5 °C.

- ACD+1-MCP1s0: La aplicacion de 0,15 puL L* de 1-MCP se realiz6 como se
describié anteriormente, y los frutos tratados se almacenaron en canastos plasticos
de 60 frutos cada uno, en contenedores herméticos donde se gener6 la ACD como se
describio anteriormente.

Una vez finalizados los tratamientos, la fruta se embald en medias cajas con dos
bandejas de carton (20 frutas cada una) y bolsa de polietileno de baja densidad de 25
pum de espesor, sin perforar. Los frutos de todos los tratamientos se almacenaron durante
240 dias a-0,5 °C y 95% HR.

Determinaciones de madurez

Se determino sobre 5 repeticiones de 10 frutos, antes de los tratamientos (madurez
inicial) y después de 60, 120, 180 y 240 dias de almacenamiento a -0,5 °C; luego del
almacenamiento refrigerado y de 7 dias de vida en estante a 20 °C como se describio en el
Capitulo 2.
Produccion de etileno

Se determiné sobre 5 repeticiones de 1 fruto después de 60, 120, 180 y 240 dias a -
0,5 °C y durante 21 dias de vida en estante a 20 °C, como se describio en el Capitulo 2.

Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)

Las determinaciones de AF y CTols se realizaron después de 0, 60, 120, 180 y
240 dias en -0,5 °C en 5 repeticiones de 10 frutos, como fue descrito en el Capitulo 2.
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Desarrollo de escaldado superficial y cavernas

La incidencia y severidad de escaldado superficial se determind de forma visual
sobre 5 repeticiones de 10 frutos cada una después de 60, 120, 180 y 240 dias a -0,5° C
y 7 dias a 20 °C, como se describi6 en el Capitulo 2.

Se determino la incidencia de cavernas (Fotografia 5.3.1) de forma visual sobre 3
repeticiones de 20 frutos cada una, después de los distintos periodos de almacenamiento
previstos a la salida de la camara y después de 7 dias a 20 °C. Se realizé el promedio de
las dos evaluaciones, ya que esta fisiopatia no evoluciona durante la vida en estante.

Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el
programa INFOSTAT Profesional de software / version 2006p.1. La separacion de
medias se realizd mediante la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 0,05
(valores de p).

7.3. Resultados

De acuerdo con los valores de referencia citados por Benitez (2001), los frutos de
este ensayo se cosecharon en estado 6ptimo de madurez. La produccién de etileno de las
peras “Beurré d’Anjou” durante su vida en estante posterior a la cosecha fue
indetectable.

Para minimizar el dafio por bajo O y/o alto CO; que se observé en el ensayo
descrito en el Capitulo 5, en este ensayo se establecié una atmdsfera promedio de 0,7%
de Oz con un contenido de CO: inferior a 0,4%. Estos niveles se lograron durante la
mayor parte de la conservacién en ambos contenedores. En el tratamiento de ACD la
relacion O2/CO- fue de 0,7/0,3 durante la mayor parte del periodo evaluado (Figura
7.3.1A). En el tratamiento ACD+1-MCP1s0 durante la mayor parte del periodo de
conservacion se mantuvo la relacién O2/CO:2 de 0,8%/0,3%. Durante el almacenamiento
de las peras “Beurré d’Anjou” no se observo un pico de fluorescencia de la clorofila
(sintoma de estrés) por bajo Oz, ya que los niveles registrados de O» fueron superiores a
0,7%.

Cuadro 7.3.1. Indices de madurez inicial de peras “Beurré d’ Anjou” cosechadas el 8 de
febrero. Los valores representan la media + DE.

Indice Valor + DE
Firmeza (N) 63,6+ 0,9
SST (%) 10,7+ 0,7
AT (g LY 35+ 05
Color (hue) 118,8+ 0,8
Degradacion Almidon (%) 36,1 + 16,2

Efecto de los tratamientos sobre la produccion de etileno

Después de 60 dias de almacenamiento, la produccion de etileno fue baja en todos
los tratamientos. Los controles mostraron un incremento (valores superiores a 1 nL gt h
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1Y después de 15 dias a 20°C, mientras que los demas tratamientos redujeron la
produccion con respecto al control (Figura 7.3.2A). A los 120 dias de almacenamiento
se observé una produccion de etileno de 14 nL g h* al salir del almacenamiento en los
frutos control y ésta se incremento rapidamente durante la vida en estante hasta alcanzar
el pico climatérico luego de 7 dias a 20 °C, con una magnitud de 27 nL g* h*! (Figura
7.3.2B). Después de 180 y 240 dias de almacenamiento, el pico climatérico de los frutos
control se observé después de 5 y 11 dias respectivamente, con una disminucién
posterior (Figura 7.3.2CD).

El almacenamiento en ACD redujo significativamente la produccion de etileno; los
frutos presentaron un retraso de 9, 7, y 3 dias en el pico climatérico con respecto al
control, después de 120, 180 y 240 dias de almacenamiento, respectivamente. La
aplicacion de 0,15 puL L™ de 1-MCP fue atin mas efectiva que la ACD en reducir la
produccidn de etileno durante la vida en estante, registrandose valores bajos (menores a
5 nL gt h') después de todos los periodos de almacenamiento y sin presentar un pico
climatérico (Figura 7.3.2). Por ultimo, la combinacién de ACD+1-MCPiso inhibid
completamente la produccion de etileno durante todo el periodo evaluado, mostrando un
efecto sinérgico entre ambas tecnologias, que se hizo evidente después de largos periodos
de almacenamiento (180 y 240 dias) (Figura 7.3.2).
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Figura 7.3.2. Produccion de etileno de peras “Beurré d’Anjou” sin tratar (control),

tratadas con 0,15 puL L de 1-MCP y almacenadas a -0,5°C (1-MCP1s0), almacenadas en

ACD (ACD) y tratadas con 0,15 pL L™ de 1-MCP y almacenadas en ACD (ACD+1-

MCP150). Evaluaciones realizadas durante la vida en estante (20 °C) de los frutos

después de 60 (A), 120 (B), 180 (C), 240 (D) dias de almacenamiento a -0,5 °C.
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Efecto de los tratamientos sobre la madurez despues del almacenamiento

Cuadro 7.3.2. Firmeza (N) de peras “Beurré d’ Anjou”sin tratar (control), tratadas con
0,15 pL L de 1-MCP y almacenadas a -0,5°C (1-MCP1s0), almacenadas en ACD
(ACD) y tratadas con 0,15 uL L de 1-MCP y almacenadas en ACD (ACD+1-MCP1s0),
evaluados después de 60,120, 180 y 240 dias de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20
°C. Medias con la misma letra dentro de cada columna no son significativamente
diferentes, Tukey a= 0,05.

Tiempo a Tratamiento Tiempo a -0,5 °C (dias)
20 °C (dias) 60 120 180 240
0 Control 64,6 a 48,0b 315b 27,4 ¢
ACD 67,7 a 62,7 a 63,1a 60,2 a
1-MCP1s0 62,9 a 60,7 a 60,7 a 474 b
ACD+1-MCP1s0 64,7 a 63,8 a 61,2 a 61,4 a
\Valor de p 0,0676 <0,0001 <0,0001 <0,0001
7 Control 25,7 C 8,4d 11,3 ¢ 148¢c
ACD 57,6 b 14,8 c 145¢c 17,5 bc
1-MCP1s0 63,5 ab 56,6 b 29,3 b 18,7b
ACD+1-MCP150 66,8 a 61,8 a 62,7 a 64,8 a
\Valor de p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Cuadro 7.3.3. Color de la epidermis (Hue) de peras “Beurré d’Anjou” sin tratar
(control), tratadas con 0,15 pL L* de 1-MCP y almacenadas a -0,5°C (1-MCPis0),
almacenadas en ACD (ACD) y tratadas con 0,15 pL L™ de 1-MCP y almacenadas en
ACD (ACD+1-MCP1s0), evaluados después de 60,120,180 y 240 dias de
almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20°C. Medias con la misma letra dentro de cada
columna no son significativamente diferentes, Tukey a= 0,05.

Tiempo a Tratamiento Tiempo a -0,5 °C (dias)
20 °C (dias) 60 120 180 240

0 Control 1149 b 1119¢ 106,8 ¢ 102,2d
ACD 117,2 a 1176 a 1169 a 1152 b
1-MCP1s0 116,4 a 114,4b 1129b 109,7 c
ACD+1-MCP1s0 |117,7 a 1178 a 1175a 1175a
Valor de p 0,0014 <0,0001 <0,0001 <0,0001

7 Control 1135¢ 103,1¢c 98,1c 94,8d
ACD 1172 a 1129b 111,7b 111,2b
1-MCP1s0 115,8b 113,3b 109,2 b 103,0c
ACD+1-MCP150 117,92 1173 a 116,4 a 1159a
Valor de p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Comparando los valores entre cosecha (Cuadro 7.3.1) y la evaluacion de 240 d
(Cuadro 7.3.2) los controles perdieron firmeza (36,2 N) y color verde (16,6 hue) durante
todo el periodo de almacenamiento, lo que se acentud durante la vida en estante
(Cuadros 7.3.2 y 7.3.3). Todos los tratamientos redujeron significativamente la pérdida
de firmeza con respecto al control a partir de los 120 dias de almacenamiento (Cuadro
7.3.2). Durante la vida en estante, el tratamiento mas efectivo para reducir la pérdida de
firmeza después de todos los periodos de almacenamiento fue la combinacion de
ACD+1-MCP150, seguida por la aplicacion de una baja dosis de 1-MCP. La ACD fue
menos efectiva, aunque los frutos siempre estuvieron mas firmes que los controles.
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Todos los tratamientos redujeron la pérdida de color con respecto al control después del
almacenamiento y durante la vida en estante (Cuadro 7.3.3). La combinacion de
ACD+MCP150 fue el tratamiento mas efectivo en mantener el color verde, seguida por
la ACD y por altimo el 1-MCP. Esto demuestra que existe un efecto sinérgico entre
ambas tecnologias, al igual que pudo observarse respecto a los valores de firmeza.

Contenido de a-farnesenos (AF) y trienos conjugados (CTols)

El contenido de a-farnesenos (AF) fue bajo al momento de la cosecha. Al
extenderse el periodo de almacenamiento, el contenido se incrementd en los controles,
alcanzandose el mayor nivel (39,6 nmol cm-?) después de 120 dias de almacenamiento
(Figura 7.3.3.A). El almacenamiento en ACD vy la aplicacion de 1-MCP1so, Y mas audn,
la combinacion de ambas tecnologias redujeron la acumulacion de o-farnesenos,
comparada con el control. En el caso de los tratamientos ACD y 1-MCPis, el
incremento en el contenido de a-farnesenos a los 240 d de almacenamiento estuvo
asociado a un incremento en la produccion de etileno (Figura 7.3.3). En cambio, en los
frutos de ACD+MCP1sp se registr6 un aumento de los a-farnesenos mientras que la
produccion de etileno se mantuvo indetectable.

El contenido de trienos conjugados (CTols) se incrementd en los controles hasta
los 180 dias (18,8 nmol cm-2), para descender levemente a los 240 dias (Figura 7.3.4B).
Como se esperaba, la ACD y el 1-MCP150 redujeron la acumulacion de CTols, que se
incrementd hacia el final, alcanzando valores maximos de 7,5 y 5,1 nmol cm-2,
respectivamente. La combinacion de ambas tecnologias fue mas efectiva, ya que los
valores de CTols al final de la conservacion fueron de 2,6 nmol cm-2 (Figura 7.3.3.B).
Si se observa la evolucion de los CTols a lo largo del almacenamiento, pueden
identificarse 3 patrones de acumulacién: el control, que se caracteriza por la alta
acumulacion desde el inicio del almacenamiento; la ACD y el 1-MCP, con un
incremento tardio en el contenido de CTols; y la combinacion ACD+1-MCPisg, que
presenta un bajo contenido de CTols durante todo el periodo evaluado (Figura 7.3.3.B).
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Figura 7.3.3. Contenido de a-farnesenos (A) y de trienos conjugados (B) de peras
“Beurré d’Anjou” sin tratar (control), tratadas con 0,15 uL L de 1-MCP y almacenadas
a -0,5 °C (1-MCP1s0), almacenadas en ACD (ACD) vy tratadas con 0,15 pL L™ de 1-
MCP y almacenadas en ACD (ACD+1-MCP1s0). Los valores representan la media de 5
repeticiones (10 frutos por repeticidn) y las lineas verticales indican el DMS segun
Tukey (0,05).

Desarrollo de Escaldado Superficial

No se observo desarrollo de escaldado en ningun tratamiento después de 60 dias de
almacenamiento (datos no presentados). Después de 120 dias de almacenamiento a -
0,5°C y 7 dias a 20 °C, los controles tuvieron una incidencia de 45% de escaldado, que
se incrementd a 80% y 100% después de 180 y 240 dias, respectivamente. El
tratamiento con 0,15 uL L™ de 1-MCP redujo significativamente el porcentaje de fruta
afectada, desarrollandose un méximo de 10% a los 240 dias. La ACD fue igualmente
efectiva en reducir la incidencia de esta fisiopatia, afectando al 6,7% de los frutos en la
ultima evaluacion. Solo la combinacion de ambas tecnologias inhibié absolutamente el
desarrollo de esta fisiopatia durante todo el periodo evaluado (Figura 7.3.4).



98

Similarmente a lo observado para los trienos conjugados, se observan tres patrones
de desarrollo de escaldado superficial: el control, que presentd elevados porcentajes de
fruta afectada y mayor severidad de sintomas; la ACD y el 1-MCP, que se
caracterizaron por una baja incidencia de escaldado superficial manifestado después de
largos periodos de almacenamiento y solo con severidad Grado 1; y por ultimo la
ACD+1-MCP150, que mantuvieron un control absoluto de los sintomas de escaldado
superficial a lo largo de todo el periodo evaluado (Figura 7.3.4).
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Figura 7.3.4. Incidencia y severidad de escaldado superficial de peras “Beurré
d’Anjou” sin tratar (control), tratadas con 0,15 puL L™ de 1-MCP y almacenadas a -0,5
°C (1-MCP1s0), almacenadas en ACD (ACD) y tratadas con 0,15 puL L™ de 1-MCP y
almacenadas en ACD (ACD+1-MCP1s0), evaluadas después de 60, 120, 180 y 240 dias
de almacenamiento a -0,5°C y 7 dias a 20 °C.

Desarrollo de Cavernas

Los unicos frutos que presentaron sintomas de cavernas (Fotografia 5.3.1) fueron
aquellos almacenados en ACD, y en la combinacion de ACD+1-MCP1so con una
incidencia entre 13 y 26% a los 60 dias de almacenamiento, que se increment6 a 35 y
41% después de 240 dias. En general el tratamiento con 1-MCP incrementa la
incidencia de este desorden favoreciendo un desarrollo méas temprano de los sintomas
(Figura 7.3.5).
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Figura 7.3.5. Incidencia de cavernas de peras “Beurré d’Anjou” sin tratar (control),
tratadas con 0,15 uL L de 1-MCP y almacenadas a -0,5 °C (1-MCP1so), almacenadas
en ACD (ACD) y tratadas con 0,15 pL L™ de 1-MCP y almacenadas en ACD (ACD+1-
MCP1s0), evaluadas despues de 60, 120, 180 y 240 dias de almacenamiento a -0,5°Cy 7
dias a 20 °C.

7.4. Discusion
Efecto de los tratamientos sobre la madurez

Las peras utilizadas en este ensayo no produjeron etileno durante su vida en estante
posterior a la cosecha (datos no presentados). Esto se debe a que la mayoria de las peras
de invierno, como “Beurré d’Anjou”, requieren la exposicion a bajas temperaturas para
producir etileno a una tasa suficientemente alta para activar y completar el proceso de
maduracion (Villalobos-Acufia y Mitcham, 2008). Las bajas temperaturas de
conservacion incentivaron la produccion de etileno de los frutos durante la vida en
estante posterior al almacenamiento. La produccion fue baja después de 60 dias (Figura
7.3.3A), sin embargo, los frutos de los controles se ablandaron durante la vida en estante
(Cuadro 7.3.2). A partir de los 120 dias de almacenamiento, la produccién de etileno en
los controles se incrementd (Figura 7.3.3), asi como la tasa de ablandamiento (Cuadro
7.3.2).

La sintesis del etileno procede de la oxidacion del &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC), constituyendo éste Gltimo el precursor inmediato del etileno. La
enzima que media este paso es la ACC oxidasa (ACO), enzima de la familia de
dioxigenasas, que usan oxigeno molecular y acido ascorbico como co-sustrato, y hierro
como co-factor en la produccion de etileno (Vioque y Castellano, 1998). Por lo tanto,
cuanto mas bajo es el nivel de O (como en la ACD) mas efectivamente se controla uno
de los sustratos necesarios para la actividad catalitica de la ACO vy la subsecuente
produccién de etileno. En este ensayo, el almacenamiento en ACD redujo la produccion
de etileno, pero su efecto fue menor al observado con el tratamiento con 1-MCP. Los
frutos, aunque con retraso respecto al control, siempre presentaron un claro pico
climatérico (Figura 7.3.3). Esto coincide con lo observado en ensayos anteriores
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realizados en este cultivar, en los cuales los frutos almacenados en ACD presentaron un
retraso del climaterio respecto al control (Calvo y Candan, 2011). La ACD y, més aun,
la combinacion de ACD+1-MCP1so redujeron la pérdida de firmeza y de color, pero no
permitieron la normal maduracion de los frutos. El efecto de la ACD sobre el
mantenimiento del color verde ha sido anteriormente demostrado en ésta y otras
variedades de pera como asi también en manzanas (Candan y Calvo, 2009; Candan et
al., 2010).

La aplicacion de 0,15 uL L™ de 1-MCP redujo significativamente la produccion de
etileno durante la vida en estante después de todos los periodos de almacenamiento
evaluados (Figura 7.3.3). De manera similar, otros investigadores han observado el
efecto inhibitorio del 1-MCP sobre la produccion de etileno en numerosos cultivares de
peras (Argenta et al., 2003; Ekman et al., 2004; Larrigaudiére et al, 2004; Trinchero et
al., 2004; Gapper et al., 2006). Esta reduccion en la produccion de etileno se tradujo en
mayores valores de firmeza y de color verde con respecto al control (Cuadros 7.3.2 y
7.3.3). En la region de Alto Valle de Rio Negro, las principales empresas empacadoras-
exportadoras de manzanas tratan una gran parte de la produccion con 1-MCP como
complemento del uso del frio. En la temporada 2011 se aplicé SmartFresh® a 175,000
toneladas de manzanas, correspondiendo a un 65% de “Red Delicious”, 14% “Granny
Smith”, 20% “Gala” y 1% “Pink Lady”. En el caso de las peras, se aplicé a 5.600
toneladas siendo 63% “Williams”, 35% “Beurré d’Anjou” y “Packhams Triumph” y 2%
“Abate Fetel” (Datos suministrados por la empresa AgroFresh). La menor aplicacion en
el caso de las peras respecto a las manzanas, se debe a que, en este caso, se requiere
aplicar una concentracion de 1-MCP que sea suficiente para retrasar la maduracion
durante el tiempo necesario, pero que permita la correcta maduracion de la fruta después
de la conservacion en frio. Es frecuente observar que la aplicacion de la dosis registrada
(0,30 pL L1) inhiba la normal maduracién de los frutos de peras. En ensayos anteriores
realizados en peras “Beurré d’Anjou” tratadas con 0,30 uL L™ 1-MCP, la firmeza se
mantuvo por encima de los valores de consumo en todas las evaluaciones, lo cual es una
limitante para el uso de esta tecnologia en esta variedad (Calvo y Candan, 2011).
Debido a ello, esta temporada se utilizé la mitad de la dosis, y esta estrategia fue valida
para lograr el normal ablandamiento de los frutos, ya que los frutos alcanzaron madurez
de consumo a partir de los 180 dias de almacenamiento permitiendo ademas un efectivo
control del escaldado hasta el final del periodo evaluado.

La combinacién de ambas tecnologias ACD+1-MCP1sq fue el Unico tratamiento que
inhibié completamente la produccién de etileno durante todo el periodo evaluado
(Figura 7.3.3). Estos resultados sugieren que existe un efecto aditivo entre el
almacenamiento en ACD Yy el tratamiento con 1-MCP, ya que la combinacién de ambos
resulto ser el tratamiento mas efectivo. Este efecto aditivo también fue observado
previamente en manzanas tratadas con 1-MCP y almacenadas en AC (Calvo, 2001).
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Contenido de a-farnesenos y trienos conjugados y escaldado superficial

Para controlar el escaldado se debe evitar la formacion, favorecer la eliminacion o
bien impedir la oxidacion de los a-farnesenos (Whitaker, 2004). En el capitulo 2 de esta
tesis se definio un valor umbral de 20 nmol cm™ de CTols por encima del cual se
observaron sintomas de escaldado. En los resultados presentados en este capitulo se
observa también una relacion entre los niveles de CTols y el escaldado, pero el valor del
umbral fue menor. En los controles, se observé una incidencia de escaldado a partir de
los 120 dias de almacenamiento (Figura 7.3.5), cuando el valor de CTols habia
alcanzado 13,7 nmol cm™ (Figura 7.3.6). Asimismo, en los frutos almacenados en ACD
se manifestd una baja incidencia de escaldado (3,3%) después de 180 dias (Figura
7.3.5), y el umbral de CTols era de 4,4 nmol cm? (Figura 7.3.6). Si bien estos
resultados no eran los esperados, investigaciones recientes han demostrado la
participacion de otros compuestos en el desarrollo de escaldado que podrian explicar
estos resultados. Busatto et al (2014) encontraron que el escaldado superficial en
manzanas estd asociado a un proceso de oxidacién que conduce a una regulacion
especifica de la ruta de biosintesis de acido clorogénico. Este compuesto se acumula en
la piel del fruto durante el desarrollo de escaldado y se oxida por la accion de la enzima
polifenol oxidasa (PPO). Las formas oxidadas de quinona son responsables de la
formacion de melanina y la posterior coloracion marron. Por otro lado, el tratamiento
con 1-metilciclopropeno (1-MCP) afecta tanto a la produccion de acido clorogénico,
como las actividades PPO, blogueando la progresion del escaldado superficial. Estas
relaciones merecen estudios posteriores para especificar el rol de los trienos conjugados
y el acido clorogénico en el desarrollo de escaldado en peras.

Se ha demostrado que la conservacion en atmdsferas con minimos valores de Oz y
méaximos de CO; reduce efectivamente el desarrollo de escaldado (Ingle y D’Souza,
1989). En este ensayo, los frutos almacenados en ACD presentaron una menor
acumulacion de a-farnesenos que los controles y niveles bajos de trienos conjugados, lo
cual se deberia a una menor oxidacion de los a-farnesenos. Consecuentemente, estos
frutos mantuvieron una baja incidencia de escaldado superficial, pero no un control
absoluto (Figura 7.3.5). Estos resultados son consistentes con los observados en ensayos
anteriores realizados en peras “Beurré d’Anjou” almacenadas durante 200 dias, donde
se observd una reduccién del escaldado en frutos almacenados en ACD (Candan y
Calvo, 2009, 2010). EIl control de esta fisiopatia mediante ACD también fue observado
en manzanas “Pink Lady” y “Granny Smith” (Candan y Calvo, 2008).

La accion del 1-MCP sobre el metabolismo del etileno es actualmente ampliamente
conocida. Como inhibidor de la accién del etileno, el 1-MCP previene la acumulacién
de a-farneseno (Gong y Tian, 1998; Watkins et al, 1995; Whitaker et al, 2000) y por lo
tanto la acumulacion de trienos conjugados. En este ensayo, aun aplicando dosis bajas,
el 1-MCP fue efectivo para limitar los niveles de estos compuestos observando niveles
de CTols por debajo de 5,5 nmol cm durante todo el periodo evaluado. Hay numerosos
antecedentes que muestran la efectividad del 1-MCP para controlar el escaldado en
manzanas (Whitaker et al, 1997; Fan et al, 1999; Watkins et al., 2000) y en peras
(Ekman et al., 2004; Isidoro y Almeida, 2006). Bai et al. (2009) determinaron que la
aplicacion de dosis inferiores a 0,30 uL L™ de 1-MCP es insuficiente para controlar esta
fisiopatia, pero en este ensayo la fruta tratada con 0,15 pL L de 1-MCP mantuvo una
incidencia de escaldadura inferior al 10% con una severidad minima de sintomas
durante todo el periodo evaluado (Figura 7.3.6).
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La ACD y el 1-MCP a bajas dosis mostraron efectos similares ya que ambas
tecnologias redujeron efectivamente el escaldado superficial y permitieron la normal
maduracion de los frutos posterior al almacenamiento. Teniendo en cuenta que el
almacenamiento en ACD con los niveles de gases utilizados en este ensayo indujeron el
desarrollo de cavernas en los frutos, la aplicacion de bajas dosis de 1-MCP seria la
alternativa mas valida para peras “Beurre D’ Anjou”. Por ultimo, la combinacion de
ACD+1-MCP150 fue el Unico tratamiento que brindo un control absoluto de los sintomas
de escaldado superficial después de 240 d (Figura 7.3.5), sin embargo, al no permitir el
ablandamiento de los frutos esta estrategia requiere ajustes ara poder utilizarse a nivel
comercial.

Desarrollo de cavernas

La ACD constituye una interesante herramienta para la conservaciéon de peras y
manzanas de corto y largo potencial de conservacion. Hasta el momento, el uso
comercial de la ACD ha sido mayormente evaluado en manzanas, especie en la cual
favorece el mantenimiento de la firmeza y la acidez, y reduce el desarrollo de algunos
desordenes internos sin afectar la calidad sensorial de los frutos (Prange et al., 2003;
DeLong et al., 2004; Zanella et al., 2005; Candan y Calvo, 2008). Ademas, la ACD
reduce la incidencia de escaldado superficial en manzanas en comparacion de la AC
tradicional (DeLong et al., 2007). Existen pocos antecedentes sobre los efectos de la
ACD en peras. Mattheis y Rudell (2011) determinaron que la ACD en peras “Beurré
d’Anjou” puede prevenir el escaldado superficial pero con posibilidad de desarrollo de
“pecas negras” (Black Speck) asi como un insuficiente ablandamiento durante el
periodo normal de vida en estante de los frutos. Un trabajo anterior mostré que la ACD
mantuvo la acidez y el color verde de los frutos y redujo significativamente la
incidencia y severidad de escaldado superficial en peras “Beurré d’Anjou” pero los
frutos manifestaron sintomas de cavernas (Candan et al., 2010). En el Capitulo 5 de esta
tesis, se observd una incidencia de 21% y 17% de cavernas después de 210 y 270 dias
de almacenamiento en peras “Beurré d’ Anjou” almacenadas en ACD. Debido a ello, en
este ensayo se decidio establecer una atmosfera promedio para todo el periodo de
almacenamiento de 0,7% de Oz y niveles de CO; inferior a 0,4%. Sin embargo, y
aunque este porcentaje de CO> fue inferior al establecido en el Capitulo 5 (entre 0,8 y
1%), la incidencia de cavernas en este ensayo fue mayor (35%) después de 240 dias de
almacenamiento (Figura 7.3.6). Esto sugiere que aunque el desarrollo de cavernas
ocurre bajo condiciones de AC, la severidad e incidencia de los dafios esta relacionada
con otros factores ademas del CO», como por ejemplo las condiciones precosecha de los
frutos. Esto también explicaria por qué en otras regiones productoras, el
almacenamiento en ACD no ocasiona cavernas, aunque si otros desérdenes como pecas
negras (Mattheis y Rudell, 2011).

Se debe considerar que cuanto mas bajos son los valores de oxigeno, mas efectivo
es el control de escaldado. Al tener que utilizar niveles de oxigenos mayores, y no los
minimos tolerados por la fruta, la eficiencia en el control de escaldado podria reducirse.
En ensayos anteriores realizados con en este mismo cultivar, se registro un pico de
fluorescencia cuando se alcanzaron niveles de 0,2% de O, y 0,4% de CO, (Candan et
al., 2010). En otro trabajo anterior de Candan y Calvo (2009), no se detectaron picos de
estrés en esta variedad debido, probablemente, a que no se alcanzaron valores tan bajos
de oxigeno, lo cual sugiere que 0,2% seria el minimo valor de oxigeno (LOL.: lowest
oxigen level) tolerado por esta variedad.
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La combinacion de ACD+1-MCP incrementé la susceptibilidad de los frutos a este
desorden y al final del almacenamiento la incidencia de cavernas en ACD+1-MCP fue
de 41% (Figura 7.3.7). Este resultado puede indicar que los frutos menos maduros son
mas propensos a la aparicion de cavernas, o que la inhibicion de la sintesis del etileno
en frutos tratados con 1-MCP impide dar respuesta al estrés, aumentando asi la
susceptibilidad de la fruta a este tipo de dafio. Esto se podria corroborar almacenando
frutas de distintos estados de madurez a cosecha, o evaluando el efecto de la aplicacién
de etileno exdgeno. Se propone seguir ajustando esta tecnologia para su uso en peras
“Beurré d’Anjou”, altamente sensibles a este dafio.

7.5. Conclusiones

Todos los tratamientos aplicados redujeron la produccion de etileno y la tasa de
maduracion de los frutos durante el periodo evaluado.

El almacenamiento en ACD con mayor concentracion de Oz y menor concentracion
de CO2 (0,7% y 0,4% respectivamente) y la aplicacion de bajas dosis de 1-MCP (0,15
uL L) redujeron significativamente el desarrollo de escaldado comparado al control,
pero sélo la combinacién de ambas tecnologias (ACD+1-MCP1s0) brindd un control
absoluto. Sin embargo, el desarrollo de cavernas limita la aplicacién comercial de ACD
y ACD+1-MCP1s0 en peras “Beurré d’ Anjou”.

La reduccion del porcentaje de CO- evaluado en este ensayo no fue suficiente para
reducir la incidencia de cavernas. La combinacion de ACD+1-MCP150 incrementa la
susceptibilidad de los frutos a este desorden a la vez que inhibe totalmente el
ablandamiento del fruto a 20°C. En conjunto, esta tecnologia no es segura para utilizarse
a nivel comercial en peras “Beurre D’ Anjou” por lo cual se debe continuar con su
optimizacion.
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8. Conclusiones Generales

Esta tesis ha permitido aportar nuevos conocimientos sobre las bases bioquimicas
del escaldado superficial en peras, estableciendo el rol del etileno, de los trienos
conjugados y de los antioxidantes enddgenos en el desarrollo de esta fisiopatia. Aunque
los sistemas estudiados no permitieron controlar de forma satisfactoria el escaldado en
pera manteniendo a su vez la calidad general de los frutos, los conocimientos
vislumbrados constituyen una herramienta fundamental para el desarrollo de un sistema
de control confiable, capaz de reemplazar el uso de antiescaldante quimicos.

Hasta la fecha se habia asumido que la relacion entre la madurez de los frutos y la
incidencia de escaldado superficial en peras era igual que la observada en manzanas. Sin
embargo, los resultados obtenidos en “Beurré d’Anjou” y “Packham’s Triumph”
demuestran que, contrariamente a lo que ocurre en manzanas, las peras cosechadas mas
temprano son menos sensibles al escaldado que las cosechadas mas tarde. Se acepta por
lo tanto la primer parte de la hip6tesis, ya que se demostrd que la influencia del etielno,
trienos conjugados, potencial antioxidante y madurez a cosecha y variedad es diferente
en peras que en manzanas. Este hallazgo es de gran importancia ya que permite orientar
las medidas de control, comenzando por la recomendacion de realizar una cosecha
temprana.

Los resultados obtenidos mostraron la gran especificidad que presenta el modelo, el
cual no parece ser estrictamente dependiente de la tasa de produccion de etileno. Las
peras “Packham’s Triumph”, aun produciendo tasas de etileno 3 a 4 veceS superiores a
la “Beurré d’Anjou”, se mostraron significativamente menos sensibles al escaldado.

No se observé una relacion estricta entre capacidad de produccion de etileno y los
niveles de a-farneseno. Los frutos que no producian etileno presentaron niveles
importantes de a-farneseno, lo que indica que en pera, la sintesis de a-farneseno no es
estrictamente etileno dependiente y podria ser regulada por otros factores como, por
ejemplo, el frio. Estos resultados aun por completar son novedosos y de gran utilidad
para entender la etiologia del escaldado en pera durante su conservacion.

Se ha podido establecer también un nivel critico de trienos conjugados (CTols)
necesario para desencadenar el desorden en las dos variedades de pera. Se pudo
constatar que estos niveles son muy bajos, del orden de 17-24 nmol cm-2 para “Beurré
d’Anjou” y de 10-14 nmol cm-2 en “Packham’s Triumph”, considerando que en
manzana son 20 a 30 veces mayores. La definicion de niveles criticos de CTols se puede
considerar ademéas como una determinacion rapida para predecir la “situacion de riesgo”
de un lote de fruta. Debido al gran interés de este hallazgo, se realizaran estudios
posteriores a esta tesis con la finalidad de determinar este valor umbral en otras
variedades de pera.

En manzanas se ha demostrado que la menor sensibilidad al escaldado en frutos
cosechados mas tarde se relaciona con un mayor contenido de antioxidantes en la piel.
El papel de los antioxidantes en peras era aun desconocido. En esta tesis se demostrd
que existe una relacion negativa entre el contenido de acido ascérbico y el tiempo de
aparicion de escaldado en peras. De esta forma, el mayor contenido de acido ascérbico
se correlaciona con el retraso de la aparicion de escaldado en peras “Packhams
Triumph” en relacion a “Beurré d’Anjou”, y con la inhibicion del escaldado observado
en los frutos tratados con 1-MCP. Por lo tanto se confirm6 que el escaldado se asocia a
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un problema oxidativo, en el cual el &cido ascorbico parece tener un papel importante,
lo cual podria servir para predecir la sensibilidad al escaldado en diversos cultivares de
pera. Estos datos son totalmente novedosos y abren nuevas perspectivas en el largo
camino que aun queda para resolver control del escaldado en pera.

A diferencia de la manzana, las peras necesitan perder firmeza para alcanzar la
madurez de consumo. Esto implica que las estrategias de control utilizadas en manzana
que permiten controlar el escaldado limitando los procesos de maduracion no son
adecuadas en peras. Se evaluaron distintos tratamientos poscosecha y se analizaron sus
efectos sobre el control del escaldado y la maduracion. La aplicacion de poliaminas, de
radiacion UVC vy los tratamientos térmicos no fueron estrategias efectivas para el
control de escaldado superficial. En cambio, la aplicacion de 1-MCP y el
almacenamiento en ACD inhibieron el desarrollo de esta fisiopatia, pero se
manifestaron problemas asociados. El tratamiento con 1-MCP bloque6 la maduracion
de los frutos, mientras que la conservacién en ACD ocasiono la aparicion de dafos
internos (cavernas).

Se estudiaron diversas estrategias para lograr la maduracion de los frutos tratados
con 1-MCP y en general, lograron modular el efecto del 1-MCP sobre la maduracion,
pero redujeron también su efectividad en el control de escaldado. La inhibicion
competitiva de 1-MCP por el etileno vy el tratamiento térmico fueron las estrategias méas
prometedoras, ya que permitieron iniciar el proceso de ablandamiento durante la vida en
estante, a la vez que mantuvieron un control efectivo del escaldado superficial en peras
“Beurré d’Anjou”. Sin embargo, estas estrategias requieren ciertos ajustes para poder
implementarse a nivel comercial.

Para reducir el desarrollo de cavernas durante la conservacién en ACD de peras
“Beurré d’Anjou”, se evalu6 el almacenamiento con mayores valores de O2 y menores
concentraciones de CO2, asi como la combinacion de ACD con bajas dosis de 1-MCP.
Si bien estas herramientas controlaron el desarrollo de escaldado superficial, ninguna de
ellas redujo de manera efectiva la aparicion de cavernas, por lo que se debe continuar
optimizando las concentraciones de estos gases para su utilizacion comercial en esta
variedad. Por lo tanto, aun no se dispone de una estrategia que permita el control de
escaldado superficial, sin afectar otros parametros de calidad en peras “Beurré
d’Anjou”, por lo cual se rechaza la segunda parte de la hipotesis.
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