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RESUMEN

LA CONSTITUCION DE LA PARED CELULAR DURANTE LA MADUREZ
EN PLANTA DE PERAS BARTLETT, Y SUS MODIFICACIONES POR LA
INCIDENCIA DE LUZ. CONSECUENCIAS SOBRE LA EFICACIA DE LOS
TRATAMIENTOS CON 1-METILCICLOPROPENO

La firmeza es el atributo mas importante en las peras y esta determinada en parte,
por la estructura de la pared celular (PC) y por su desintegracion. No han sido
completamente identificadas las modificaciones que ocurren en los polisacéaridos
de la PC de pulpa y piel ni las anomalias bioquimicas que se asociarian a la
aparicion de texturas atipicas provocada por una cosecha tardia de peras Bartlett.
Tampoco se ha analizado a la fecha la influencia de los factores precosecha sobre
la composicion de la PC, el ablandamiento de los frutos y la eficacia de
tratamientos de poscosecha como los realizados con I-metilciclopropeno (1-
MCP), inhibidor de la accion del etileno. A fin de estudiar estos aspectos se
muestrearon peras Bartlett que maduraron en planta para los estudios de ontogenia
en pulpa y piel; al mismo tiempo se trabajo con peras que crecieron bajo
diferentes condiciones de radiacion a campo y luego fueron almacenadas a 20 °C
por 13 y 23 d con y sin tratamiento de 1-MCP. Se determin¢ la firmeza, el color,
los solidos solubles, la acidez titulable, el porcentaje de almidon, la produccion de
etileno, el jugo libre, se realizé andlisis sensorial y luego se efectud la extraccion y
fraccionamiento de la PC. Sobre esta ultima se determindé la solubilidad,
composicion y distribucion de tamafios moleculares. Los resultados demostraron
que los frutos que maduraron en planta presentaron anomalias texturales asociadas
a una menor solubilizacion de pectinas y de arabinosa. Asimismo se determind
que la composicion y el metabolismo de PC de peras Bartlett difieren en el tejido
de pulpa y piel. Se establecid que la mayor exposicion solar resultdé en un aumento
de la firmeza de los frutos. Esto se relaciond con una mayor proporcion de
pectinas solubles en 4lcali y hemicelulosas de mayor tamafio molecular a cosecha.
Por ultimo, la eficacia del 1-MCP se vio incrementada por condiciones de mayor
radiacion-temperatura en precosecha, siendo la radiacion UVB poco relevante.
PALABRAS CLAVE: Pyrus communis, Bartlett, polisacaridos de pared celular,

pectinas, glicanos entrelazantes, ablandamiento, factores precosecha, firmeza, textura.
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ABSTRACT
CELL WALL COMPOSITION OF ON TREE-RIPENED BARTLETT PEARS,
AND ITS MODIFICATIONS BY PREHARVEST SUNLIGHT CONDITIONS.
IMPLICATIONS ON THE EFFECTIVENESS OF 1-
METHYLCYCLOPROPENE TREATMENTS.

Firmness is the most important quality attribute in pear fruit, and is known to be
determined, at least in part, by cell wall (CW) structure and disassembly. Neither
the changes that occur in the CW polysaccharides from different fruit regions
(pulp and skin) nor the biochemical abnormalities possibly associated with the
appearance of non-typical textures originated in late harvests of Bartlett pears
were fully identified. Likewise, few studies have analyzed the influence of fruit
preharvest sunlight conditions on softening, CW composition and degradation and
on the efficacy of common postharvest treatments such as those with the ethylene
action inhibitor 1-methylcyclopropene (1-MCP). With this aim, Bartlett pears
ripened on the tree were sampled for the study of ontogeny in pulp and skin;
simultaneously, pears grown under different field conditions of radiation and then
stored at 20 °C for 13 and 23 d (with and without 1-MCP treatment) were studied.
We measured firmness, color, soluble solids content, titratable acidity, starch
content and degradation, ethylene production, free juice and we carried out a fruit
sensory analysis, followed by extraction and fractionation of the CW material. We
also determined the solubility of different wall components as well as their
composition and molecular weight distribution. Results showed that tree-ripened
pears had textural abnormalities associated with a lower solubilization of pectin
and arabinose. We also found that the composition and metabolism of Bartlett
pear CW differ in pulp and skin regions. Sunlight exposure resulted in firmer
fruit. This was associated with a higher proportion of alkali-soluble pectins and
hemicelluloses with high molecular weight at harvest. Finally, the efficacy of 1-
MCP was increased by high radiation-temperature conditions before harvest. The
influence of radiation was not due to the UVB region which only had effects on

fruit surface color.

KEYWORDS: Pyrus communis, 'Bartlett’, cell wall polysaccharide; pectins; cross-

linking glycans; softening; preharvest conditions, firmness, texture.



Capitulo 1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de la produccién de peras Bartlett y problematicas asociadas

con su comercializacion y distribucion

Argentina es el primer productor de peras del Hemisferio Sur y el primer
exportador mundial, con una produccion de alrededor de 700.000 t y un volumen
exportado que alcanzé en la temporada 2009 las 454.041 t (FAOSTAT, 2011). De las
exportaciones nacionales de peras, el 92% corresponde a las provincias de Rio Negro y
Neuquén (SENASA, 2009), en donde hay aproximadamente 23.500 ha plantadas con
perales, siendo los cultivares mas importantes: Bartlett conocido también por el nombre
William’s Bon Chrétien (47%), Packham’s Triumph (34%), Beurré D’ Anjou (10%),
cultivares rojas (5%) y otros (5%) (FunBaPa, 2012).

A nivel mundial, Bartlett es el cultivar de pera europea con mayor demanda,
seguida por Packham’s Triumph. El principal destino comercial de la produccion de
peras Bartlett del Alto Valle es la exportacion, a donde se vende el 61% de la
produccion. Los paises compradores mas importantes son Brasil, Rusia, Italia y Estados
Unidos. El 17% de la produccion se comercializa en el mercado doméstico mientras que
el 22% se industrializa para la producciéon de jugo concentrado como producto
principal. La exportacion de peras en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén aporta al
sector 340 millones de ddlares, y las peras Bartlett constituyen el 41,2% del total de
dichas exportaciones (FunBaPa, 2012).

Esta zona presenta condiciones agro-meteorologicas excepcionales para el
desarrollo de sistemas tecnoldgicos y productivos eco-compatibles, lo que le otorga

ventajas competitivas potenciales de gran importancia. Las peras Bartlett presentan un



fruto alargado y de tamafio mediano a medianamente grande, con numerosas lenticelas,
oscuras, pequefas y distribuidas uniformemente (Fotografia 1.1). El pedinculo es largo,
grueso y de color verde amarillento. La pulpa es blanco cremosa, de textura fina, jugosa
y con buen equilibro entre la acidez y el dulzor. La piel es mas o menos lisa, de color

verde y va cambiando a un color pardo o amarillento cuando madura.

Fotografia 1.1. Peras Bartlett, en donde se observan las caracteristicas propias del

cultivar.

En el Alto Valle este cultivar alcanza el estado de madurez fisioldgica con una
edad de fruto promedio de 106 dias (Figura 1.1). Es un cultivar que presenta un bajo
potencial de conservacion, con un tiempo maximo de 3 a 4 meses en frio a —1 °C
(Benitez, 2001). Este periodo se puede extender hasta 5 meses, mediante el empleo de
atmosfera controlada (AC) con concentraciones de O, y CO, de entre 1-2% y 0-0,5%

respectivamente y a -0,5 °C de temperatura (Thompson et al., 2000).
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Figura 1.1. Esquema de la fenologia de peras Bartlett en el Alto Valle de Rio Negro y

Neuqueén.

El mercado de peras frescas presenta una importante problematica derivada de
una elevada variabilidad intrinseca de la calidad de los frutos de un mismo cultivar,
determinada principalmente por las condiciones ambientales prevalecientes en la
temporada de crecimiento (Kliewer y Lider, 1970; Wolf et al., 1999, 2000; Saltveit,
2003). La influencia de algunos factores de precosecha sobre el desarrollo de color,
contenido de solidos solubles y algunos componentes de importancia desde el punto de
vista nutricional han sido estudiados con bastante detalle (Lee y Kader, 2000; Nunes,
2008). También se ha descrito que las condiciones durante el cultivo pueden afectar las
propiedades texturales de los frutos (Sams, 1999) aunque la influencia de los diferentes
factores asi como las bases bioquimicas asociadas con estos cambios son practicamente
desconocidas. Por ultimo, diferencias en el manejo y condiciones ambientales durante el
desarrollo de los frutos pueden determinar variaciones importantes en el
comportamiento poscosecha y en su respuesta a diferentes tratamientos tecnoldgicos

(Wolf'y Ferguson, 2000).



1.2. Caracteristicas texturales de productos fruti-horticolas y su relacion con la

pared celular

Se puede definir a la textura de un alimento como al conjunto de caracteristicas
fisicas que se perciben por medio del sentido del tacto, y que se relacionan con la
deformacion, desintegracion o fluidez cuando se les aplica una fuerza, que pueden ser
medidas objetivamente por una funcién de fuerza, tiempo y distancia (Bourne, 1980).
La textura es quizas el principal atributo que determina la percepcion de la calidad de
las peras por parte de los consumidores (Zerbini, 2002). La textura de frutos y vegetales
de hoja esta determinada por diversos factores. Uno de ellos, acaso el menos estudiado,
es la presion hidrostatica de las células, conocida cominmente como presion de
turgencia (Shackel et al., 1991; King et al., 2000; Salentijn et al., 2003). Asimismo la
deshidratacion y los dafios en las membranas celulares asi como la elongacion pueden
tener influencia en las caracteristicas texturales (Sexton et al., 1997; Waldron et al.,
2003). Por otra parte, se conoce que al menos en parte las modificaciones en la textura
de los vegetales se relacionan con cambios en la estructura y composicion de las paredes
celulares (Sams, 1999; Brummell y Harpster, 2001). Por ejemplo, el tamano de los
frutos es un factor que se correlaciona generalmente con las caracteristicas texturales de
los mismos. En manzanas (Blanpied et al., 1978), frutillas (Ourecky y Bourne, 1968), y
arandanos (Ballinger et al., 1973; Harker et al., 1997), los frutos de tamafio pequefio
presentan una textura mdas firme, debido a que el tamafo estd determinado por el
numero y volumen de las células que lo conforman. Frente a un mismo niimero de
células en frutos grandes y pequefios, los pequefios poseen células de menor tamafio y

una mayor proporcion de su volumen ocupado por pared celular que los grandes, que



presentan células mas expandidas (Sams, 1999). Por otra parte, el tamafio celular
conjuntamente con el patron de ordenamiento de estas influye en la textura de los frutos,
ya que determinan el volumen de los espacios intercelulares y afectan indirectamente la
adhesion entre las células (Harker et al., 1997); por ejemplo, los kiwis presentan un 2%
de espacio extracelular y una textura blanda (Hallett et al., 1992) mientras que en
manzanas crocantes el espacio intercelular es mayor y alcanza valores de 20 a 25%
(Reeve, 1953).

En la mayoria de los frutos la textura se ve modificada por la presencia de
células no parenquimaticas. Ejemplo de esto son las células del floema que presentan
una pared celular primaria engrosada; células de la epidermis, que también tienen una
pared gruesa y presentan depdsitos especiales (cuticula y cera) en su superficie exterior,
y por ultimo las traqueidas, vasos xilematicos, fibras y esclereidas que tienen gruesas
paredes lignificadas. Aunque en algunos casos estas células no parenquimadticas se
encuentran dispersas en la pulpa, generalmente estan contenidas en tejidos y estructuras
especificas, particularmente en la piel, vasos y semillas (Harker et al., 1997).

El término firmeza se utiliza cominmente para referirse a una medida de la
fuerza maxima registrada en ensayos de ruptura por compresion, utilizando una sonda
con area y forma definida, que coincide con el momento de falla mecénica de los
tejidos. Esta medida si bien sencilla e incompleta se considera usualmente una
determinacion que refleja en buena medida la textura de los frutos. La firmeza presenta
una disminucion marcada de sus valores a medida que avanza el proceso de maduracion
en la mayor parte de los frutos (Kader et al., 1982; Stow, 1988; Knee y Smith, 1989;
Ponce et al., 2010).

El ablandamiento controlado es un cambio deseable en los frutos desde el punto

de vista de los consumidores, no obstante, la pérdida excesiva de firmeza es un



problema muy importante en el manejo poscosecha de frutas (Fisher y Bennett, 1991)
ya que puede afectar la calidad y la capacidad de almacenamiento y su aceptabilidad.
Konopacka y Plocharski (2004) relacionaron la firmeza de 3 cultivares de manzana con
la aceptacion determinada por un panel sensorial. Los frutos que presentaron valores de
firmeza muy bajos o muy elevados, no tuvieron buena aceptacion por parte de los
panelistas, por otra parte, la pérdida prematura de firmeza en los frutos, aumenta la
susceptibilidad al dano mecanico y al ataque por agentes patogenos (Vorwerk et al.,
2004) limitando de esta manera su trasporte, almacenamiento, disminuyendo la vida en
estante y dificultando la comercializacion.

La pérdida de firmeza que ocurre en los frutos durante la poscosecha y que con
frecuencia impide su comercializacion es provocada en buena medida por las
modificaciones que se producen en los polisacaridos de pared celular. Dichos cambios
involucran principalmente reduccion del grado de metilesterificacion de los compuestos
pécticos, la despolimerizaciéon y/o solubilizacion de pectinas y glicanos de
entrecruzamiento y la pérdida de azicares neutros, principalmente galactosa y arabinosa
(Sozzi, 2004).

La firmeza es un indice utilizado para determinar la aptitud o calidad de pera
para los destinos de ultramar, por lo que resulta de interés comprender las bases
fisiologicas que relacionan los cambios en este atributo con las modificaciones
bioquimicas que ocurren a nivel de la pared celular, por otra parte, la comprension de la
influencia de factores de cultivo sobre estos aspectos es claramente un area en la que se

conoce muy poco.

1.2.1 Pared celular



Las paredes celulares vegetales son estructuras altamente complejas, organizadas
y a su vez dindmicas, compuestas por polisacaridos, proteinas, compuestos fenolicos e
iones (Carpita y Gibeaut, 1993) y juegan un papel clave en el crecimiento y desarrollo
de los frutos: proveyendo soporte, definiendo el tamano y la forma de la célula,
actuando de barrera fisica ante un ataque de patdgenos, conteniendo marcadores y
componentes de sefializacion y comunicacion y generando oligosacaridos derivados de
pectinas que pueden desencadenar respuestas para el desarrollo o activar mecanismos de
defensa en respuesta a hongos y bacterias (Brett y Waldron, 1996; Carpita y McCann,
2000).

Al ser un compartimiento dindmico su estructura, composicion y propiedades
cambian a lo largo del desarrollo, durante el proceso de division celular se generan las
nuevas paredes primarias, que aumentan rapidamente su superficie en el transcurso del
proceso de expansion celular. La laminilla o 1damina media constituye la region de la
pared celular que se encuentra en la zona de contacto entre dos células contiguas y es
muy rica en componentes de naturaleza péctica. Durante la diferenciacion celular, las
células especializadas como las xilematicas, generan una pared secundaria rica en
lignina (PCS) internamente de la pared primaria, y cuya composicion depende de la
especializacion de dichas células y que se caracteriza por una mayor proporcion de
celulosa y polimeros de naturaleza fendlica como la lignina (Carpita y McCann, 2000).
La pared celular primaria (PCP) posee un menor contenido relativo de celulosa mayor
de pectinas y un grado de hidratacion (65% de agua) superior a las PCS y se sabe que
mas alld de contribuir a la integridad estructural posee funciones vinculadas con la
transduccion de senales (Caffall y Mohnen, 2009). A excepcion de ciertas células
especializadas (fibras) y de los tejidos de conduccion de agua y nutrientes minerales, la

pulpa posee células con PCP (Brummell, 2006). En el caso de las peras se observa la



presencia de células pétreas que poseen pared secundaria con una composicion similar a

la observada en los vasos xilematicos.

1.2.2. Componentes de la pared celular primaria

Tres grandes grupos de polisacaridos componen cerca del 90-95% del peso seco
de la PCP: celulosa, hemicelulosas o glicanos de entrecruzamiento y pectinas. Se suele
generalizar que las paredes celulares de los frutos estdn conformadas por
aproximadamente 35% de celulosa, 15-20% de glicanos de entrecruzamiento y
frecuentemente mas de 40% de pectinas (Brummell y Harpster, 2001). Asimismo
existen en menor abundancia proteinas estructurales, a continuacion se describen las

principales caracteristicas de cada uno de estos grupos.

Celulosa: Es la biomolécula mas abundante en la naturaleza ya que forma la
mayor parte de la biomasa terrestre. La celulosa es un homopolisacarido compuesto por
cadenas lineales de B-1,4-glucano que se disponen formando microfibrillas. Tiene una
estructura lineal, en la que se establecen multiples puentes de hidrégeno entre los grupos
hidroxilo de las distintas cadenas yuxtapuestas de glucano (Carpita y McCann, 2000).
La regién interna de las microfibrillas es cristalina y excluye el agua, mientras que las
capas externas son mas amorfas posibilitando que otras moléculas de la matriz puedan

entretejerse con ellas (Brummell, 2006).

Glicanos de entrecruzamiento: es un conjunto variado de moléculas polisacaridicas
caracterizadas por separarse de la celulosa por extracciones en medio alcalino, estan

conformadas mayormente por azlcares neutros y se asocian a las microfibrillas de



celulosa por puentes de hidrogeno formando una matriz. La rigidez estructural de la
pared celular depende de la integridad de la red formada por celulosa y glicanos de
entrecruzamiento. En las Dicotiledoneas, los compuestos hemicelulosicos mas

abundantes son los siguientes:

a) Xiloglucano (XG): Es un polimero de D-glucosa con uniones B-(1,4) y
ramificaciones en la posicion 6 de: a-D-xilosa o unidades de a-D-xilosa
sustituidas en la posicion 2 por B-D-galactosa y eventualmente por a-L-
fucosa, entre otras variantes menores (por ejemplo, dos unidades de
galactosa o de arabinosa sustituyendo a la xilosa, o una unidad de fucosa
sobre la galactosa)- Comprende el glicano de entrecruzamiento mas
importante en plantas dicotiledoneas y monocotiledéneas no

Comelinoides (Caffall y Mohnen, 2009).

b) Xilanos: son los polisacaridos no celulésicos menos importantes en la
pared primaria de Dicotiledoneas, que comprenden aproximadamente 5%
de la PCP (Darvill et al., 1980). Estan constituidos por cadenas lineales
de 1,4-B-D-xilosa. Muchos de ellos estdn sustituidos por cadenas
laterales de a-L-arabinosa, y muchas veces también de &cido a-D-
glucurénico, generando asi los llamados arabinoxilanos (AX) y

glucuronoarabinoxilanos (GAX).

¢) Mananos: al igual que la celulosa y algunos glicanos de
entrecruzamiento, contienen una cadena lineal de monosacaridos unidos

B-1,4, siendo en este caso la manosa el monosacarido que la compone.
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Incluye también a los galacto-glucomananos (GGMs) y galactomananos
(GMs), polisacaridos no celulosicos menos abundantes, pero presentes en
todas las Dicotiledoneas estudiadas. Son componentes estructuralmente
importantes en la pared celular aunque pueden también poseer funcion de
reserva o bien de proteccion y/o retencion de agua en semillas (gomas y

mucilagos) (Caffall y Mohnen, 2009).

Pectinas: Las pectinas son una familia heterogénea de polimeros ricos en acido
a-D-galacturénico y altamente hidratados (Carpita y McCann, 2000). Las pectinas
conforman el grupo de compuestos mayoritarios en la pared celular de los frutos y
pueden llegar a componer aproximadamente la mitad del contenido de todos los
polisacaridos de la pared celular (Brummell, 2006). La matriz péctica de las células
vegetales es una mezcla compleja de homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano

tipo I (RG-I) y ramnogalacturonano tipo II (RG-II).

a) Homogalacturonano (HG), Es el polisacarido péctico mas abundante.
Est4d conformado por una cadena lineal de 4acido galacturénico asociada
mediante uniones a-1,4 (Carpita y McCann, 2000). Puede representar el
60% de las pectinas de la pared celular de plantas (Ridley et al., 2001).
Muchas de las propiedades bioldgicas y funciones de los HG estarian
determinadas por las interacciones idnicas que dependen de la presencia
de grupos carboxilo libres. Un aumento en el grado de metil
esterificacion de los HG estd implicada en aumentar la separacion de las

células.
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b) Ramnogalacturonano tipo I (RG-I) es un hetero-polimero que contiene
una cadena principal formada por unidades repetidas de disacaridos —4)-
[a-D-GalpA-(1—2)-0-L-Rhap],(1— y cadenas laterales de a-L-Araf y -
D-Galp. No es mucho lo que se sabe de su funcion, pero hay evidencia de
que cambios en las cadenas laterales de arabinanos y galactanos
presentes en este polimero ocurren en momentos intermedios de la
maduracion de muchos frutos en forma previa a la reduccion marcada

que se observa en la firmeza (Brummell y Harpster, 2001).

¢) Ramnogalacturonano de tipo II son los polisacaridos estructuralmente
mas complejos y constituyen a la resistencia y tension de las paredes
celulares vegetales. Tienen un esqueleto de HG con cadenas laterales
diversas y pueden dimerizarse a través de enlaces di-éster de borato
(O'Neill et al., 1996). Los xilogalacturonanos (XGA) pertenecen a este

tipo de galacturonanos (Caffall y Mohnen, 2009).

Proteinas estructurales: a pesar que la pared celular estd mayoritariamente
compuesta por carbohidratos, las proteinas estructurales forman parte de esta red, son
glicoproteinas ricas en aminodcidos como prolina, hidroxiprolina y glicina y reciben el
nombre de acuerdo al aminoidcido que las enriquece. Encontramos asi a las
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HPRP), glicoproteinas ricas en prolina (PRP) y

las glicoproteinas ricas en glicina (GRP) (Carpita y Mc Cann, 2000).
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Un cuarto grupo de proteinas estructurales de pared son las arabino-galactano
proteinas con una estructura proteica asociada a una porcién glucidica formada por

arabinosa y galactosa que constituye mas del 95% de su peso.

1.2.3. Asociacion y disposicion espacial de los diferentes componentes

Mientras que la informaciéon acerca de la estructura de los diferentes
componentes de pared celular se encuentra bien establecida, ha sido mucho mas
dificultoso determinar la forma en la que esos componentes se encuentran asociadas
entre si. Si bien se han identificado algunas de estas asociaciones (Figura 1.2), la
organizacion e interaccion detallada de los mismos no se conocen con total certeza.

Las microfibrillas de celulosa interactian principalmente con los demas
compuestos de la pared celular por medio de puentes hidrogeno (Brummell y Harpster,
2001), no obstante se ha sugerido que azicares neutros de cadenas laterales de pectinas
pueden en ciertos casos asociarse con la celulosa (Oechslin et al., 2003; Vignon et al.,
2004). En los ultimos afios Zykwinska et al. (2005) proveyeron evidencias de la
existencia de interacciones covalentes entre pectinas y celulosa, presumiblemente a
través de arabinanos y galactanos, por otra parte, hallazgos relativamente recientes
sugieren la existencia de interacciones covalentes entre el xiloglucano y el RG I (Popper
y Fry, 2005). Las pectinas son los componentes celulares que pueden interactuar a
través de una mayor diversidad de enlaces que los glicanos de entrecruzamiento y la
celulosa (Brummell y Harpster, 2001). Los polimeros pécticos tienen la capacidad de
formar puentes hidrégeno, uniones hidrofobicas, covalentes e idnicas tales como los
puentes de calcio Ca™ (Voragen et al., 1995) asi como puentes di éster mediados por

borato (O’Neil et al., 1996).
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Figura 1.2. Esquema de los principales componentes de la pared celular y de sus

posibles interacciones.

Los modelos de pared celular no son mas que representaciones simplificadas de
su arquitectura. Varios modelos se han propuesto a partir de la informacion de los
diferentes componentes, de su facilidad de extraccion, de las propiedades biofisicas de
las paredes y de observaciones microscopicas (Keegstra et al., 1973; Carpita y Gibeaut,
1993; Cosgrove et al., 2001; Thompson, 2005). Si bien no existe un modelo definitivo,
el mas aceptado propone que la red de microfibrillas de celulosa estan interconectadas
por moléculas de xiloglucano dentro de una misma capa, y que estas capas se
encuentran inmersas en una matriz de pectinas y proteinas estructurales que las unen
(Cosgrove, 2001). En este modelo las pectinas regularian el espesor de la pared, la
porosidad de la misma y facilitarian el deslizamiento entre las capas de glicanos de
entrecruzamiento-celulosa, que controlarian a su vez la extension de la pared (Figura

1.3).



14

Microfibras de celulosa
Cadenas de xiloglucanos
Polisacaridos péctidos

Proteinas estructurales

Vista frontal

N | &
Vista lateral == . ‘“;‘_%{—:;%J

{seccion transversal) “-1'3_?\, ‘*.1 1
3

: i ;*t\..'tr oy
s nins | T A
B w7 ),
Figura 1.3. Modelo "multi capa”, modelo de la pared propuesto por Talbot y Ray

(1992) pm: membrana plasmatica; ml: lamina media. Tomado de Cosgrove (2001).

A pesar de la indudable utilidad y simplicidad de estos modelos, resulta
importante reconocer que la composicion y arreglo de los diferentes componentes de
pared celular pueden variar entre especies, cultivares, tejidos y aun en regiones dentro

de una misma célula (Carpita y McCann, 2000).
1.2.4. Cambios de la pared celular durante la maduracion de los frutos

El desarrollo de los frutos requiere un balance entre la biosintesis de pared y su
degradacion, generando una estructura que puede por un lado expandirse ante los
requerimientos del crecimiento (Cosgrove et al., 2002), luego mantener la rigidez y
aportar sostén y finalmente dar lugar a un desensamblaje dramdtico hacia el final del
proceso de maduracion (Rose et al., 2004). El patron de degradacion y las bases

bioquimicas de esta “desorganizacion organizada” varian segin la especie considerada
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aunque existen una serie de cambios que se observan en forma generalizada, que varian
en el grado en el que se manifiestan en funcion de la especie frutal o cultivar
(Brummell, 2006; Ponce et al., 2010).

Las tres fracciones de polisacaridos mas importantes, pectinas, glicanos de
entrecruzamiento y posiblemente, las regiones amorfas de la celulosa, experimentan
modificaciones estructurales durante la maduracion. Se describen a continuacion los

procesos y cambios que ocurren fundamentalmente durante la maduracion de los frutos.

Solubilizacion de pectinas: Durante el proceso de maduracion de la mayoria de
los frutos se observa un aumento de la cantidad de poliurénidos solubles en agua y en
agentes quelantes a expensas de la fraccion extraible con carbonato de sodio, proceso
denominado solubilizacién de pectina. De todas maneras la proporcion de pectinas
solubilizadas es diferente en las distintas especies, observandose por ejemplo en paltas
una solubilizacion tres veces mayor que en kiwi y por otra parte una solubilizacién
apenas apreciable en manzanas y melones (Redgwell et al., 1997a). La solubilizacion de
pectinas esta relacionada con la relajacion que se produce en la red conformada por
xiloglucanos y celulosa y con el hinchamiento de la pared celular. Estos cambios fisicos
que ocurren en la pared celular, combinado con el aumento en su porosidad causado por
la pérdida de cadenas laterales de arabinanos y galactanos de los RG-I, hace que la
pared sea una estructura mas abierta, favoreciendo el acceso de los enzimas a los
sustratos poliméricos, disminuyendo las restricciones o aumentando la tasa de
desmantelamiento de la pared. De esta manera, en procesos secuenciales de extraccion
como los anteriormente descriptos dentro de las metodologias de estudio de las paredes
celulares, conforme avanza la maduracion los poliurénidos son progresivamente

solublilizados en condiciones menos drasticas.
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Si bien a nivel global se comprende que la despolimerizacion y la remocion de
cadenas laterales de los polimeros puede reducir su capacidad de interaccion con otros
componentes parietales, los mecanismos especificos por los cuales ciertos compuestos
pécticos pasan a formar parte de fracciones con interacciones mas débiles no se conocen

en forma precisa (Brummell, 2006).

Pérdida de galactosa y arabinosa: la mayor parte de la galactosa y la arabinosa
de la pared celular primaria de los tejidos vegetales se encuentra presente en 1,4-B-D-
galactanos, 1,5-0-L-arabinanos o en arabinogalactanos ramificados, formando parte de
las cadenas laterales de los RG-I (Carpita y Gibeaut, 1993). La pérdida de galactosa y
arabinosa poliméricas es un proceso que ocurre comunmente durante la maduracion de
la mayoria de los frutos (Gross y Sams, 1984; Redgwell et al., 1997b). De todas
maneras, al igual que ocurre con la solubilizacion de las pectinas, es variable entre
especies. Si bien la arabinosa y la galactosa estdn presentes en todos los extractos
pécticos, estas se encuentran preferentemente en las fracciones solubles en carbonato de
sodio, y en mucho casos permanecen como azucares importantes en las fracciones
hemicelulosicas extraidas con alcalis mas fuertes. Incluso luego de la extraccion con
estos agentes, suelen quedar remanentes de éstos azucares en la fraccion celuldsica
(Seymour et al., 1990; Redgwell et al., 1997b). Esto sugiere una considerable fraccion
del RG-I estaria integrada fuertemente a la pared celular, por medio de sus cadenas
laterales y/o su cadena principal (Redgwell et al., 1997b; Zykwinska et al., 2005) y es
en estos polimeros fuertemente unidos que se observan los cambios relacionados a la
madurez.

La pérdida progresiva de las cadenas de arabinanos y galactanos de RG-I

durante la maduracién modifican probablemente las propiedades de la pared celular
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(rigidez/flexibilidad) y la adhesion intercelular, aumentando la porosidad de la pared y
afectando la solubilizacion de las pectinas. La pérdida de ramificaciones de las cadenas
laterales de RG-I parece ser un factor importante de los cambios que afectan la firmeza
y textura de los frutos en estados intermedios del proceso de maduracion (Brummell,

2006).

Despolimerizacion de pectinas: La despolimerizacion de los poliuronidos solubles en
agentes quelantes presenta importantes consecuencias en la adhesion célula-célula, y
por lo tanto afecta en la textura de los frutos. La despolimerizacion de los poliurénidos
varia considerablemente entre especie, como asi también en el momento en que ocurre
dentro del proceso de maduracion. Se ha registrado una muy leve despolimerizacion de
estas fracciones en pimientos (Harpster et al., 2002), bananas (Wade et al., 1992), en
diversos berries (Vicente et al., 2007 a y b) y en manzanas (Yoshioka et al., 1992); en
cambio se observo una despolimerizacion alta en paltas (Huber y O’Donoghue, 1993) e
intermedia en tomates (Brummell y Labavitch, 1997) y duraznos (Brummell et al.,
2004). La despolimerizacion de pectinas se observa con mayor frecuencia en estados de
madurez ya avanzados. La misma se cree esta asociada con la actividad de enzimas
hidroliticos tales como poligalacturonasas y pectato liasas (Jiménez Bermidez 2002;
Giovannoni, 2004). En particular aquellos enzimas capaces de clivar al HG en sitios

internos (endo-enzimas) son los que poseen mayor capacidad despolimerizante.

Desmetilacién de pectinas: El homogalacturonano (HG) es sintetizado y
secretado al apoplasto con un alto grado de metilesterificacion (Carpita y McCann,
2000), que va disminuyendo durante el desarrollo por la accién de enzimas (pectin metil

esterasas, PME) (Willats et al., 2001). La reduccion en el grado de metilacion de las
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pectinas es un evento particularmente importante en el proceso de maduracion de los
frutos (Brummell, 2006). La desmetilacion de pectinas afecta su grado de hidratacion y
solubilizacion, y modifica también las condiciones de pH del apoplasto. De esta manera,
se crea una superficie cargada que restringe el movimiento de proteinas bésicas y otras
moléculas con carga a través de la pared celular (Grignone y Sentenac, 1991). Si bien la
remocion de esteres metilicos en la posicion 6 de los residuos de acido galacturonico
genera sitios disponibles para la formacion de puentes de calcio es importante
mencionar que las pectinas demetilesterificadas resultan mejores sustratos para la accion

de poligalacturonasas.

Despolimerizacién de glicanos de entrecruzamiento: Este es quizas el cambio
que estd mas fuertemente correlacionado con el ablandamiento de los frutos. Una
progresiva disminucion del peso molecular de las glicanos de entrecruzamiento ha sido
observada durante el proceso de maduracion en todas las especies estudiadas
(Brummell, 2006). La despolimerizaciéon de los xiloglucanos podria ser la mas
significativa, debido a la importancia que tienen en la estructura ocasionada por la union
con la celulosa. La ruptura de la red conformada por xiloglucano-celulosa, también
podria afectar el hinchamiento de la pared celular, que estaria correlacionado

positivamente con la solubilizacion de pectinas (Brummell, 2006).

Despolimerizacién de celulosa: La insolubilidad que presenta la celulosa en los
solventes utilizados habitualmente y su baja reactividad quimica y susceptibilidad al
ataque de enzimas (la celulosa cristalina no es degradada por la endo1,4 B-D-glucanasas
identificadas en plantas) y la variacion moderada durante la maduracion en muchas

especies, ha originado que existan muy pocos estudios que hayan evaluado en detalle a
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esta fraccion. La limitada evidencia disponible sugiere que la despolimerizacion de la
celulosa no es un aspecto central en la maduracion de la mayoria de los frutos. De todas
maneras, la modificacion de zonas amorfas podria afectar de manera importante las
propiedades de la pared celular, si esas cadenas fueran justamente las que interactuan

con los otros componentes de la pared (Brummell, 2006).

El estudio cronolégico de los cambios que ocurren en la pared celular durante la
maduracion de los frutos de manera sistematica se ha realizado solamente en pocos
frutos de especies lefiosas, tales como duraznos (Brummell et al., 2004) y ciruelas
japonesas (Ponce et al., 2010). Este tipo de trabajos brindan informacién importante

para el ajuste del manejo de la poscosecha de los frutos.

1.2.5. Cambios de pared celular durante la maduracion de las peras

En peras los estudios realizados hasta la fecha se han focalizado en la evaluacion
del metabolismo de pared celular durante el almacenamiento y en la identificacion de
diferentes patrones para cada cultivar. Los primeros estudios en peras demostraron que
el ablandamiento poscosecha ocurre en asociacion con cambios dindmicos tanto en las
pectinas como en los glicanos de entrecruzamiento (Jermyn e Isherwood, 1954). Ahmed
y Labavitch (1980) informaron que las principales modificaciones que acompafan la
pérdida de firmeza de peras almacenadas, incluian la solubilizacion de una sustancial
cantidad de arabinosa y acido galacturénico. Posteriormente, Dick y Labavitch (1988)
hallaron que el ramnogalacturonano tipo I (RG-I) es degradado durante la maduracioén

de peras Bartlett.
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La madurez propia al momento de la cosecha es crucial para todos los frutos ya
que puede afectar la resistencia a enfermedades, la efectividad de los tratamientos
poscosecha y la susceptibilidad al desarrollo de enfermedades fisiologicas durante el
almacenamiento (Chen y Mellenthin, 1981; Calvo y Sozzi, 2004). Los frutos no
climatéricos deben cosecharse cerca de la madurez organoléptica ya que si se realiza en
forma prematura se obtienen productos de menor calidad organoléptica. En la mayor
parte de los frutos climatéricos, existe un periodo de cosecha mas amplio, que depende
del destino de la mercaderia: comercializacion rapida luego de unas pocas semanas y
almacenamiento por periodos cortos o prolongados (Kader, 2002).

Llamativamente la mayor parte de las peras europeas muestran cierta resistencia
a madurar al momento de la cosecha y desarrollan la mejor calidad si son cosechadas en
estadios tempranos y maduran fuera del arbol. La cosecha de peras Bartlett requiere un
tamafio de fruto minimo, lo cual hace que en temporadas en las que las temperaturas no
son suficientemente elevadas, se deba retrasar el inicio de cosecha a fin de esperar los
tamafios comerciales necesarios. Asi mismo es usual realizar la recoleccion de peras por
pasadas (con un tamafio minimo), extendiendo el periodo de cosecha por 3 a 4 semanas.
Murayama et al. (2002) y Mitcham et al. (2012), investigaron los cambios en los
componentes de la pared celular de peras Europeas que maduraban normalmente y otras
que mostraban alteraciones en este proceso y hallaron que la aparicion de textura
arenosa (meealiness) se asociaba con una reduccion en el proceso de solubilizacion de
pectinas. Peras europeas como el cultivar La France, que desarrollan una textura
fundente y jugosa presentan una mayor solubilidad de poliurénidos que frutos de
cultivares no fundentes o sin esas caracteristicas texturales como la pera china Yali

(Hiwasa et al., 2004).
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Las peras son sistemas de estudio Unicos en que los frutos adquieren una textura
arenosa si son madurados en el arbol. Murayama et al. (1998) concluyeron que la
madurez de las peras Marillat y Marguerire al momento de la cosecha afectd la
solubilizacion de los polisacaridos de la pared celular y que frutos cosechados 14 y 28
dias luego del periodo Optimo no resultaron jugosos y mantecosos (buttery). Mas
recientemente, los mismos autores (Murayama et al., 2006) informaron que el anillado
en las ramas de los arboles, por sobre la zona de abscision de los frutos, restaurd
parcialmente el proceso de degradacion de pared y ablandamiento de peras Bartlett. No
obstante, las principales modificaciones que ocurren en los polisacaridos de la pared
durante la maduracion de peras Bartlett en el arbol asi como las anomalias bioquimicas
que podrian estar asociadas con la apariciéon de una textura anormal no han sido
completamente identificadas.

Como se describid anteriormente, el inicio de la cosecha de peras Bartlett suele
retrasarse por falta de tamafio. A su vez la duracion del periodo de recoleccion suele
extenderse en el tiempo hasta que los indices de madurez alcancen un estado muy
avanzado o hasta que comienza la recoleccion de los cultivares de manzanas tempranos
como son Royal Gala y sus clones. En las tltimas cinco temporadas el retraso de la
cosecha provocd que quedara en planta entre un 15 y un 20% de la produccion, que
representa entre 52.000 t y 58.000 t de perdidas. En tal sentido, en el presente trabajo de
tesis en primer término se decidio, caracterizar desde el punto de vista bioquimico el
proceso de desensamblaje de pared celular de peras Bartlett durante su maduracion en el
arbol a fin de proveer un esquema que complemente a los estudios parciales realizados
hasta la fecha, y en segundo término para identificar algunos cambios especificos en los
polisacaridos (tamafo, solubilidad o composicion) que pudieran estar relacionados con

la aparicion de frutos con textura anormal cuando la madurez procede en la planta.
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1.3. Factores ambientales en la precosecha

1.3.1. Efecto de factores ambientales en la precosecha sobre la calidad de los frutos

Como mencionamos anteriormente diferencias en las condiciones ambientales y
de manejo pueden llegar a provocar grandes variaciones en los procesos de crecimiento
y desarrollo de los vegetales (Nunes, 2008). Esto es valido dentro de rangos estrechos
de variacion, que aun sin provocar una situacion desventajosa implican modificaciones
en la tasa de reacciones y en la necesidad de aclimatacion, asi como en situaciones mas
extremas en los que el/los factores involucrados provocan estrés. El concepto de estrés
implica la presencia de un factor externo a la planta, provocado por el medio ambiente
cambiante que ejerce una influencia negativa sobre su crecimiento y desarrollo 6ptimos
(Tadeo, 2000). Diversos tipos de estrés pueden afectar los procesos fisiologicos de las
plantas. En general los factores estresantes se pueden clasificar en tres grandes grupos:
a) fisicos, que son atributos del ambiente (temperatura, radiacion, viento, sequia,
inundacion, etc), pueden afectar de manera positiva o negativa a los patrones
fisiologicos de las plantas, b) quimicos, muchos de los cuales pueden causar estrés si no
estan comunmente en el ambiente (plaguicidas, u otra fuente de contaminacioén
antropogénica) o cuando se presentan en concentraciones relativas altas (salinidad, pH),
y ¢) los factores biodticos son los mecanismos de interaccion que se producen entre
especies o poblaciones (plagas y enfermedades) (Nielsen y Oreutt, 1996).

La radiacion, la temperatura, los vientos y la disponibilidad de agua son los
principales factores fisicos de precosecha que afectan a los frutos y los predisponen a

desarrollar desordenes fisiologicos, e inciden en mayor o menor medida segin la
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especie y cultivar evaluados, la posicion del fruto en el arbol, la carga de frutos del
arbol, la nutricion mineral, la disponibilidad de hidratos de carbono durante el
crecimiento, y el balance de agua (Benitez et al., 1993; Ferguson, et al., 1999; Kays,
1999; Sams, 1999; Wolf et al., 1999; Mattheis y Fellman, 1999; Wolf'y Ferguson, 2000;
Murray et al., 2005). Debido a que la produccién fruticola del Alto Valle de Rio Negro
se realiza mediante riego artificial, no se considerardn aqui aquellos problemas
relacionados con la disponibilidad de agua, como sequia e inundacion. Tampoco se
evaluara en el presente trabajo el efecto de los vientos, ya que el dafio que produce es

mecanico, y afecta solamente la apariencia de los frutos.

1.3.1.1. Temperatura

Las altas temperaturas son un factor de estrés que afecta la productividad de los
cultivos (Klueva et al., 2001). La exposicion de un organismo u organo vegetal a
temperaturas elevadas (generalmente 10 °C o mas por sobre la temperatura optima de
crecimiento) por un periodo de 15 minutos a unas pocas horas, induce en dicho
organismo respuestas de estrés (Brodl, 1990). Los dafios por alta temperatura pueden
resultar de una exposicidon cronica por dias o semanas a niveles térmicos entre 30 y 40
°C, o exposiciones agudas, de corta duracién, a temperaturas ain mas elevadas
(Steponkus, 1981).

La transpiracion es un mecanismo homeostatico que contribuye a regular la
temperatura. De hecho, la susceptibilidad de los frutos a las altas temperaturas se ve
exacerbada por condiciones que disminuyen la transpiracion tales como el déficit
hidrico (Kays, 1999). Dada la mayor relacion superficie volumen, las hojas presentan un

mayor potencial evaporativo y con ello una capacidad més elevada de refrigeracion que
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los frutos. Esto explica por qué en los frutos se registran valores tan elevados de
temperatura (Woolf et al., 2000).

Debido a las altas temperaturas que normalmente tienen lugar en el campo
durante el ciclo del cultivo, la pulpa alcanza valores de hasta 15 °C por encima a la
temperatura del aire. Esto ha sido observado por diferentes autores en numerosas
especies frutales como paltas (Woolf et al., 1999), manzanas (Parchomchuk y
Meheriuk, 1996; Ferguson et al., 1998; Raffo, 2004) y tomates (Schroeder, 1965) y
ocurre con mayor frecuencia en zonas templadas con climas secos. Se ha indicado que
las peras se cuentan entre las especies de frutos mas susceptibles a las altas temperaturas
(Shewfelt, 1986). Las fluctuaciones diarias y estacionales de temperatura afectan tanto a
la tasa de crecimiento de los frutos como a su calidad (Woolf et al., 1999; 2000).

Las elevadas temperaturas en precosecha causan un gran nimero de desérdenes
que alteran la apariencia de los frutos, y el nivel de dafio que producen depende
directamente del valor de temperatura alcanzado y del tiempo de exposicion, y es
variable segun la especie, cultivar y estado de desarrollo del fruto. Se suele observar
ademas un diferencial térmico entre los frutos que se encuentran expuestos a la luz y los
que estan sombreados, y también un gradiente térmico entre la seccidon expuesta y la no
expuesta (Woolf y Ferguson, 2000; Raffo, 2004).

Con respecto a las respuestas que las altas temperaturas provocan en los
vegetales se conoce que las mismas son variadas y dependen del la condicion a la que
hayan sido sometidos los frutos. En la medida que las temperaturas se incrementan por
encima del nivel 6ptimo comienzan a observarse modificaciones en el proceso de
maduracion. El proceso de crecimiento y maduracion de los frutos requiere de la sintesis
de ARNm especificos (Picton y Grierson, 1988) y las temperaturas elevadas provocan

una reduccion en la expresion de numerosos genes y una reprogramacion de la



25

maquinaria transcripcional (Nover, 1991) tendiente a activar mecanismos de defensa al
estrés por calor como las proteinas de choque térmico (Biggs et al., 1988; Picton y
Grierson, 1988). Del mismo modo, el estrés térmico puede inducir la expresion de genes
involucrados en la proteccion contra el estrés oxidativo (Morgan et al., 1986; Liu y
Thiele, 1996; Mc Dufee et al., 1997). Asimismo se reduce la traduccion de ARNm no
vinculados con la respuesta al estrés (Nover et al., 1989; Nover 1991) y puede verse
disminuida la sintesis de novo de proteinas en general (Civello et al., 1997).

Si las condiciones son aun mas drasticas se observa una aumento en la fuga de
electrolitos tanto en frutos unidos como separados de la planta (Inaba y Crandall, 1988),
lo que ha permitido sugerir que podria ocurrir un dafio en la funcionalidad de
membranas (Schrader, et al., 2001). El dafio directo causado por estrés térmico puede
involucrar ademas a proteinas y acidos nucleicos. Los efectos indirectos sobre la
apariencia incluyen la inhibicién de la sintesis de pigmentos (Blankenship, 1987, Li et
al., 2004), degradacion de los pigmentos existentes y dafios por asoleamiento de diversa
severidad (Merzlyak et al., 2002). En este sentido son pocos los trabajos que estudiaron
los efectos de la temperatura de precosecha sobre la firmeza de frutos y el metabolismo

de la pared celular (Opara y Tadesse, 2000; Woolf'y Ferguson, 2000).

1.3.1.2. Radiacién

La radiacion es uno de los factores ambientales mas importantes en el desarrollo
de los arboles frutales. Esto no solo se debe a su importancia para el desarrollo
vegetativo y actividad fotosintética sino para la clara influencia que posee sobre la
calidad de los frutos. La luz es un objetivo constante en el estudio de la arquitectura de

la copa de los arboles frutales, por su rol en la fotosintesis, su influencia en el desarrollo
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de la morfologia de las hojas, su efecto sobre la diferenciacion floral y cuaje de frutos, y
su importancia en el desarrollo y calidad de los frutos (Rom, 1991).

La luz incidente dentro de la copa del arbol favorece los procesos de induccion
floral produciendo un cambio metabolico dentro de la yema, regulando la cantidad y la
calidad de las estructuras florales del proximo ciclo vegetativo (Lauri, et al., 1997,
1998; Wiinsche y Lakso, 2000). Por otro lado, una menor intensidad de luz aumenta la
caida de frutos de manzanos de entre 8-30 mm de didmetro (Byers, et al., 1991). Al
mismo tiempo el sombreado de la copa de los arboles produce una disminucion de la
fotosintesis (Burnside y Bhoning, 1957; Rom, 1991), la floracion (Lauri, et al., 1996), el
cuaje de fruta (Lauri, et al., 2004), y aumenta la susceptibilidad a enfermedades durante
el almacenamiento (Flore y Lakso, 1989).

En cuanto a la influencia de la luz en relacion a la depreciacion de la calidad de
los frutos, se sabe que niveles bajos de radiacion pueden disminuir la coloracion
superpuesta en manzanas rojas al incrementar los niveles de glicosidos de la quercetina
y otros flavonoides en detrimento de las antocianinas (Proctor y Lougheed, 1976; Awad
et al., 2001; Reay y Lancaster, 2001). Ademas de la reduccion en la formacion del color
debida a una menor disponibilidad de luz, numerosos autores registraron una reduccioén
del tamafio de los frutos asi como, del contenido de so6lidos solubles y de almidon en
manzanas rojas (Seeley et al., 1980; Robinson et al., 1983; Tustin et al., 1988;
Campbell y Marini, 1992). En manzanas cv. Granny Smith el peso promedio y el
contenido de sélidos solubles aumenta en aquellos frutos ubicados en la parte alta y
expuesta de los arboles, mientras que por el contrario, el color de fondo se mantiene
mas verde en los frutos que se encuentran en la parte inferior e interior de la copa del
arbol (Tustin et al., 1988). En duraznos, Lewallen y Marini (2003) determinaron

cambios en la coloracion de la piel en frutos con distinta exposicion a la luz solar,
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mientras que en ciruelos Murray et al. (2005) establecieron que frutos con un
tratamiento de sombreado a campo presentaron un retraso en la maduracién y menor
color de fondo y de piel que los frutos que crecieron con un nivel superior al 70% de la
radiacion incidente. Asimismo, los frutos que crecian con diferentes niveles de
radiacion mostraron mayor desuniformidad en la maduracion e inconvenientes para la
conservacion y comercializacion. En paltas y en manzanas, se determiné un mayor
contenido de materia seca en los frutos que se desarrollaron con exposicion directa a la
luz solar respecto de aquéllos que lo hicieron a la sombra, y dentro de los frutos
expuestos, la secciébn mas iluminada present6 también niveles superiores de materia
seca que la menos iluminada (Brooks y Fisher, 1926; Woolf et al., 1999).

También la influencia de la luz ha sido muy estudiada en relacién a la
depreciacion de la calidad de los frutos. En efecto, la exposicion del fruto a la luz solar
intensa (radiacion electromagnética) a menudo da por resultado el dafio conocido como
asoleamiento o golpe de sol (Lurie et al., 1991; Sams, 1999) que probablemente se deba
a un efecto combinado de la radiacion solar intensa y elevadas temperaturas de la pulpa.
El asoleamiento esta asociado con la pérdida de calidad de las manzanas ‘Braeburn’
(Watkins et al., 1993) y ha sido informado por numerosos autores en diversos cultivos
(Wade et al., 1993; Doods et al., 1997; Yuri, et al., 2000a, 2000b; Schrader et al., 2001;
Raffo e Iglesias, 2004), produciendo pérdidas econémicas importantes. Mas alla de esto,
en condiciones menos drasticas en las que los tejidos no son dafiados se ha informado
que un incremento de la exposicion a la luz solar aumenta la firmeza en manzanas
(Shaw y Rowe, 1982). Se ha registrado una mayor firmeza en el lado expuesto al sol de
manzanas cv. Pacific Rose (Opara y Tadesse, 2000) y cv. McIntosh (Studman et al.,
1997), como asi también en paltas (Woolf et al., 1999, Woolf y Ferguson, 2000). En

peras cv. Bartlett, la zona del sonrojo —que presenta mayores niveles de firmeza— es a
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menudo evitada al momento de efectuar registros de dicho indice, a fin de estandarizar
el procedimiento y minimizar variaciones (Trinchero et al., 2004), especulando que esto
se podria deber a diferencias en la forma y tamano de las células.

La mayor parte de los estudios mencionados muestran un claro efecto de la
radiacion sobre la produccion, acumulacion de azicares, pigmentos antioxidantes y
otros compuestos bioactivos. Para muchos de estos componentes se ha estudiado los
mecanismos involucrados en los cambios observados con un buen nivel de detalle, a
punto tal que se conoce en ciertos casos los genes que son activados en las via
metabolicas afectadas por las condiciones ambientales en precosecha. Con respecto a la
influencia de la radiacion sobre la firmeza, si bien numerosos trabajos mostraron
variaciones (Studman et al., 1997; Woolf et al., 1999; Opara y Tadesse, 2000; Woolf 'y
Ferguson, 2000) los mecanismos involucrados en estos cambios han recibido mucha
menos atencion. Las causas que podrian estar involucradas en los cambios de firmeza
como consecuencia de la exposicion solar diferencial de los frutos, incluyen
modificaciones en la estructura y composicion de las paredes celulares, y podrian incluir
alteraciones en los niveles de turgencia o bien cambios estructurales en los tejidos
(Opara et a., 1997). Llamativamente estos no han sido atin bien determinados (Woolf et
al., 2000). Por tal motivo, en el marco de este trabajo de tesis procuramos estudiar la
influencia de la exposicion solar sobre la composicion y estructura de peras Bartlett
tanto al momento de la cosecha como luego de un periodo de almacenamiento.

No es sencillo separar a campo los efectos que ejercen la radiacion de los
ocasionados por las altas temperaturas y en algunos casos puede poseer poco sentido
desde el punto de vista tecnologico. Esto es debido a que generalmente existe una
correlacion positiva entre ambos factores, observandose que frutos mas expuestos

presentan valores superiores tanto de temperatura como de radiacion total recibida
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(Ferguson et al., 1998). Asimismo, dentro de lo que se engloba como radiacion, existen
diferentes regiones espectrales con efectos fisiologicos diferenciales sobre los vegetales,
que reciben dentro del espectro solar, cantidades apreciables de radiacion infrarroja y
ultravioleta. La radiacion ultravioleta (200-400 nm de longitud de onda), es altamente
energética y sus niveles han aumentado en los ultimos afios debido a la disminucion de
la concentracion de la capa de ozono. Frohnmeyer y Staiger (2003) enumeraron las
diferentes respuestas de las plantas frente a la radiacion UVB (280-320 nm), sin
considerar a la radiacion UVC (200-280 nm), debido a que esta ultima es absorbida
completamente por los gases atmosféricos, y a la UVA (320-400 nm) que es la menos
perniciosa. Se han atribuido efectos benéficos a los tratamientos efectuados en
poscosecha con radiacion UV, sobre diversos frutos o partes de ellos como: la induccion
de mecanismos de defensa (Lutz et al., 2005), aumento de color y capacidad de
conservacion (Bosiouny, 1998), mejora de las propiedades nutricionales debido al
incremento de los niveles de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante
(Cisneros-Zevallos, 2003; Liu et al., 2011); e inactivacion de enzimas relacionados con
los procesos de maduracion y senescencia (Lu et al., 1991).

Por otra parte, existen numerosos trabajos realizados en laboratorio donde se
confirma la efectividad de la radiacion UVC aplicada en poscosecha para mejorar la
conservacion de diferentes especies de frutos (Nigro et al., 1998; Maharaj et al., 1999;
Barka et al., 2000; Lammertyn et al., 2003; Marquenie et al., 2003; Vicente et al., 2004,
2005; Kinay et al., 2005; Lopez-Rubira et al., 2005).

Con el objetivo de comenzar a segregar los efectos observados en la calidad de
los frutos asociados con diferencias en la temperatura de los frutos o con diferentes
regiones en el espectro electromagnético, se decidid caracterizar los cambios en la

firmeza y composicion de la pared celular de peras Bartlett en presencia de peliculas
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capaces de reducir la radiacién total recibida pero sin provocar cambios importantes en
la temperatura de pulpa; y por otra parte analizar las respuestas en el caso de materiales

capaces de filtrar selectivamente la radiacion UVB.

1.3.2. Efecto de factores ambientales en la precosecha sobre el comportamiento

poscosecha de frutos

Son pocos los desordenes poscosecha de frutas que son completamente
independientes de los factores de precosecha. Incluso la incidencia de fisiopatias tipicas
del almacenamiento, como las producidas por bajas temperaturas o por alta
concentracion de CO, durante el proceso de conservacion, se ven modificadas por las
condiciones ambientales precosecha y las practicas de manejo de los montes frutales.
Los factores que afectan el desarrollo de los frutos y se asocian a los desordenes
fisiologicos poscosecha, se relacionan generalmente con la posicion de los frutos en el
arbol y con los parametros ambientales (Ferguson et al., 1999). Ejemplos de éstos son la
interaccion entre la posicion y la nutricidn, y las respuestas de los frutos a los cambios
de temperatura por diferente grado de exposicion. El calcio es el nutriente que mas
comunmente se relaciona a desordenes fisioloégicos poscosecha, y sus deficiencias estan
asociadas a la ocurrencia de bitter pit en manzanas (Ferguson y Watkins, 1989),
ablandamiento de pulpa en papayas (Qiu et al., 1995) y conjuntamente con un exceso de
potasio, a la podredumbre apical en tomate (Ho et al., 1993). La respuesta de los frutos
a las condiciones de conservacion como bajas temperaturas, bajos niveles de O, y alta
concentracion de CO,, estarian condicionadas por las condiciones de crecimiento en

precosecha (Ferguson et al., 1999).
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1.3.2.1. Conservacion con bajas temperaturas

La refrigeracion es el proceso por el que se reduce la temperatura de un espacio
determinado, por debajo de la temperatura ambiente con el fin de conservar los
alimentos, evitando el crecimiento de microorganismos ¢ impidiendo procesos quimicos
o biologicos no deseados que podrian tener lugar a temperaturas superiores. Sin
embargo su utilizacion en muchos productos se ha encontrado con limitaciones, como
resultado de la sensibilidad de los frutos a las bajas temperaturas. La susceptibilidad al
dafio por frio depende de la especie considerada. Asi en general frutos tropicales y
subtropicales suelen mostrar menor tolerancia a las bajas temperaturas. Asimismo
dentro de una especie considerada se observan marcadas diferencias entre cultivares
(Kader, 2002). Por otra parte se ha descrito repetidamente que los factores precosecha
pueden afectar en forma significativa la tolerancia de los frutos al dafio por frio. La
exposicion de paltas a la radiacion durante su crecimiento en el campo, presenta grandes
efectos en el desempefio poscosecha de los frutos y explican algunas de las variaciones
encontradas en las paltas después de la cosecha en términos de tolerancia a la
temperatura alta y baja, tasa de maduracion, y resistencia a la infeccion por
enfermedades (Woolf et al., 1999; Woolf y Ferguson, 2000). En manzanas cv. Granny
Smith la ocurrencia de bajas temperaturas (<10 °C) previas a la cosecha, disminuyen la
susceptibilidad al desarrollo de escaldadura superficial durante la conservacion (Thomai
et al., 1998), por otra parte la cara no expuesta de las manzanas desarrolla mas
rapidamente la escaldadura que la cara expuesto, sugiriendo una relaciéon entre la
intensidad de luz y la tolerancia a esta fisiopatia. El corazon acuoso, fisiopatia que
disminuye la calidad y conservacion de las manzanas, también estd directamente

relacionado con las temperaturas de los frutos en el arbol (Yamada et al., 2004). Atn en
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especies poco sensibles al almacenamiento a bajas temperaturas como el kiwi, la mayor
exposicion a la radiacion resulta en frutos que pueden almacenarse por periodos mas

prolongados (Gerasopoulos y Drogoudi, 2005).

1.3.2.2. Conservacion con atmésferas controladas

La refrigeracion en el rango de -1 y 0 °C para la conservacion de frutos es
utilizada junto con otras tecnologias como las atmoésferas controladas (AC) para
aumentar el periodo de conservacion. La eficacia de esta tecnologia es variable,
observandose por ejemplo, que las diferentes localidades en que se desarrollan los frutos
condicionan la calidad final y la vida en estante de peras almacenadas en atmosfera
controlada (Galvis-Sanchez et al., 2004). En peras D Anjou y luego de 8 meses de
conservacion, el aumento de la temperatura media de aire en el campo produjo un
incremento en el porcentaje de frutos con escaldadura superficial (Mellenthin y Wang,
1976). En manzanas, existen recomendaciones especificas de conservacion que estan
ajustadas segun el cultivar y la zona de produccion. Sin embargo, ain dentro de estas
condiciones especificas de almacenamiento en AC, se observan respuestas diferentes
segun sean las caracteristicas climaticas de cada temporada, la posicion de los frutos en
el arbol, y las distintas practicas culturales y técnicas de cosecha que tuvieron los frutos

(Saltveit, 2003).

1.4. El etileno en la maduracién de peras: efectos, utilizacion e inhibicién de su

accion
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El etileno (C,H;) es una hormona producida por vegetales y algunos
microorganismos, que inicia y coordina los principales cambios que se producen
durante la madurez de frutos climatéricos. Los parametros que se modifican con la
madurez como la firmeza (Haji et al., 2003; Hiwasa et al., 2003), el color (Flores et al.,
2001) y la produccion de aromas, dependen fuertemente del etileno (Rupasinghe et al.,
2000; Flores et al., 2001; Alexander and Grierson, 2002). Una vez que este proceso se
desencadena la concentracion de etileno se eleva hasta saturar los receptores (Salveit,
1999).

La via de sintesis del etileno se inicia desde la metionina, a S-adenosil-metionina
(SAM) y é4cido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), siendo este ultimo el
precursor inmediato del etileno (Yang y Hoffman, 1984). Este proceso esta gobernado
por la accion de enzimas, siendo ACC sintasa (ACS) y ACC oxidasa (ACO) los mas
relevantes.

Los tratamientos con etileno en frutos pueden utilizarse para mejorar la calidad
de los productos, ya que promueven la maduracion mas rapida y uniforme antes de la
distribucion para su comercializacion (Salveit, 1999). Las concentraciones de etileno
requeridas para la maduracion de diferentes productos se ubican en un rango de 0,1 a 1
ppm. De todos modos, en forma practica se suelen utilizar 20-100 ppm. La temperatura
apropiada para la maduracién de frutos con etileno es de 20 °C (Kader, 2002). La
duracion de los tratamientos en términos generales varia de 1 a 3 dias. Resulta favorable
el uso de circuladores de aire en las camaras de maduracion para permitir un contacto
apropiado de los productos con el etileno (Salveit, 1999). No obstante, el aumento de la
velocidad del aire determina que la humedad relativa deba ser elevada (80-95 %) para

evitar que los productos se deshidraten en demasia. Es recomendable mantener en CO,
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por debajo del 1%. El etileno puede ser obtenido a partir de tubos en los que se
encuentra presurizado.

En ciertos casos se desea reducir la tasa de maduracion de los frutos o la
incidencia de algunos desérdenes fisioldgicos por lo que se requiere controlar la
produccion o accion de esta hormona. El etileno ambiental puede ser producido tanto de
forma bioldgica como no bioldgica. Las fuentes no bioldgicas pueden ser la combustion
incompleta de combustibles fosiles y la quema de deshechos agricolas (Kader, 2002).
Las estrategias para evitar la produccioén bioldgica de etileno incluyen minimizar los
golpes y el tiempo hasta la comercializacion (Abeles et al., 1992). La eliminacion de
restos de cosecha y frutos dafiados en plantas de empaque y procesamiento es otra
medida eficaz para la eliminacion de fuentes innecesarias de etileno (Salveit, 1999).
Otro aspecto importante es la eliminacion de productos con infecciones o dafiados.

La eliminacién de etileno de camaras de almacenamiento se puede realizar
mediante una ventilacién apropiada (Salveit, 1999). Otra alternativa es el uso de
generadores de ozono para oxidar al etileno, estos generadores mantienen bajos niveles
de ozono (0,1 ppm) y pueden a su vez ser utilizados para el control de microorganismos.
En frutos envasados se pueden utilizar diferentes compuestos capaces de oxidar y/o
absorber al etileno, como el carbon activado, bentonita, silica gel, celite, vermiculita,
perlita y oOxidos de aluminio (Kader, 2002). En ciertos casos, los adsorbentes se
combinan con otros compuestos capaces de destruir el etileno: asi por ejemplo, se han
utilizado carbon activado y otros adsorbentes impregnados con oxidantes como
permanganato de potasio. Los productos mas comunes poseen un 4-6 % p/p de KMnOy4
y para ser efectivo, el permanganato debe absorberse en soportes que presenten una

elevada relacion superficie-volumen. En la medida en que el permanganato se reduce
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los absorbentes toman color marréon por formacion de didxido de manganeso, lo que
permite estimar la capacidad remanente de eliminacion.

La inhibicion de la accion del etileno puede realizarse manipulando
adecuadamente la atmosfera de almacenamiento, seleccionando cultivares con poca
sensibilidad o bien mediante el uso de quimicos apropiados. La refrigeracion mas alla
de disminuir la biosintesis de etileno reduce la sensibilidad a este compuesto, por lo
tanto, es recomendable enfriar los productos rapidamente luego de la cosecha y
almacenarlos a la temperatura adecuada (Abeles et al., 1992). El CO, también es un
inhibidor competitivo del etileno por lo que las atmosferas modificadas mas alla de su
rol sobre la tasa respiratoria y la produccion de etileno pueden reducir su accion (Kader,
2002). La utilizacion de cultivares adecuados puede ser también una estrategia para
evitar cambios indeseables ocasionados por el etileno. Por ultimo, las estrategias
quimicas basadas en el uso de inhibidores de la accion del etileno incluyen al alqueno
ciclico 1- metilciclopropeno (1-MCP).

El 1-MCP es un efectivo antagonista de la accion del etileno (Blankenship y
Dole, 2003) y presenta un gran potencial para extender la vida poscosecha de diferentes
productos vegetales (Sisler y Serek, 1999; 2003; Watkins, 2006; Sozzi y Beaudry,
2007). Al bloquear los receptores de etileno, el 1-MCP protege tanto de la accion del
etileno enddgeno como exdgeno (Sisler, 2006). Al retrasar los procesos senescentes y
algunos desérdenes fisioldgicos de los vegetales, se prolonga la vida tutil de los
productos y se facilita el almacenamiento, transporte y comercializacion (Selvarajah et
al., 2001; Pesis et al., 2002; Calvo y Sozzi, 2004; Candan et al., 2006; Manganaris et
al., 2007). Una de las ventajas que ofrece este producto, es que es efectivo a muy bajas

concentraciones, para las que no se han observado riesgos elevados de toxicidad en
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humanos y animales y solo podria ocasionar efectos nocivos a altas e inusuales
concentraciones.

El 1-MCP se comercializa en forma de polvos y su nombre comercial es
SmartFresh®. El principio activo se encuentra asociado en la formulacién a una matriz
de y—ciclodextrina, pero se libera en forma gaseosa tras la disolucion del polvo en agua
(Blanquenship y Dole, 2003). Dicha liberacion ocurre en condiciones normales entre 20
y 30 minutos. Las concentraciones que se han utilizado son variadas, pero en general se
ubican entre 0,1 y 1 uL L™, A fin de realizar las aplicaciones, los productos se confinan
en una atmosfera donde se libera el 1-MCP por 12 a 24 hs. Con respecto a la
temperatura de aplicacion se han realizado tratamientos exitosos en el rango de 4 a 20
°C. Los efectos hallados dependen del producto considerado, del cultivar y del estado de
madurez. En general se ha evaluado en mayor medida su aplicacion en frutos
climatéricos en los que el etileno posee un rol fundamental regulando la maduracion.

Las peras europeas se encuentran dentro de las especies que presentan una buena
respuesta al 1-MCP, atn con dosis pequenas, si se aplica inmediatamente después de la
cosecha (Sozzi y Beaudry, 2007). Se demostr6 en peras Bartlett que tratamientos con 1-
MCP retrasan la aparicion del color amarillo (Trinchero et al., 2004; Ekman et al.,
2004). Asimismo disminuye las mermas de calidad de las peras, con una menor
incidencia de desérdenes relacionados con la senescencia y los dafios por frio (Calvo,
2008). La eficacia de los tratamientos depende de la concentracion del producto, el
grado de madurez de la fruta y la duracion de la conservacion. Con respecto a la
influencia del estado de madurez, es claramente mayor el efecto observado cuando las
aplicaciones se realizan en estados tempranos. A medida que los tratamientos se
retrasan, hay un consecuente menor efecto debido a numerosos procesos vinculados a la

maduracion que ya se han iniciado (Watkins, 2006). En aplicaciones muy tempranas, la
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detencién de la maduracion puede ser tan marcada que pierde sentido la aplicacion
desde una perspectiva comercial debido a que los productos requieren excesivo tiempo
para alcanzar la madurez Optima de consumo. A pesar de que, como se menciono
anteriormente, las peras ‘Bartlett’ han demostrado presentar una respuesta favorable a la
aplicacion de 1-MCP (Baritelle et al., 2001; Calvo, 2003; Ekman et al., 2004; Trinchero
et al., 2004, Calvo, 2008), se han observado diferencias sustantivas en la respuesta. El
efecto del 1-MCP sobre la madurez de peras Bartlett no fue uniforme en un lote con
similares caracteristicas de madurez y se ha sugerido que podrian relacionarse con
diferencias atribuibles a factores de precosecha (Trinchero et al., 2004). Si bien se
registrd que el efecto de 1-MCP sobre la madurez de las peras Bartlett no fue uniforme
en un lote con similares caracteristicas de madurez, no se determiné el motivo de dicha
observacion (Trinchero et al., 2004).

El grado de incidencia de la radiacion y su interaccion con la temperatura, sobre
la eficacia de muchos tratamientos poscosecha en general y en la de los tratamientos con
1-MCP en particular no se conoce. En tal sentido se estudid la influencia de la
exposicion solar en precosecha sobre la eficacia de tratamientos con 1-MCP en

poscosecha.

1.5. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

1.5.1. Las hipétesis de trabajo fueron las siguientes:

1- La maduracion de peras Bartlett en planta provoca cambios en la pared celular

que se asocian con alteracion en el desarrollo de una textura caracteristica del

cultivar (jugoso y fundente).



38

2- La exposicion solar de peras Bartlett en la precosecha afecta la firmeza de los
frutos al momento de cosecha y luego de su maduracion durante el
almacenamiento, y esto se asocia con cambios en la composicion y
desensamblaje de la pared celular.

3- Los efectos de la exposicion solar en la precosecha sobre la textura de peras
Bartlett se debe principalmente a diferencias en la temperatura y radiacion
visible recibida por los frutos durante el desarrollo y no asi a la radiacion UVB
que posee influencia sobre otros atributos como el desarrollo de antocianinas.

4- La exposicion solar en precosecha aumenta marcadamente la eficacia de los
tratamientos poscosecha con el inhibidor de la accion del etileno 1-MCP en

peras Bartlett.

1.5.2. Objetivo general:

El objetivo general del presente trabajo fue profundizar en el conocimiento sobre

los mecanismos que causan la pérdida de firmeza de peras cv. Bartlett y los factores de

pre-cosecha que la afectan.

1.5.3. Objetivos especificos:

1- Determinar a partir del momento 6ptimo de cosecha y durante tres diferentes

estadios aptos para el consumo, las modificaciones de la calidad, textura y

composicion de pared celular en diferentes zonas del fruto (piel y pulpa).
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2- Determinar el efecto de la exposicion solar en precosecha sobre la calidad, la
firmeza en cosecha, el ablandamiento y la degradacion de pared celular de pera

cv. Bartlett.

3-Analizar la influencia de la radiacion visible y UVB en precosecha sobre la

calidad y ablandamiento poscosecha de pera cv. Bartlett.

4) Establecer si la eficacia de tratamientos durante la poscosecha con 1-
metilciclopropeno (1-MCP) se ve incrementada por las diferencias de temperatura

y radiacion solar recibida por los frutos de peras cv. Bartlett.



Capitulo 2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Material vegetal

Se trabajo en un monte comercial de perales de 16 afios de edad plantado con el
cv. Bartlett, injertados sobre pie franco, pertenecientes a la EEA Alto Valle del INTA,
ubicado en la localidad de Contralmirante Guerrico, provincia de Rio Negro (39° 01’
00” S; 67° 40’ 00” W; altitud 242 m.s.n.m.) (Figura 2.1).

Los perales estan conducidos en espaldera, con una distancia de plantacion de 4
m entre filas por 4 m entre plantas, y una orientacion Este-Oeste. El manejo sanitario y
nutricional del monte se realiz6é de acuerdo al manejo comercial estandar que se realiza

en la zona para ese cultivar y el riego se efectué mediante equipo presurizado utilizando

micro aspersores.
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Figura 2.1. Region del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén, y ubicacion de la localidad

de Contralmirante Guerrico.
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2.1.1. Ensayo 1. Efecto de la maduracion de peras Bartlett en el arbol, sobre la

calidad y degradacion de pared celular de la pulpay piel de los frutos

Para el estudio de los cambios en la pared celular durante la ontogenia de los
frutos, se utilizaron 20 arboles del monte descripto anteriormente. Los arboles se
seleccionaron segiin homogeneidad en cuanto al vigor y la carga frutal. Los frutos se
cosecharon al azar de la seccion Norte de los arboles a una altura media (0,51 m desde
el tronco y 1,75 m sobre el suelo) a fin de estandarizar el procedimiento de muestreo.

Se realizaron 5 fechas de muestreo, comenzando 40 dias post antesis (DPA)
correspondiente a la fase de division celular y luego a los 20 dias de este primer
muestreo, durante la fase de expansion celular.

Una vez alcanzados los indices de madurez 6ptimos para la cosecha de esta
variedad, se continu6 con la toma de muestras en el campo segiin valores de firmeza
promedio de los frutos, completando los 3 muestreos finales que coincidieron con:
estado de madurez temprana (MT), madurez media (MM) y madurez avanzada o sobre
madurez (SM). Finalmente se realizé la extraccion y el fraccionamiento de la pared
celular y se determind la composicion de azucares neutros, se cuantificaron los azicares

totales y los acidos urdnicos y se efectud un perfil del tamafio molecular.

2.1.2. Ensayo 2. Efecto de radiacion solar recibida sobre la calidad y degradacién de

pared celular de los frutos

A fin de determinar si la radiacion solar y las temperaturas elevadas afectan la

firmeza de las peras y la constitucion de su pared celular, se utilizaron 10 arboles. Dos
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se emplearon para muestrear frutos con el fin de determinar el momento 6ptimo de
cosecha del ensayo. En 4 de los 8 arboles restantes se marcaron los frutos ubicados en la
seccion Norte del arbol, a una distancia del suelo de entre 2 - 2,5 my 1 m desde el eje
central del arbol a ambos lados, en los otros 4 se marcaron frutos en la cara Sur de los
arboles, tomando la precaucion de que no recibieran radiacion solar directa en ningin
momento del dia. Se realizaron los siguientes tratamientos: (1) Sol, frutos con
exposicion a la luz solar directa, (2) Sombra, utilizando frutos de interior del canopeo y
de la seccion sur de los arboles.

Los frutos se cosecharon con estadio de madurez 6ptimo (ver mdas adelante) y se
evaluaron a cosecha y a los 13 dias después de la cosecha (DDC) en laboratorio, los
siguientes indices de madurez: firmeza y color. Finalmente se realizo la extraccion y
fraccionamiento de la pared celular y se determiné la composicion de azicares neutros,
se cuantificaron los azlicares totales y los acidos urdnicos y se efectuaron los perfiles del

tamafio molecular.

2.1.3. Ensayo 3. Efecto de radiacion PAR y UVB sobre la calidad y ablandamiento

de los frutos

A fin de segregar los efectos de las diferentes regiones del espectro
electromagnético sobre la firmeza de las peras, se realizaron dos tratamientos en los que
se colocaron peliculas plasticas. Se utilizaron un total de 10 arboles, dos se emplearon
para muestrear frutos con el fin de determinar el momento Optimo de cosecha del
ensayo. En los 8 restantes se marcaron los frutos ubicados en la seccion Norte del arbol,
a una distancia del suelo de entre 2 - 2,5 m y 1 m desde el eje central del arbol a ambos

lados. Se realizaron dos tratamientos en cuatro arboles cada uno: (1) Mylar-D, cobertura
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de frutos expuestos a la luz solar con una pelicula que impide el paso de la radiacion
UVB de longitud de onda inferior a 310 nm (Mylar-D, DuPont, Wilmington, DE, 0,1
mm de espesor), (2) Stretch, cobertura de frutos expuestos a la luz solar con una
pelicula con transmitancia elevada a la luz UVB (Stretch Bemis Co. Minneapolis; 0.025
mm de espesor). Las peliculas se colocaron en el campo 30 DPA y permanecieron hasta
el momento de cosecha, mediante bastidores metalicos sujetados con postes enterrados a
ambos lados de cada planta, de manera que las peliculas cubrieran la parte central y
superior de cada arbol (un total de 75 frutos aproximadamente para cada repeticion).
Los frutos se cosecharon con estadio de madurez 6ptimo (ver mas adelante) y se
evaluaron en el laboratorio a cosecha y a los 13 dias después de la cosecha (DDC), la

firmeza y el color de la piel.

2.1.4. Ensayo 4. Efecto de radiacién visible y UVB sobre la eficacia de tratamientos

poscosecha con el inhibidor de la accion del etileno 1-MCP

El 1-metilciclopropeno (1-MCP), se aplic con el objetivo de evaluar su eficacia
sobre frutos con diferentes grados de exposicion a la luz y a condiciones de altas
temperaturas en precosecha, utilizdndose peras provenientes de los tratamientos
explicados en los ensayos 2 y 3: (1) Sol, exposicion a la luz solar directa; (2) Sombra,
utilizando frutos de interior de la copa de los arboles canopeo y de la seccion sur de los
arboles; (3) Mylar-D, cobertura de frutos expuestos a la luz solar con una pelicula que
impide el paso de la radiaciéon UVB de longitud de onda inferior a 310 nm y (4) Stretch,
cobertura de frutos expuestos a la luz solar con una pelicula con transmitancia elevada a

la luz UVB.
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De cada tratamiento precosecha, se separaron cuatro lotes de 20 frutos cada uno,
a los que se les aplicé 1-MCP a una dosis de 0,4 ul L. Para efectuar las aplicaciones de
este producto se dispuso a los frutos de cada tratamiento en contenedores de 75 x 75 x
150 cm (0,86 m®), posteriormente, se colocaron frascos con cantidades medidas de
SmartFresh™ (0,14% ingrediente activo, Rohm & Haas Argentina) que liber6 el 1-
MCP cuando se le agreg6 agua a 40 °C; inmediatamente se sellaron los contenedores
herméticamente y se asegurd, mediante el empleo de pequefios ventiladores, una
correcta distribucion del gas dentro de los mismos. Los frutos permanecieron expuestos
al 1-MCP durante 24 h a 20 °C y finalmente, se embalaron en cajas de carton con dos
bandejas y bolsas de polietileno de 30 um de espesor, y se almacenaron a 20 °C para su
maduracion. Se reservd, embaldé y almacend, de la misma forma descripta
anteriormente, un lote de frutos de cada tratamiento sin tratar con 1-MCP que se utilizo
como control.

Los frutos se evaluaron a los 13 y 23 d después de la cosecha (DDC),
realizdndose en laboratorio las mediciones de firmeza y color. Luego se efectuo la
extraccion y fraccionamiento de la pared celular y se determind la composicion de
azlcares neutros, se cuantificaron los azucares totales y los acidos urénicos y se

realizaron los perfiles del tamafio molecular.

2.2. Determinacién de factores precosecha

Se realizd un analisis de absorbancia de los plésticos empleados a campo frente a
todo el espectro luminico, en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, mediante el empleo de un

Espectrofotometro Agilent 8453.
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Se midieron la temperatura y la radiacién incidente en la cara expuesta y no
expuesta en frutos representativos de los diferentes tratamientos durante los meses de
Noviembre, Diciembre y Enero hasta el momento de la cosecha. Se utilizaron
adquisidores (marca Cavadevice®, Cavadevices, Ciudad de Buenos Aires) equipados
con sensores de radiacién fotosintéticamente activa (PAR, pmol m™ seg') y de
temperatura (°C). Para efectuar mediciones puntuales de temperatura de piel de los
frutos, se empled una termémetro infrarrojo (Raytek®, Instarg S. A., La Plata). Se
realizaron mediciones en 30 frutos por tratamiento en dias con temperatura media de
aire diferentes.

A fin de caracterizar las condiciones de radiacion UVB de la zona, se midieron los
valores de radiacion UVB (W m™). Para ello se emple6 un radiometro UVB (Solar Inc,
Estados Unidos), adquiriéndose los datos a cada minuto. Este se coloc6 de manera
horizontal, sobre un poste por encima de la copa de los arboles, de manera que el sensor
estuviese expuesto directamente a la radiacion solar, realizandose mediciones durante
todo el dia.

Por otra parte también se efectuaron mediciones a campo para comprobar el
porcentaje de radiacion UVB que retenian las peliculas de Mylar-D y Stretch; debido a
que los paneles empleados no envolvian totalmente a las plantas y a que al estar a la
intemperie el deposito de particulas de polvo podria cambiar su transmitancia. Para ello
se emplearon bastidores metalicos donde se colocaron las dos peliculas evaluadas, y se
realizaron 20 mediciones afuera (sobre el plastico) y 20 adentro (bajo ambos plasticos)

durante diferentes dias de la temporada (Fotografia 2.1).
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Fotografia 2.1. Bastidores y sensores de radiacion PAR y UVB utilizados para

determinar el porcentaje de radiacion retenido por las peliculas Mylar-D y Stretch.

De manera simultdnea se midié la temperatura del aire, la humedad relativa y
radiacion global y UVB durante el periodo de desarrollo de los frutos mediante el
empleo de una estacion automadtica Davis, ubicada en el recinto meteorologico de la

Estacion Experimental Alto Valle.

Una semana antes de la cosecha de los frutos se realizéo un muestreo de hojas en los
cuatro tratamientos estudiados, con el fin de determinar el efecto de los plésticos sobre
el follaje de las plantas. Se recolectaron 30 hojas de brotes de cada arbol, se llevaron al
laboratorio y se midio el area foliar (medidor de area foliar LiCor 2000), peso fresco y
peso seco luego de secar en estufa a 60 °C hasta peso constante. Posteriormente se

calculd el peso especifico de las hojas (mg materia seca cm™).
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2.3.  Indices de madurez

2.3.1. Determinacion del momento 6ptimo de cosecha

Para los ensayos 2, 3 y 4, se cosecharon las peras a partir del momento en que se
determind el sello especifico para la variedad. Los valores promedio para inicio de
cosecha en el Alto Valle de Rio Negro son 88-93 N de firmeza de pulpa, sélidos
solubles mayores a 10 °Brix y degradacion del almidon de 20 a 25% (Benitez, 2001).
Para determinar la madurez inicial de los frutos, se tomaron de diferentes arboles del
monte 40 frutos y se midieron los indices de madurez como se detalla a continuacion,
considerando a cada fruto como una repeticioén independiente.

La firmeza, registrada en el campo en calidad de indice de madurez, se determind
midiendo la fuerza requerida para penetrar cada pera mediante un penetrometro
electrénico (Lake City Technical Products, Kelowna, British Columbia, Canadd) dotado
de una punta o sonda de 7,9 mm. Se quitd la piel en secciones opuestas en el plano
ecuatorial de cada fruto, mediante un corte tangencial poco profundo, la penetracion se
efectu6 hasta una profundidad de 10 mm, se calculdé un promedio de esas dos
mediciones por cada fruto y se considerd ese promedio como una repeticion.

Se realiz6 la prueba de almidon, tomando una rodaja de 1-1,5 mm de espesor de la
zona ecuatorial de cada fruto y se la introdujo en una soluciéon de lugol (yoduro de
potasio 10 g L' y yodo 5 g L") durante 1 min y luego se determiné el porcentaje de
degradacion de almidon por comparacion con tablas varietales de uso internacional
publicadas por el 'Centre Technique Interprofessionel des Fruits et Legumes’(Ctifl,

2002).
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Para evaluar el contenido de sélidos solubles se retiré una seccion longitudinal de
cada fruto, de la cual se extrajo el jugo y se analizé el mismo con un refractometro
digital con temperatura autocompensada (PAL-1, Atago Co., Japon).

El color se midi6 con un colorimetro triestimulo (CR-300, Minolta, Japon), en
ambas secciones del fruto (seccidon expuesta y no expuesta a la radiacion solar). Se
registraron los valores de L* (luminosidad), C (chroma) y angulo de matiz o tono (h°,
del inglés “hue angle”).

Una vez determinado el inicio de cosecha, segun los indices de madurez
anteriormente detallados, se procedid a cosechar la fruta de los diferentes tratamientos,
se aislo y fracciond la pared celular y se realizaron en el laboratorio las determinaciones

vinculadas a su composicidn y estructura, como se menciond anteriormente.

2.3.2. Etileno

En los frutos del ensayo 1, se midi6 la tasa de produccion de etileno por
cromatografia gaseosa, utilizando tres lotes de tres frutos sanos y de tamafio uniforme
en cada fecha de muestreo. Las mediciones comenzaron a partir de los 95 dias post
antesis (DPA) y se realizod con una frecuencia de dos veces por semana. Para ello cada
grupo de tres frutos se coloco en frascos de vidrio de 3 L que se cerraron
herméticamente y se incubaron durante 30 min a 20 °C. Luego se tomaron muestras de 1
mL del espacio de cabeza mediante una jeringa y se analiz6 con un cromatografo de
gases (GC14-A, Shimadzu, Japén) equipado con columna de alumina activada (40 °C) y
detector FID (210 °C). Se utiliz6 helio como gas portador. Los resultados se expresaron
como mL de etileno g h”'. Se realizaron 3 determinaciones diarias para cada estado de

desarrollo analizado, hasta alcanzar el maximo climatérico.
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2.3.3. Color

El color se midié con un colorimetro triestimulo (CR-300, Minolta, Japon) en
ambas caras del fruto (cara expuesta y no expuesta a la radiacion) sobre un total de 10
frutos por repeticion. Se midieron los valores de L* (luminosidad), C (chroma) y angulo
de matiz (h°) En el ensayo 1 se midi6 el color a partir de los 95 DPA y con una
frecuencia de dos veces por semana. Las mediciones de color en los ensayos 2, 3 y 4 se
realizaron al momento de cosecha, a los 13 6 23 d después de almacenarlos a 20 °C con

y sin 1-MCP.

2.3.4. Firmeza

En el ensayo 1 se midio la firmeza a partir de los 95 DPA y con una frecuencia
de dos veces por semana mediante un penetrometro electronico (Lake City Technical
Products, Kelowna, British Columbia, Canada), dotado de una punta o sonda de 7,9 mm
(como se describid en 2.3.1). La firmeza de los frutos de los diferentes tratamientos de
los ensayos 2, 3 y 4 se determin6 al momento de cosecha, a los 13 o 23 d después de
almacenarlos a 20 °C con y sin I-MCP y a los 23 después de almacenarlos a 20 °C con
1-MCP. Las mediciones se realizaron en ensayos de penetracion una vez removida la
piel, hasta una profundidad de 10 mm, mediante un equipo Instron Universal Testing
Machine (Modelo 4442, Canton, MA, USA), segiin metodologia descrita por Trinchero
et al. (2004) con ligeras modificaciones. Cada fruto se coloco y asegurd sobre una base
de acero y fue punzado dos veces en la region ecuatorial, en la zona expuesta y en la

zona no expuesta a la luz (180 ° de diferencia una puncién de otra). Para dichas pruebas



50

de puncién se utilizé una punta o sonda de 7,9 mm, operada con una velocidad de 50
mm min. Se realizaron 30 determinaciones por tratamiento en la cara expuesta (CE) y

no expuesta (CNE), para cada fecha de ensayo.

2.3.5. Jugo libre

Se realiz6 la determinacion de jugo libre a los frutos destinados al estudio de la
pared celular durante la maduracion en planta (Ensayo 1). Para ello se utilizaron 8 frutos
para cada momento de maduracion: madurez temprana (MT), madurez media (MM) y
madurez tardia o sobre madurez (SM). Se procedi6 al pelado de cada fruto, seccionado
en cuatro partes y luego se retird la parte interna. Se tomaron aproximadamente 50 g de
la pulpa y se comprimié con una prensa manual (segin lo informado por Crisosto y
Labavitch, 2002). El jugo extraido se centrifugd a 3400 rpm durante 10 min y el peso
sobrenadante se utilizd para determinar el porcentaje de jugo libre basado en el peso

inicial de la muestra de pulpa.

2.3.6. Analisis sensorial

Se realizo un analisis sensorial a los frutos que maduraron en planta en los tres
estadios de madurez estudiados, previa maduracion a 20 °C durante 4 dias. Se reclutaron
once evaluadores previamente entrenados para el panel sensorial en funcion de su
capacidad para discriminar el sabor y los atributos de aroma de las peras. Se escogieron
al azar muestras de veinte frutos de cada estadio de maduracion, para ser evaluados por
el panel. Luego se seleccionaron once peras para la evaluacion sabor y textura (una por

cada evaluador). Cada pera fue cortada, en 8 trozos con un cortador de fruta. Cada
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panelista recibidé dos piezas de los lados opuestos de la misma pera a la vez y se los
instruyd para comer solo la pulpa (ya que los frutos no fueron previamente pelados).
Para la determinacién del impacto de aroma se colocaron tres frutos sanos de cada fecha
de muestreo en frascos de vidrio herméticamente cerrados. Los panelistas abrieron los
frascos para percibir el aroma, luego de un encierro minimo de 10 min. Los caracteres
de textura se desarrollaron basdndose en el método de perfil de textura desarrollado por
Little en 1960 (Civille y Szczesniak, 1973; IRAM 20013, 2001). Los atributos tanto de
sabor (impacto de sabor, dulzor, acidez, astringencia y amargor) como de textura
(firmeza, crocantez, facilidad de disolucion, granulosidad y jugosidad) y aroma se

midieron utilizando una escala lineal de 0 a 10 en la cual 0 = nada, 10 = extrema.

2.4.  Aislamiento y analisis de polisacaridos de la pared celular

2.4.1. Residuo insoluble en alcohol (AIR)

Para el aislamiento de los polisacaridos de la pared celular de los ensayos 1,2y 4
se tomaron secciones longitudinales de la pulpa de frutos (sin cascara) y se conservaron
con nitrogeno liquido en ultra frizer a -80 °C hasta su posterior andlisis. La toma de
muestras de los frutos destinados al estudio de la pared celular durante la ontogenia de
cultivo, a partir de la madurez Optima para cosecha, se realizd6 considerando por
separado 2 zonas: 1) piel, con hasta 10 capas de células internas y 2) pulpa (tejido
localizado entre la piel y hasta 6 cm de profundidad) (Figura 2.2). Todas las muestras se
tomaron de la zona ecuatorial de los mismos frutos. Se utilizaron tres muestras

combinadas de 10 frutos cada una para cada fecha.
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Piel

Pulpa

Figura 2.2. Zonas del fruto de donde se extrajeron las muestras para el andlisis de

pared celular en el Ensayo 1 a partir de la madurez en planta.

El tejido congelado se homogeneizo con 80 mL de etanol 80% en una licuadora y
luego con Omnimixer por 30 s. La suspension resultante se hirvidé durante 30 min y se
filtro utilizando filtros de fibra de vidrio. El residuo sélido se lavd con etanol 95% v/v.
Posteriormente el material retenido en el filtro se suspendid en una solucion
cloroformo-metanol (1:1, v/v) durante 15 min en agitador. Se filtraron nuevamente las
muestras con filtros de fibra de vidrio y el residuo solido se lavo con acetona hasta
decoloracion (Huber y O 'Donoghue, 1993) y posteriormente se sec en estufa a 38 °C 'y
se peso para obtener el residuo insoluble en alcohol (AIR). EL AIR se almaceno a

temperatura ambiente hasta su uso.
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2.4.2. Determinacion de Almidén

La determinaciéon del porcentaje de almidon en los residuos insolubles en alcohol
(RIA) de todas las muestras, se determiné mediante método enzimatico (Karkalas,
1985) con o-amilasa, amiloglucosidasa y o-dianisidina empleando el kit de Sigma

(Saint Louis, MO, USA).

2.4.3. Fraccionamiento de la pared celular

El fraccionamiento de la pared celular se efectu6 de acuerdo con protocolos
previos, detallados por Sozzi et al. (2002) y Brummell et al. (2004). Aproximadamente
1 g de RIA se usaron para realizar de manera secuencial las siguientes extracciones: 1)
solucion acuosa de 100 mL thimerosal 0,02% (p/v) con agitacion durante 12 hs a 20 °C;
2) solucion de 100 mL 4cido trans-1,2-diaminociclohexano-N,N,N’,N’, -tetraacético
(CDTA) 0,05 M en NaOAc 0,05 M a pH 6 conteniendo thimerosal 0,02% (p/v) en
agitador durante 12 hs; 3) solucién de 100 mL Na,COs3 0,1 M conteniendo NaBH4 20
mM, con agitacion por 12 hs; 4) soluciéon de 100 mL KOH 1 M conteniendo NaBH,4 20
mM con agitacion durante 4 hs; 5) solucion de 100 mL KOH 4 M conteniendo NaBH4

20 mM con agitacion agitador durante 4 hs (Figura 2.3).
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Residuo Insolubleen

Alcohol (RIA)
Extraccidén con agua I:> Pectinas solubles en agua
EXtraCC;%I;ncl(\)/? “PTA |:> Pectinas solubles en CDTA
Extracci(')ort fl(\)/? Na,CO;, |:> Pectinla\llsa :((;l(l)ll:les en
Extracciéon con KOH 1M :> SOT:E}E;{:JE;I)(%%?M
Extraccion con KOH 4M :> SOT:E}E;{:JE;I)(%%?M

Figura 2.3. Protocolo utilizado en el fraccionamiento de pared celular de peras

Bartlett.

2.4.4. Acondicionamiento de muestras

Una vez obtenidas las diferentes fracciones de cada muestra, estas se dializaron

con membranas de corte de M,, 6000-8000 durante 3 dias contra agua corriente y dos
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dias contra agua destilada a 4 °C. Las soluciones alcalinas (KOH 1M y 4M) fueron
llevadas a pH neutro mediante adicion de dacido acético diluido. Luego fueron
liofilizadas empleando un liofilizador VirTis, modelo Freezemobile 3 (SpScientific,

USA).

2.4.5. Cuantificacion de azUcares totales

Se empled el método colorimétrico del fenol-acido sulfurico (Dubois et al.,
1956). A 0,5 mL de solucién conteniendo hasta 80 ug mL™" de hidratos de carbono se le
adicionaron 0,5 mL de fenol al 5 % y se mezclaron. Luego se agregaron 2,5 mL de
acido sulfurico concentrado directamente sobre la superficie de la solucion a fin de
asegurar un calentamiento maximo y se dejaron reposar 10 min. Transcurrido este
tiempo, los tubos se agitaron en un vortex y se mantuvieron 20 min a temperatura
ambiente. En forma paralela se prepard un blanco con agua destilada. Finalmente se
hizo la lectura de la absorbancia del color desarrollado a 490 nm (maximo de absorcién
para hexosas), y el contenido de hidratos de carbono totales se cuantifico por referencia
a curvas patron de glucosa. El resultado se expresd como porcentaje de azicar anhidro

(x 162/180).

2.4.6. Cuantificacion de acidos uronicos

Se realiz6 siguiendo la modificacion de Filisetti-Cozzi y Carpita (1991) del
método de Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1976). Se tomaron alicuotas de soluciones
de la muestra de polisacarido conteniendo hasta 200 nmol de acido hexurénico y se

diluyeron con agua hasta 0,5 mL. Posteriormente se agregaron 40 uL de la Solucion A
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(acido sulfamico/ sulfamato de potasio 4 M, pH 1,6) a cada tubo y se agitaron en vortex.
Sobre los tubos colocados en bafio de hiclo se adicionaron 2,5 mL de la Solucion B
(tetraborato de sodio 0,0125 M en éacido sulfirico concentrado, grado analitico).
Nuevamente se agitaron los tubos, y se llevaron a un bafio de agua a 100 °C durante 30
min, luego se colocaron en un bafio de hielo para alcanzar la temperatura ambiente
rapidamente y se les agreg6 80 uL de la Solucion C (m-hidroxidifenilo 0,15 % en
hidroxido de sodio acuoso al 0,5 %). Finalmente se agitaron y se dejaron reposar 5 a 10
min y se leyo la absorbancia a 525 nm.

Se prepar6 un blanco con agua destilada y se utiliz6 4cido galacturénico de

concentracién 100 pg mL™' como patron.

2.4.7. Determinacidn de azUcares neutros por cromatografia gaseosa

La determinacion de azlicares neutros componentes se realizd por conversion a
acetatos de alditol (Blakeney et al., 1983) tras hidrélisis de 3 mg de muestra con acido
trifluoroacético (TFA) 2 M a 120 °C por 90 min, luego los hidrolizados fueron disueltos
en agua y nuevamente evaporados; este tratamiento se realizé las veces necesarias hasta
eliminar totalmente el acido. Las muestras se colocaron en un desecador al vacio
durante una noche. A las muestras secas (provenientes de las hidrolisis) contenidas en
los viales, se les agregaron 0,5 mL de hidroxido de amonio 1 M y se redujeron con
NaBH4 (5 mg) durante al menos 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se
adicionaron gotas de acido acético diluido para destruir el exceso de agente reductor,
hasta cesar la efervescencia, y se eliminaron los cationes por agregado de resina
Amberlite IR-120 (H"). Las muestras se filtraron y evaporaron a sequedad. El 4cido

borico generado se elimind como borato de metilo, mediante 5 agregados de 0,5 ml de
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metanol y evaporacion a sequedad en cada oportunidad, las muestras se mantuvieron en
desecador al vacio durante una noche y la mezcla de alditoles obtenida se acetil6 con 1
mL de anhidrido acético-piridina (1:1), calentando durante 45 min a 100 °C. La solucion
resultante se enfrio y se extrajo con 1,5 mL de cloroformo-agua (1:1). La fase acuosa se
recupero y se extrajo nuevamente con 1 mL de cloroformo.

Los extractos cloroférmicos se lavaron tres veces con 1 mL de solucion saturada
de bicarbonato de sodio y dos veces con 1 mL de agua destilada. Finalmente los
extractos se secaron con sulfato de sodio anhidro y se evaporaron a sequedad. El residuo
obtenido se disolvid con 20 pL de cloroformo inmediatamente antes de ser inyectado en
el cromatdgrafo.

Las cromatografias gas-liquido se realizaron en un cromatégrafo Hewlett
Packard 5890 A equipado con un detector de ionizaciéon de llama (FID) y un integrador
HP3395. Se utilizé nitrégeno como gas portador y las corridas se efectuaron con una
relacion de split 80:1. Se utilizé una columna capilar SP-2330 (Supelco), de 30 min de
largo, 0,25 mm de diametro interno y 0,20 pm de espesor de la fase liquida. El flujo del
gas portador fue de 1 mL/min y la presioén en cabeza de columna fue de 15 Psi (= 1,02
atm). Se realiz6 una corrida isotérmica a 220 °C y las temperaturas del inyector y
detector fueron de 240 °C. Los resultados se expresaron como moles de los respectivos

azucares por cada 100 moles de azicares totales.

2.4.8. Determinacién de despolimerizacion de pectinas y de glicanos entrelazantes

por cromatografia de exclusion molecular (SEC)

Se pesaron 3 mg de las muestras de CDTA y Na,COs y fueron disueltas en 0,8

mL de imidazol (0,4 mg mL-1). Tras agitar toda la noche, se le adicionaron 0.2 mL de
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NH4AcO 1 M (pH 5). Las soluciones fueron centrifugadas y el sobrenadante se sembro
en una columna de Sepharose CL-2B de 300mm x 9mm d.i. (Sigma Chemical Co., MI,
USA) cluyendo a temperatura ambiente con NH4AcO 0,2 M, pH 5 (Brummell et al.,
2004).

Se pesaron 3 mg de cada muestras de la fracciones acuosa, KOH 1My KOH 4 M y
fueron disueltas en 1 mL de NaOH 0,1M y tras centrifugacion fueron cromatografiadas
por SEC de baja presion por medio de una columna de Sepharose CL-6B de 300mm x 9
mm d.i. (Sigma Chemical Co., Saint Louis, Missouri) eluyendo a temperatura ambiente
con NaOH 0,1 M. Las fracciones fueron colectadas y las alicuotas fueron analizadas
para carbohidratos totales debido a que en estudios previos (Ponce et al., 2010), los

perfiles de acidos urdnicos y carbohidratos totales fueron similares.

2.5. Andlisis estadistico

Se trabajo con un disefio experimental totalmente aleatorizado, siendo la unidad de
observacion el conjunto de frutos, y la unidad experimental los arboles que recibieron
los diferentes tratamientos en el campo. De acuerdo al objetivo general del presente
trabajo se consideraron para el ensayo 2, dos tratamientos principales: (1) exposicion a
la luz solar, (2) sombreado y luego dos tratamientos para el ensayo 3, (1) cobertura de
frutos expuestos a la luz solar con una pelicula que impide el paso de la radiacion UVB
(Mylar-D), (2) cobertura de frutos expuestos a la luz solar con una pelicula con
transmitancia elevada a la luz UVB (Stretch). En ambos ensayos, los tratamientos se
analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) con dos factores: los
tratamientos y las dos secciones del fruto, para analizar los efectos principales. Por otro

lado, bajo el mismo tipo de disefio se analiz6 el efecto de los tratamientos con y sin 1-
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MCP contemplando el anidamiento dentro de los cuatro tratamientos principales,
utilizando el procedimiento GLM del paquete estadistico InfoStat (InfoStat, 2007), con
niveles de significacion de 0,05%. Los supuestos de homogeneidad de varianza y
normalidad fueron verificados por las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk,
respectivamente. Cuando estos supuestos no fueron satisfechos, los datos se
transformaron segun la funcion matematica mas adecuada. Cuando un valor de F resultd
significativo, las medias de los tratamientos se compararon por medio de la prueba de
Tukey. Los resultados del estudio de ontogenia se trabajaron bajo el mismo disefio
experimental y se analizaron con un ANOVA de medidas repetidas en el tiempo. Con
los datos de radiacion se efectuaron analisis descriptivos. Para cuantificar la radiacion
UVB que interceptan las dos peliculas se realizo un ANOVA con un nivel de

significacion de 0,05%.



Capitulo 3. RESULTADOS

3.1. Ensayo 1. Efecto de la maduracién de peras Bartlett en el arbol sobre la calidad y

degradacion de pared celular de la pulpay piel de los frutos

3.1.1. Cambios en los indices de madurez, en la textura y en la composicion de la

pared celular de la pulpa de peras Bartlett madurando en el arbol
3.1.1.1. Produccion de etileno, color, firmeza y jugosidad

La produccién de etileno a los 95 difas post antesis (DPA) fue cercana a 40 nL g
h™ y aumentd en forma répida a medida que los frutos se aproximaron a la fecha de
inicio de cosecha, observandose un salto importante entre los 99 y 109 DPA, periodo en
el que se duplico, luego se mantuvo sin mayores variaciones hasta el dia 116. A los 119
DPA fue de alrededor de 100 nL g* h™ y no se incrementd significativamente con

posterioridad (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Produccion de etileno de peras Bartlett durante el desarrollo de los frutos
en planta. Los valores representan el promedio #+ desviacion estandar (n = 3). Letras
distintas representan diferencias significativas en un test de Tukey con un nivel de

significancia de P < 0,05.
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La luminosidad aumento de 52 a 56 unidades en el periodo 95-119 DPA y luego
alcanzo un valor de 58 en los dos Gltimos estadios de madurez (147 y 161 DPA) (Figura
3.2). En las ultimas fechas de evaluacién, no se detectaron cambios significativos en el
valor de L*. Por su parte, el tono de color disminuyé de manera gradual durante la
maduracion de las peras en planta, mostrando un cambio en la coloracion de la piel que
viré desde tonalidades verdes (122) a los 95 DPA hasta verde amarillento (116) en el
estadio de sobre madurez (SM, 161 DPA) (Figura 3.3).
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Figura 3.2. Luminosidad (L*) de peras Bartlett madurando en planta, desde los 95 a
los 161 dias post antesis (DPA). Los valores representan el promedio + desviacion

estandar (n = 20). Letras distintas representan diferencias significativas en un test de

Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.
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Figura 3.3. Angulo hue (°) de peras Bartlett madurando en planta, desde los 95 a los
161 dias post antesis (DPA). Los valores representan el promedio + desviacion
estandar (n = 20). Letras distintas representan diferencias significativas en un test de

Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.

La firmeza de las peras que maduraron en planta, present6 entre los 95 y 102
DPA una disminucidn rapida con una pérdida de 16,2 N (Figura 3.4). Un descenso en
los valores de firmeza de similar magnitud ocurrié en las dos semanas siguientes; luego
se mantuvo sin variaciones significativas hasta los 130 DPA para presentar
posteriormente una fuerte disminuciéon de 30 N en el estadio de sobre madurez (161
DPA) (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Firmeza (N) de peras Bartlett madurando en planta, desde los 95 a los 161
dias post antesis (DPA). Los valores representan el promedio + desviacion estandar (n
= 20). Letras distintas representan diferencias significativas en un test de Tukey con un

nivel de significancia de P < 0,05.

Con el objetivo de determinar la aptitud para el consumo de las peras que
maduraron en planta, se determiné el jugo libre en los tres Gltimos estadios (119, 147 y
161 DPA) luego de dejar madurar a los frutos a 20 °C. A estos estadios se los llamo:
madurez temprana (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez
(SM, 161 DPA).

No se encontraron diferencias en el porcentaje de jugo libre en los frutos de los
estadios de MT y MM, mientras que en los frutos SM, se obtuvo menos jugo libre que

los dos estadios anteriores (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Jugo libre (%) en la pulpa de peras Bartlett cosechadas en un estadio de
madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o
madurez tardia (SM, 161 DPA). Los valores representan el promedio + desviacion
estandar (n = 8).Letras distintas representan diferencias significativas en un test de

Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.1.1.2. Analisis sensorial

Del andlisis de los diferentes atributos evaluados por el panel sensorial, se
observd que los frutos cosechados mas temprano (MT) presentaron un menor dulzor e
impacto de sabor que las peras cosechadas en las dos fechas posteriores.

Por otra parte la jugosidad y la acidez de los frutos fueron los atributos en donde
se detectaron las mayores diferencias entre las tres fechas de cosecha, percibiendose en
el estadio de SM una menor jugosidad y acidez (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Perfil de textura, aroma y sabor de peras Bartlett madurando en planta y
cosechadas en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM,
147 DPA) y sobre madurez o madurez tardia (SM, 161 DPA). Los valores fueron

determinados con escala lineal de 0 a 10 en donde 0 = nada, 10 = extrema.

Del analisis de los indices determinados, se puede concluir que las peras
continuaron madurando en la planta, pero a pesar de ello, resulta importante destacar
que las peras del estadio SM no alcanzaron las caracteristicas organolépticas de

jugosidad y textura adecuadas para la variedad.

3.1.1.3. Rendimiento de pared celular

Se evaluaron los cambios en la composicion de la pared celular de la pulpa de
las peras a fin de determinar algunos procesos anormales que pudieran asociarse con la
dificultad que presentaron las peras en desarrollar una textura optima al madurar en el
arbol. En las primeras fases de crecimiento de los frutos (41 y 61 DPA) el rendimiento
del residuo insoluble en alcohol (AIR) fue el doble del observado en los estadios de
madurez temprana. Posteriormente el rendimiento de AIR disminuy6 un 50% entre los

61y 109 DPA y luego se observo una reduccién de un 33% entre los estadios MT (119
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DPA) y MM (147 DPA). A partir de ese momento, no se encontraron cambios en el
contenido de AIR a pesar de la marcada reduccion de firmeza de los frutos (Figura 3.7).

En los dos estadios previos a la madurez (41 y 61 DPA) se determind un
contenido de almidon que llego a representar el 0,3% y 4,4% del AIR, luego el
contenido de almiddn representd el 15% del AIR y no presenté cambios entre los
estadios MT y MM. Finalmente, se observé una disminucion del almidén que
representd el 5% del AIR a los 161 DPA.
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Figura 3.7. Rendimiento de AIR de pulpa de peras Bartlett madurando en planta, desde
los 41 a los 161 dias post antesis (DPA). Los valores representan el promedio +
desviacion estandar (n = 3). Letras distintas representan diferencias significativas en

un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.
3.1.1.4. Solubilizacion de pectinas y glicanos de entrecruzamiento

El contenido de &cidos urdnicos (AU) solubles en agua aumento entre los 119 y
147 DPA (Figura 3.8). Las peras que maduraron en el &rbol a los 161 DPA y que no
desarrollaron la textura adecuada, presentaron un menor contenido de urénicos solubles
en agua que los dos estadios de madurez previos. Este hecho es inesperado, ya que una
caracteristica comun que acomparia a la pérdida de firmeza de muchos frutos es un

aumento de la pectina soluble en agua. El contenido de AU en las F-Na,CO3; y F-KOH
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1M, también aumento hasta los 146 DPA, pero no se observaron cambios posteriores
(Figura 3.8). Como se esperaba, los AU de la F-KOH 4M representaron menos del 2%
del total, y no se observaron cambios entre los diferentes estadios de madurez
estudiados. La solubilizacion de las pectinas entre los estadios MT y SM, no fue
completamente detenida, de hecho se observé un aumento marcado en la F-CDTA, que
representd el 40% del total de los AU de las peras del ultimo estadio (161 DPA). Este
aumento de pectinas solubles en CDTA probablemente se produjo en parte a partir de la

insolubilizacion de poliurdnidos solubles en agua.

100

119 DPA m 147 DPA B 161 DPA
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Figura 3.8. Extractabilidad de dcidos uronicos en las diferentes fracciones de la pared
celular de pulpa de peras Bartlett en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA),
madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez tardia (SM, 161 DPA). Los
valores representan el promedio + desviacion estiandar (n = 3). Letras distintas

representan diferencias significativas en un test de Tukey con un nivel de significancia

de P < 0,05.

En el estadio de MT el contenido de azucares neutros (AN) fue méas abundante
en la F-KOH 4M (37%), seguido por la F-KOH 1M, F-Na,CO3y F-CDTA con 24, 20 y
13% respectivamente (Figura 3.9). El contenido de AN solubles en agua en este estadio

fue muy bajo.
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Entre los estadios de MT y MM se observo una importante reduccion de los AN
en la F-KOH 4M de manera conjunta con una acumulacion en la F-Agua. En el estadio
MM los AN estuvieron bastante uniformemente distribuidos en todas las fracciones de
la pared (Figura 3.9). Los AN solubles en F-Agua aumentaron durante el progreso de la
maduracion. En los frutos SM la F-Agua fue la que presentd el mayor contenido de AN
seguida por la F-CDTA. El aumento de los AN en esta etapa, pareceria resultar de

material insoluble asociado con celulosa.
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Figura 3.9. Extractabilidad de aziicares neutros en las diferentes fracciones de la
pared celular de pulpa de peras Bartlett en (ER, 119 DPA), un estadio de madurez
temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez
tardia (SM, 161 DPA). Los valores representan el promedio =+ desviacion estandar (n =
3). Letras distintas representan diferencias significativas en un test de Tukey con un

nivel de significancia de P < 0,05.

3.1.1.5. Composicion de polisacaridos de las pectinas y glicanos de entrecruzamiento

La Ara, seguida por la Gal y la Glc, fueron los azlcares neutros mas abundantes
tras hidrdlisis de la F-Agua en todos los estadios de madurez evaluados (Cuadro 3.1). El
contenido de azUcares se incrementd de manera muy marcada entre el estadio de MT

(119 DPA) y SM (161 DPA). La acumulacion de Ara aumento 8 veces seguida por la de
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Gal, que aumento cinco veces entre el estadio inicial (119 DPA) y el final (161 DPA).
La acumulacién de Ara en la F-Agua ocurrié principalmente entre los dos estadios
iniciales (MT y MM). En ese aspecto, se diferencia de lo observado en la Gal, que
aumentd a un mismo ritmo durante el proceso de maduracién de las peras en el arbol
(Cuadro 3.1).

En la F-CDTA se observé el mismo patron que el descripto para la F-Agua con
la Ara'y Gal como principales azucares presentes. En la F- Na,CO3 se observé el mayor
contenido de Ara. En el estadio de madurez temprana la Ara represent6 en la fraccién de
carbonato mas del 50% del total de AN, curiosamente (como lo observado en las F-
Agua y CDTA) su concentracion aumentd a medida que avanzo la madurez de los
frutos, hecho que sugiere que algunos polisacaridos ricos en Ara estarian fuertemente
asociados a los glicanos de entrecruzamiento o celulosa en el estadio de MT (Cuadro
3.1).

Cuadro 3.1. Composicion de aziicares neutros (g kg AIR™) de las fracciones pécticas de
pulpa de peras ‘Bartlett” en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez
media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez tardia (SM, 161 DPA).

Monosacaridos
Fraccién Estadio Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

F-Agua 119 DPA 0,4 0,1 3,4 0,8 0,7 3,0 1,3
147 DPA 1,8 0,5 19,9 2,5 11 7,9 2,9
161 DPA 19 0,5 23,7 4,5 1,4 13,4 59

F-CDTA 119 DPA 1,0 0,3 8,3 1,5 0,8 4,1 55
147 DPA 1,1 0,3 17,4 2,3 0,5 3,4 2,3
161 DPA 2,6 0,7 18,9 3,6 1,3 13,9 53

F-Na,CO; 119 DPA 1,7 0,2 22,6 0,7 0,0 5,7 0,6
147 DPA 0,8 0,0 30,9 0,5 0,0 1,0 0,0
161 DPA 1,3 0,0 33,3 0,8 0,0 3,3 0,0

En la F-KOH 1M hubo un predominio de otros aztcares ademas de la Ara, como

la Glc, Gal, Xil y Man (Cuadro 3.2). En este caso, el contenido de Ara aumenté entre el
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estadio MT y MM, de manera conjunta con una rapida péerdida de Glc entre los mismos
estadios de madurez mencionados anteriormente. En la F-KOH 4M también se
detectaron grandes pérdidas de Glc entre los primeros estadios (119 y 147 DPA), pero
posteriormente el contenido de Glc aumento en las dos fracciones ricas en glicanos
(Cuadro 3.2).

De un analisis mas detallado de todas las fracciones, se observd que la
solubilizacion de la Ara se produce marcadamente entre los estadios MT y MM, y que
estaria relacionada, al menos en parte del material insoluble de las fracciones alcalinas.
La reduccion de Glc en las fracciones alcalinas, que se observé entre los estadios MT y
MM podria estar relacionada con la degradacion de almiddn remanente, mientras que la
acumulacién observada entre el estadio de madurez media (MM) y sobre madurez o

madurez tardia (SM) a una hidrolisis parcial de la celulosa.

Cuadro _3.2. Composicién de aziicares neutros (g kg AIR') de las fracciones de
glicanos de entrecruzamiento de pulpa de peras Bartlett en un estadio de madurez
temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez
tardia (SM, 161 DPA).

Monosacaridos

Fraccion Estadio Ram Fuc Ara Xil Man  Gal Glc
F-KOH 1M 119 DPA 0,5 1,0 7,3 8,4 1,3 4,8 14,8
147 DPA 1,6 0,5 17,7 7,1 1.2 2,8 4,1
161 DPA 1,1 0,4 12,2 5,6 0,0 3,5 12,1
F-KOH 4M 119 DPA 0,4 2,7 2,9 16,8 5,6 7,4 23,9
147 DPA 0,3 1,3 3,2 14,1 3,9 3,7 9,7
161 DPA 0,2 1,7 2,0 9,6 2,5 4,3 14,3

3.1.1.6. Despolimerizacion de pectinas y glicanos de entrecruzamiento

No se observd despolimerizacion de las pectinas solubles en F-Agua y F-
Na,CQOg, durante el proceso de maduracion en planta. En la F-CDTA se identifico cierta
reduccioén en el tamafio molecular de las pectinas entre los 119 DPA y los 147 DPA,

pero posteriormente no se detectaron cambios (Figura 3.10). También se observé un
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desplazamiento hacia un menor peso molecular en la F-KOH 4M entre los dos primeros

estadios (119 y 147 DPA), pero no se observaron cambios posteriores (Figura 3.11).
Estos resultados muestran que la despolimerizacion en peras Bartlett que

maduran en la planta, ocurre en los primeros estadios y principalmente en las pectinas

ionicamente unidas y en el xiloglucano.
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Figura 3.10. Cromatografia de exclusion molecular (SEC) de las fracciones Agua,
CDTA y Na;CO; (F-Agua, F- CDTA, F-Na,CO; respectivamente) de pulpa de peras
Bartlett en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147
DPA), y tardia o sobre madurez (SM, 161 DPA), en columna de Sepharose CL-6B (F-

Agua) y CL-2B (F-CDTA y F-Na,CO3). Vy, volumen muerto, V, volumen total.
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Figura 3.11. Cromatografia de exclusion molecular (SEC) de las fracciones KOH 1M y
KOH 4M (F-KOH IM y F-KOH 4M, respectivamente) de pulpa de peras Bartlett en un
estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA), y tardia
o sobre madurez (SM, 161 DPA), en columna de Sepharose CL-6B. V), volumen

muerto; V,, volumen total.

A partir de los resultados del presente trabajo se pudo determinar que la
incapacidad que presentaron las peras Bartlett que maduran en planta para desarrollar
una textura jugosa y mantecosa, Se asocia con algunos cambios atipicos en el
desensamblaje de pared celular. La solubilizacion de Ara se determind como una de los

procesos clave, que se produjo a una mayor velocidad entre los estadios de MT a MM,
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pero posteriormente procede durante la maduracion en arbol. Las pectinas solubles en
agua aumentan entre los dos primeros estadios, para luego de 161 DPA decrecer
drasticamente, observandose un aumento de poliurénidos solubles en la F-CDTA. Tanto
la solubilizacion como la despolimerizacion de los glicanos de entrecruzamiento,
ocurrieron principalmente entre los estadios intermedios, y algun glucano derivado de la
celulosa parece solubilizarse en el ultimo estadio. De manera contraria, la
despolimerizacién de pectinas, que es normalmente un evento tardio en el proceso de
maduracion, no se observo en ninguna fraccion luego del estadio de madurez media

(MM, 147 DPA) (Figura 3.12).

Solubilizacion Arabinosa

Pectinas solubles en agua ‘
—]

Pectinas idnicamente unidas
Despolimerizacion de pectinas

Solubilizacion de Hemicelulosas ——————

Despolimerizacion de Hemicelulosas‘
Solubilizacién de celulosa — ]

Madurez Madurez Sobre-

temprana media madurez

Figura 3.12. Secuencia de los cambios de la pared celular en peras Bartlett madurando
en planta en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA) y madurez medio (MM,
147 DPA) que desarrollan una textura normal y caracteristica de la variedad, y un
estadio de sobre madurez o madurez tardia (SM, 161 DPA) que no logro la textura

jugosa y mantecosa deseada.
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3.1.2. Cambios en la pared celular de la piel de peras Bartlett madurando en planta

En la seccion anterior pudimos identificar algunos cambios asociados con el
desarrollo de textura anormal en la pulpa de peras Bartlett madurada en el arbol. A fin
de determinar si esta insolubilizacion de pectinas tenia lugar también en otros tejidos se
analizaron los cambios en los polisacaridos de pared de la piel de los frutos. El estudio
de la pared celular de la piel de los frutos posee asimismo una gran importancia porque
constituye la primera barrera fisica de proteccion frente a la accién de agentes

patdgenos que afectan su conservacion.

3.1.2.1. Rendimiento de pared celular

Los valores de AIR obtenidos de la piel de los frutos practicamente triplicaron a
los valores registrados en la pulpa (Figura 3.7 y 3.13). El rendimiento de los residuos
insolubles en alcohol (AIR) de la piel de las peras, disminuy6 un 15% entre los estadios
MT (119 DPA) y MM (147 DPA). Al igual que lo observado en la pulpa no se
encontraron cambios en el contenido de AIR en la piel cuando las peras permanecieron
en el arbol luego de los 146 DPA (Figura 3.13).

El contenido de almiddon del AIR de la piel de los frutos fue menor al observado
en la pulpa, y no presentd cambios importantes entre los estadios de madurez
estudiados. El almiddn represent6 el 5% del AIR de la piel en el estadio de MT, el 2%
enel de MMy 1% en SM.
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Figura 3.13. Rendimiento de AIR de la piel de peras Bartlett madurando en el drbol en
un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y
sobre madurez o madurez tardia (SM, 161 DPA). Los valores representan el promedio
+desviacion estandar (n = 3). Letras distintas representan diferencias significativas en

un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.1.2.2. Solubilizacion de pectinas y glicanos de entrecruzamiento

Una diferencia inicial entre las pectinas de la pulpa y piel de las peras fue que en
el caso de la piel, mostraron una menor solubilidad (mayor proporcion relativa de F-
Na,CO3 respecto a F-Agua) (Figura 3.14), que podria deberse a un mayor grado de
entrecruzamiento de los diferentes componentes de la pared.

Las pectinas en la F-CDTA aumentaron su contenido durante la maduracion al
igual que en la pulpa pero a diferencia de lo observado en esa zona, en la piel también
se detectd un incremento de AU solubles en agua. Esto ocurrié en forma concomitante
con una disminucion de poliurénidos solubles en Na,COz; y muestra un proceso de
degradacion de pared normal, similar al observado en muchos frutos durante el proceso
de maduracion (Figura 3.14).

Al igual que en la pulpa de los frutos los AU solubles en la F-KOH 1y 4 M
representaron una proporcion muy baja del total (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Extractabilidad de dcidos uronicos en las diferentes fracciones de la
pared celular de la piel de peras Bartlett en un estadio de madurez temprano (MT, 119
DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez tardia (SM, 161
DPA). Los valores representan el promedio + desviacion estandar (n = 3). Letras
distintas representan diferencias significativas en un test de Tukey con un nivel de

significancia de P < 0,05.

Otro aspecto llamativo result6 el bajo contenido de azlcares neutros asociados
con las fracciones pécticas, en especial con las asociadas i6nica y covalentemente en la
piel de los frutos (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Extractabilidad de aziicares neutros en las diferentes fracciones de la
pared celular de la piel de peras Bartlett en un estadio de madurez temprano (MT, 119
DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez tardia (SM, 161
DPA). Los valores representan el promedio + desviacion estandar (n = 3). Letras
distintas representan diferencias significativas en un test de Tukey con un nivel de

significancia de P < 0,05.

La mayor relacion entre azUcares neutros y acidos urénicos en las fracciones
CDTA y Na,COs, indica que las pectinas de la pulpa de los frutos poseen un grado
mayor de ramificacion que las de la piel o bien que existe una mayor predominancia de
pectinas lineales como el homogalacturonano (HG) respecto al RG-I en la piel (Figura
3.16). Otro aspecto contrastante entre las dos zonas del fruto estudiada, fue que mientras
en la pulpa se observé un enriquecimiento marcado en pectinas ramificadas conforme
progresa la maduracion en la fraccion soluble en agua, en la piel la relacion AN/UA de
esta fraccion disminuy6 con la madurez. Esto sugiere que el metabolismo de pectinas en
pulpa implica una mayor remodelacion del RG-I en contraposicion a la piel, en la que el
metabolismo de poliurénidos no ramificados como el HG parece més importante. En
cualquiera de los dos casos la mayor proporcion de HG o la presencia de RG-1 menos
ramificado podrian determinar una mejor capacidad de gelificacion de las pectinas de la

piel respecto a las de la pulpa (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Proporcion de AN/AU en las fracciones pécticas de de la pared celular de
A) pulpa; B) piel de peras Bartlett en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA),
madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez tardia (SM, 161 DPA).

En los extractos de la pared celular de la piel, los AN solubles en F-Agua y la F-
KOH 1M disminuyeron durante el progreso la maduracion (Figura 3.15),
contrariamente a lo observado en la pulpa en donde los AN solubles en agua
aumentaron y los solubles en KOH 1M presentaron muy poca variacion entre los
estadios evaluados (Figura 3.9).

En el estadio de MT el contenido de AN fue mas abundante en la F-KOH 1M
(41%), seguido por la F-Agua y la F-KOH 4M con 33 y 23% respectivamente. En los
estados de MM y SM los AN estuvieron mayoritariamente distribuidos en las F-KOH
4M y 1M de la pared, conformando el 47 y 35% respectivamente (Figura 3.15),
mientras que en la pulpa las fracciones con mayor contenido de AN fueron la F-Agua y
F-CDTA, sugiriendo en la piel una mayor proporcion de hemicelulosa que en la pulpa.

3.1.2.3. Composicion de polisacaridos de las pectinas y glicanos de entrecruzamiento
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En forma similar a lo descrito en pulpa, la Ara seguida por la Gal, la Glc y la
Xil, fueron los azlcares neutros mas abundantes de la F-Agua en todos los estadios de
madurez evaluados (Cuadro 3.3). En la pulpa de los frutos se observé un aumento
marcado de los AN solubles en agua entre los estadios MT y SM, mientras que en la
piel solo aumentaron la Xil y Glc. La acumulacion de Xil se incrementd
aproximadamente 6 veces y la de Gal aumento dos veces y media entre el estadio inicial
(119 DPA) y el final (161 DPA) (Cuadro 3.3).

En la F-Agua de la piel de los frutos la Ara disminuyd gradualmente durante el
proceso de maduracion, contrariamente a lo observado en la pulpa, sugiriendo una
pérdida de ramificaciones de los RG-I. Del mismo modo, en las fracciones CDTA y
Na,CO; de la piel el comportamiento de la Ara fue inverso al observado en la F-Agua
(Cuadro 3.3). Del analisis del grado y momento en que ocurren los cambios en el
contenido de Ara entre las tres fracciones pécticas, no se puede decir que este azlcar se

esté insolubilizando de la F-Agua.

Cuadro 3.3. Composicion de aziicares neutros (g kg AIR™) de las fracciones pécticas de
piel de peras Bartlett en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez
media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez tardia (SM, 161 DPA).

Monosacaridos

Fraccién Estadio Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

F-Agua 119 DPA 2,1 0,4 23,0 1,6 2,5 15,1 4,0
147 DPA 0,9 0,3 13,6 2,7 1,7 9,6 4,1
161 DPA 1,4 0,3 9,3 3,2 1,9 9,4 5,7

F-CDTA 119 DPA 0,5 0,1 6,7 0,6 0,4 1,5 1,7
147 DPA 0,8 0,2 7,5 0,6 0,4 2,6 0,4
161 DPA 0,9 0,2 10,8 1,0 0,7 3,3 2,3

F-Na,CO3; 119 DPA 0,4 - 13,5 1,2 - 0,8 0,5
147 DPA 0,3 - 4,8 0,1 - 1,2 0,1
161 DPA 0,4 0,7 16,2 0,8 - 2,6 -




80

En la F-KOH 1M hubo una mayor proporcion de Glc y Xil que en la pulpa en
donde la Ara fue el azGcar méas abundante (Cuadros 3.4 y 3.2), sugiriendo una mayor
presencia de hemicelulosa en la piel de los frutos. En este caso, el contenido de Xil
aumento entre el estadio MT y MM, de manera conjunta con una pérdida de Glc entre
los mismos estadios de madurez mencionados anteriormente, que indicaria una

liberacion de hemicelulosa asociada a la celulosa entre estos primeros estadios.

En la F-KOH 4M se detecté un aumento de Glc entre los primeros estadios (119
y 147 DPA), pero posteriormente el contenido de Glc disminuyd en la fraccion de
glicanos fuertemente entrecruzados, mientras que la F-KOH 1M la Glc disminuyo
paulatinamente con el avance de la madurez (Cuadro 3.4). Estos cambios en la Glc
observados en la piel son opuestos a los que ocurrian en la pulpa, mostrando que el
metabolismo entre ambas zonas de los frutos es diferente. Por las proporciones
registradas de Glc y Xil en la piel de los frutos, se infiere que los cambios observados

estarian produciéndose en el xiloglucano (XG).

Cuadro 3.4. Composicién de aziicares neutros (g / kg AIR") de las fracciones de
glicanos de entrecruzamiento de piel de peras Bartlett, en un estadio de madurez
temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA) y sobre madurez o madurez
tardia (SM, 161 DPA).

Monosacaridos

Fraccion  Estadio Ram Fuc Ara Xil Man  Gal Glc
F-KOH 1M 119 DPA 0,6 0,4 6,2 7,4 1,2 1,3 35,6
147 DPA 0,7 0,6 9,6 12,9 0,8 4.4 24,6

161 DPA 0,7 0,4 6,0 7,3 1,5 2,9 15,5

F-KOH 4M 119 DPA 0,3 0,7 2,2 11,0 2,8 2,6 11,4
147 DPA 0,4 2,2 3,9 20,5 5,8 7,5 28,3

161 DPA 0,3 1,2 2,1 10,0 3,6 3,9 13,1

3.1.2.4. Despolimerizacion de pectinas y glicanos de entrecruzamiento
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En general, no se observd una marcada despolimerizacion de las pectinas
durante el proceso de maduracion. De todos modos, a diferencia de lo observado en la
pulpa, las reducciones de PM registradas en las pectinas fuertemente unidas (F-
Na,COs3), se vieron luego de los 146 DPA (Figura 3.17). Este hecho es comun con lo
que ocurre en muchos frutos, en los que la despolimerizacion de las pectinas es un
proceso tardio en el proceso de maduracion. Por otra parte ratifica que la piel y la pulpa

de los frutos presentaron comportamientos disimiles.
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Figura 3.17. Cromatografia de exclusion molecular (SEC) de las fracciones Agua,
CDTA y Na;CO; (F-Agua, F- CDTA, F-Na;COj3 respectivamente) de piel de peras
Bartlett en un estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147
DPA), y tardia o sobre madurez (SM, 161 DPA), en columna de Sepharose CL-6B (F-

Agua) y CL-2B (F-CDTA y F-Na,CO3). Vy, volumen muerto, V,, volumen total.
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Contrariamente a lo observado en la pulpa de las peras, en las fracciones
extraidas con alcali no se observd una despolimerizacion importante en los glicanos de
entrecruzamiento débil (F-KOH 1M) y fuertemente unidos (F-KOH 4M) (Figura 3.18).

Estos resultados muestran que el patron de despolimerizacion de la piel de peras

Bartlett que maduran en la planta difiere del observado en la pulpa de los frutos.
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Figura 3.18. Cromatografia de exclusion molecular (SEC) de las fracciones KOH 1M y
KOH 4M (F-KOH IM y F-KOH 4M, respectivamente) de piel de peras Bartlett en un
estadio de madurez temprano (MT, 119 DPA), madurez media (MM, 147 DPA), y tardia
o sobre madurez (SM, 161 DPA), en columna de Sepharose CL-6B. V), volumen

muerto,; V; volumen total.
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3.2. Ensayo 2. Efecto de radiacion solar recibida sobre la calidad y degradacién de

pared celular de los frutos.

3.2.1. Efecto de la radiacion solar incidente y la temperatura sobre la firmeza e

indices de madurez de pera cv. Bartlett

3.2.1.1. Condiciones precosecha

La Figura 3.19 presenta datos representativos de las condiciones de radiacién
fotosintéticamente activa (PAR) de la seccién Norte y Sur de la espaldera de perales,
para dias con nubosidad y con cielo despejado. De su andlisis se concluye que la seccién
Sur de las plantas, lugar que corresponde al ambiente donde se desarrollaron las peras
del tratamiento Sombra recibié en promedio 6,5% (dias soleados) y 12 % (dias con
nubosidad) de la radiacion PAR que incide en la seccion Norte, en la que se ubican los
frutos del tratamiento Sol. Los datos presentados son representativos de las condiciones
reinantes durante el periodo del ensayo. EI 71% de los dias que dur6 el ensayo mostré el

patron de marcha de radiacion correspondiente a los dias soleados (Figura 3.19 B).



84

1400
A Seccion Sur
1200 . .
----- Seccidn Norte \
\
1000 |= !
i bn h
|||| \ ll
TR
)

800 THLIRD
THEINE
|i|l 1My
th! '_!"' \

600 ! L1 '

! [}
P
- [ l" ,/I !
g,o |‘| I‘ I\ II ,'I [ llq
» 200 t noat t ! “\
PR (TR P \
o B Y u! ) \
[ ﬁ—w\ 7——-'\-——-'\-\«—“" —A
y/
—_ 0
[=]
£ 2500
2 B
<
o 2000 .
) 2”oN
v Yy / 3
! \ / \
/ \ h \
! \ ] \
1500 [ 1 \ ! \
/ h ! :'\
,’ ‘\ " "\
] \ H \
1000 | H \ 1 \
] ]
] \ ! '
] | ! H
] | ' H
] \ ' H
1 \ H H
500 ! \ ] \
1 \ H \
] \ ' \
1 \ ' \
] \ H \
[ = . v
J W —
0
O MNn o mnmowmnwowmnmowmwowmowmowmoumMowmo wmowmo wnm o wn
OSYTNdOoOTMAdOoOTMAdOITMAOTNAOTN A O M
™ =~ = - = = N N ™~ o = = - NN
Hora

Figura 3.19. Marcha de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) (umol m?s?) en

la seccion norte y sur de la espaldera de peras Bartlett A) en dos dias con nubosidad y

B) en dos dias con cielo despejado.

Se determind el peso especifico de las hojas de peral previo al momento de
cosecha en los dos tratamientos, con el fin de evaluar el efecto de las bajas condiciones
de radiacion solar sobre el follaje de los arboles (Figura 3.20). Las hojas del tratamiento

Sombra presentaron un peso especifico menor al de las del tratamiento Sol.
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Figura 3.20. Peso especifico de hojas de brote de peras Bartlett una semana antes de la
cosecha para los tratamientos Sol y Sombra. Los valores representan el promedio +
desviacion estandar (n = 120). Letras distintas representan diferencias significativas en

un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.

La cara expuesta de los frutos del tratamiento sol presentd valores de
temperatura de pulpa superiores a la temperatura media del aire, mientras que la
temperatura de la cara expuesta de los frutos sombreados presentd valores muy
similares a los del aire durante todo el dia, con excepcion del periodo entre las 11:30 y
las 18:00 en el que también superd a la del aire (Figura 3.21). De todos modos, se
observo claramente que la temperatura de las peras soleadas lleg6 a ubicarse unos 15 °C
por encima de las peras sombreadas entre las 9:00 y las 14:00. Posteriormente si bien
las diferencias entre peras a la sombra y al sol fueron menores, estas Gltimas presentaron

en todos los casos mayor temperatura de pulpa.
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Figura 3.21. Evolucion diaria de la temperatura de la cara expuesta de frutos en los

tratamientos Sol y Sombra y de la temperatura media de aire al comienzo de la

temporada de verano.

En la cara no expuesta de los frutos de ambos tratamientos, la temperatura de

pulpa sigui6 la marcha de la temperatura promedio de aire y present6 valores menores a

esta durante las horas mas céalidas del dia (Figura 3.22), demostrando de esta manera la

trascendencia de la radiacion solar directa en el calentamiento de los frutos.
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Figura 3.22. Evolucion diaria de la temperatura de la cara no expuesta de frutos en los
tratamientos Sol y Sombra y de la temperatura media de aire al comienzo de la

temporada de verano.

Se registrd un gradiente de temperatura entre la pulpa de la cara expuesta (CE) y
no expuesta (CNE) de los frutos de los tratamientos Sol, con una diferencia que alcanzo

los 12 °C en las horas mas clidas de un dia sin nubosidad (Figura 3.23).
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Figura 3.23. Marcha del diferencial de temperatura medido (AT) entre la cara
expuesta y no expuesta de frutos del tratamiento Sol durante un dia calido y con cielo
despejado (Temperatura madxima de aire 39,1 °C) y durante un dia cadlido y con

nubosidad (Temperatura maxima de aire 38,3 °C).

Al medir la temperatura de la superficie de los frutos (TSF) mediante el empleo
de un termdémetro infrarrojo en un dia con temperatura media de aire superior a 30 °C, el
tratamiento sol registré en la cara expuesta 10 °C de temperatura promedio mas que la
cara no expuesta. En cambio, en el tratamiento Sombra no se observaron grandes
diferencias entre ambas caras (Figura 3.24). En un dia en que la temperatura media del
aire oscilo entre los 23 °C y 24 °C en el momento de las mediciones, la diferencia entre
la cara expuesta y no expuesta de los frutos del tratamiento sol fue de 4,5 °C promedio

(Figura 3.24).
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Figura 3.24. Temperatura superficial de la cara expuesta y no expuesta de frutos en los
tratamientos Sol y Sombra. A) en un dia con temperatura media de aire 34 °C; B) en un
dia con temperatura promedio de aire 23 °C. Los valores representan el promedio +
desviacion estandar (n = 30). Letras distintas representan diferencias significativas en

un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.

Los efectos que ejercen la luz y la temperatura sobre la calidad de los frutos no
pueden ser discriminados en las condiciones del ensayo realizado, ya que existe una
correlacion positiva entre ambos, observandose siempre que los frutos expuestos a la
radiacion presentan simultaneamente valores mayores de temperatura. Por lo tanto, en
todos los efectos observados a nivel de madurez de los frutos y pared celular que se
analizan luego, debe tenerse en cuenta que los mismos resultan de la conjuncién de la
influencia directa de la luz (ya sea de su intensidad y o calidad) y su efecto indirecto

derivado en un incremento de la temperatura.
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3.2.1.2. Determinacion del momento optimo de cosecha

Las peras se recolectaron cuando los indices de madurez del lote fueron los
apropiados para una Optima conservacion: tamafio promedio de 68,9 mm, firmeza de
pulpa promedio de 91 N, contenido de solidos solubles 10,6 % p/p, acidez (medida

como &cido malico) de 3,5 g/L y degradacion de almidén promedio de 25%.

3.2.1.3. Contenido de solidos solubles, acidez titulable, degradacion de almidon y

firmeza

No se observaron diferencias significativas en el contenido de sélidos solubles ni
en la acidez titulable entre las peras de los tratamientos Sol y Sombra (Figura 3.25). Por
otra parte, las peras expuestas al sol presentaron valores menores de Aue y L* que las
peras del tratamiento sombra. La reduccion en el valor Aue indica un cambio en el color
de la piel de un verde claro a un rojizo ocasionado por una mayor incidencia de
radiacion sobre los frutos. Adicionalmente la reduccion del valor de L* indica un color
MAs oscuro.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de degradacion de
almidon determinada con lugol en una seccion transversal de los frutos de los

tratamientos Sol y Sombra.
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Figura 3.25. Solidos solubles, acidez titulable y color: dngulo de matiz o hue y

luminosidad de peras Bartlett que crecieron en dos condiciones diferentes de

exposicion a la radiacion solar en el campo (Sol y Sombra) al momento de cosecha. Los

valores representan el promedio #+ desviacion estandar (n = 40). Letras distintas

representan diferencias significativas en un test de Tukey con un nivel de significancia

de P < 0,05.
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Al momento de cosecha, los frutos del tratamiento Sol presentaron mayores
valores de firmeza que los del tratamiento Sombra, en ambas caras de los frutos (Figura
3.26). Valores de firmeza mas altos se correlacionaron con mayores niveles de radiacién
(ver Figuras 3.19).

Luego de almacenar los frutos por 13 dias a 20 °C, se registr6 una fuerte
disminucion de la firmeza, con respecto al momento de cosecha. Las peras ‘Bartlett’ se
consideran ‘maduras para consumo’ cuando la firmeza de la pulpa alcanza valores de
aproximadamente 9 a 18 N. Si bien ambos tratamientos presentan valores de firmeza
inferiores a los requeridos para la comercializacion tanto a ultramar (67 N) como a
paises limitrofes (53 N), las peras del tratamiento soleado presentaron una firmeza en la
cara expuesta y no expuesta dentro del rango 6ptimo para el consumo (12,9 y 10,3 N)

(Figura 3.26).
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Figura 3.26. Firmeza de la cara expuesta (CE) y no expuesta (CNE) de peras Bartlett
desarrolladas con diferente grado de exposicion a la luz solar (sol y sombra), al
momento de cosecha y luego de 13 dias a 20 °C (13 DDC). Los valores representan el
promedio % desviacion estandar (n = 30). Letras distintas representan diferencias

significativas en un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.
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3.2.2. Efecto de la radiacion solar incidente y la temperatura sobre la estructura y

composicion de pared celular de pera cv. Bartlett

3.2.2.1. Rendimiento de pared celular

Al momento de la cosecha el rendimiento promedio de los residuos insolubles en
alcohol (AIR) fue similar en ambos tratamientos (Figura 3.27). Luego de almacenar los
frutos por 13 d a 20 °C, se registré una disminucion en el rendimiento de AIR en ambos

tratamientos, sin observarse diferencias significativas (Figura 3.27).
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Figura 3.27. Rendimiento de AIR de peras Bartlett desarrolladas con diferente grado
de exposicion a la luz solar (Sol y Sombra), al momento de cosecha y luego de 13 dias a
20 °C (13 DDC). Los valores representan el promedio 7+ desviacion estandar (n = 3).

Letras distintas representan diferencias significativas en un test de Tukey con un nivel

de significancia de P < 0,05.
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Debido a que las diferencias observadas en firmeza entre las peras del
tratamiento Sol y Sombra, no estaban relacionadas con los cambios en el rendimiento
de AIR, se procedi0 a caracterizar a este residuo, para evaluar la estructura y

composicion de los polimeros especificos de la pared celular.

3.2.2.2. Solubilizacion, composicion de azucares neutros y despolimerizacion de

fracciones pécticas

Al momento de cosecha la proporcion de acidos urdnicos solubilizados en la
fraccion acuosa (F-Agua) con respecto a aquellos solubilizados con CDTA fue mayor
en las peras soleadas (Cuadro 3.5). Los poliurdnidos solubles en la fraccion Na,COs
representaron los componentes mas abundantes de las pectinas y no se observaron
diferencias entre los tratamientos. Los acidos urénicos solubles en la fraccion KOH 1M
fueron mayores en las peras expuestas al sol, mientras que la fraccion KOH 4M no se
observaron diferencias (Cuadro 3.5).

Durante el proceso de maduracion (luego de 13 dias de almacenamiento a 20 °C)
la proporcién de &cidos uronicos solubles en las fracciones agua aumenté en el
tratamiento Sombra y se mantuvo sin cambios en las peras del tratamiento Sol.
Sumando la proporcion de acidos urdnicos solubles en las fracciones pécticas mas
débilmente unidas (agua + CDTA) se observé una aumento con respecto al momento de
cosecha en ambos tratamientos (Cuadro 3.5). Esto se dio de manera conjunta con una
reduccion del contenido de acidos uronicos en la fraccion Na,COs; esta reduccion fue

mas marcada en las peras del tratamiento Sombra (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5. Extractabilidad de dacidos urénicos (g/100 g fraccion) de la pared celular
de peras Bartlett en agua, CDTA, Na,COs;, KOH IM y 4M, para los tratamientos con
diferente grado de exposicion a la luz solar (Sol y Sombra), al momento de cosecha y

luego de 13 dias de almacenamiento a 20 °C (13 DCC)".

Fraccion Cosecha 13 DDC

Sol Sombra Sol Sombra
F-Agua 260+04Db 41+0,2c 27,0+£0,3b 416+03a
F-CDTA 82+16d 351+15a 256+0,2cC 299+0,6b
F-Na,CO3 594+14a 59,0+0,6a 425+0,2b 20,2+06¢
F- KOH 1M 47+00a 0,7+06Db 49+0,1a 56+05a
F- KOH 4M 1,7+0,3Db 1,1+£04Db 01+06¢ 2,7+0,1a

% Los valores representan la media + DS (n = 3). Diferentes letras dentro de cada
fraccion (fila) indican diferencias significativas entre los distintos estadios en un test de

Tukey con un nivel de significancias de P < 0,05.

Las pectinas débilmente (F-agua), i6nicamente (F-CDTA) y fuertemente (F-
Na,CO3) unidas resultaron ser especialmente ricas en Ara y en menor medida en otros
azlcares como Gal, Xil, Ram y Glu (Cuadro 3.6). Durante la maduracién se observo
una importante pérdida de Ara en las pectinas fuertemente unidas de ambos
tratamientos, siendo esta reduccion mas marcada en las peras del tratamiento Sombra y
que se dio paralelamente con un enriquecimiento este azucar en la fraccion soluble en

agua (Cuadro 3.6). Luego de 13 d a 20 °C la Ara representd en base molar, el 79% de
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los azUcares neutros de la F-agua de las peras del tratamiento Sombra y solo el 56% de

las peras del tratamiento Sol.

Cuadro 3.6. Composicion de aziicares neutros (mol/100 moles) de las fracciones
pécticas de peras Bartlett en los tratamientos con diferente grado de exposicion a la luz
solar (Sol y Sombra) al momento de cosecha y luego de 13 dias de almacenamiento a

20 °C (13 DDC).

Fraccién Tratamiento Monosacaridos

Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

Sol a cosecha 11 2 79 1 1 4 2
F-Agua  Sombra a cosecha 4 3 55 9 3 14 12
Sol+13 DDC 4 2 56 10 2 13 13
Sombra +13 DDC 4 1 79 7 - 5 4
Sol a cosecha 4 1 42 8 3 29 13
F-CDTA Sombra a cosecha 7 1 76 2 - 12 3
Sol+13 DDC 4 1 67 7 2 13 6
Sombra +13 DDC 4 1 81 6 - 5 3
Sol a cosecha 8 Tr. 84 2 - 6 -
F-Na,CO3; Sombra a cosecha 3 Tr. 79 1 - 17 -
Sol+13 DDC 5 1 72 3 - 18 1
Sombra +13 DDC 9 2 59 10 2 16 2

Al momento de cosecha no se observaron grandes diferencias en el tamafio de

las pectinas solubles en agua entre los tratamientos Sol y Sombra. Los poliurénidos
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solubles en CDTA del tratamiento Sombra mostraron un peso molecular ligeramente
mayor que los del tratamiento Sol, mientras que ocurrio lo contario en los de la F-

Na,COs (Figura 3.28).

Luego de 13 d a 20 °C se observo una leve depolimerizacion de pectinas en
ambos tratamientos. La Unica diferencia destacable ocurrié en la F-agua, donde la
proporcion de poliurénidos de mayor peso, representados por pico de elucion a
volimenes bajos, decrecié mas en las peras del tratamiento Sombra. Con la maduracion
se observo una ligera disminucion del peso molecular de los poliurénidos en las F-
CDTA y F-Na,COgs, en ambos casos sin observarse diferencias entre el tratamiento Sol

y Sombra (Figura 3.28).
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Figura 3.28. Perfiles de cromatografia de exclusion molecular de peras Bartlett del
tratamiento Sol (A,C,E,G,I,K) y Sombra (B,D,FH,J,L) al momento de cosecha
(AB,E,F,1,J) y luego de 13 d de almacenamiento a 20 °C (13 DDC) (C,D,G,H,K,L). A-
D. F-Agua en columna de Sepharose CL-6B. E-H F-CDTA en columna de Sepharose
CL-2B Col. I-L F-Na,CO; en columna de Sepharose CL-2B. Vy, Volumen muerto; V,,

Volumen total.
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3.2.2.3. Solubilizacion, composicion de azucares neutros y despolimerizacion de los

glicanos de entrecruzamiento

Al momento de cosecha la glucosa (Glc) fue el principal monosacarido de las F-
KOH 1M y F-KOH 4M, seguido por la Xil, Ara 'y Gal (Cuadro 3.7). Luego de 13 d a 20
°C se observé un aumento de Ara y Xil simultdneamente con una disminucion de Glc en

las hemicelulosas méas débilmente unidas (F-KOH 1M).

Cuadro 3.7. Composicion de azucares neutros (mol/l100 moles) de los glicanos de
entrecruzamiento de peras Bartlett en los tratamientos con diferente grado de
exposicion a la luz solar (Sol y Sombra) al momento de cosecha y luego de 13 d de

almacenamiento a 20 °C (13 DDC).

Monosacaridos
Fraccién Tratamiento

Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

Sol a cosecha 1 2 14 15 2 8 58

F-KOH 1M Sombra a cosecha 1 1 16 18 3 9 52

Sol+13 DDC 3 2 45 21 2 13 14
Sombra +DDC 3 2 35 37 3 7 13
Sol a cosecha Tr. 3 4 19 3 9 62

F- KOH 4M Sombra a cosecha 1 3 6 23 5 11 51
Sol+13 DDC 1 3 12 35 6 13 30

Sombra +13 DDC 1 5 7 39 7 11 30
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En el momento de la cosecha, las peras del tratamiento Sol tuvieron una mayor
proporcion de AN en las fracciones KOH 1M y 4M que los frutos del tratamiento
Sombra que presenté un mayor contenido de AN en la F-Na,COs, (Cuadro 3.8).

Al madurar, se observo que la distribucion de AN en los frutos del tratamiento
Sombra mostré una mayor solubilizacion que en el caso de las peras del tratamiento Sol

(Cuadro 3.8).

Cuadro 3.8. Extractabilidad de aziicares neutros (g/100 g fraccion) de la pared celular
de peras Bartlett en agua, CDTA, Na,CO; KOH IM y 4M, para los tratamientos con
diferente grado de exposicion a la luz solar (Sol y Sombra), al momento de cosecha y

luego de 13 d de almacenamiento a 20 °C (13 DDC) “*.

Fraccion Cosecha 13 DDC

Sol Sombra Sol Sombra
F-Agua 18+04c 39+£09c 16,8+0,2b 243+0,2a
F-CDTA 35+06D 42+0,7b 13,6 £0,2 a 128+0,2a
F-Na,CO3 148+0,7c 47,1+09a 329+0,2b 8,7t0/4d
F-KOH1M 340+05a 16,0+£0,8¢c 10,9+0,2d 23,1+04b
F-KOH4M 458+1,0a 28,7+£0,6¢C 258+0,3d 31,2+04b

% Obtenidas luego de restar el contenido de acidos urénicos al total de carbohidratos (ver
materiales y métodos). ® Los valores representan la media = DS (n = 3). Diferentes
letras dentro de cada fraccion (fila) indican diferencias significativas entre los distintos

estadios en un test de Tukey con un nivel de significancias de P< 0,05.

La cromatografia de exclusion molecular (SEC) mostré que los glicanos
entrecruzantes extraidos en la F-KOH 1M fueron diferentes en cuanto a su peso

molecular, que los extraidos en la F-KOH 4M (Figura 3.29). A cosecha la F-KOH 1M
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presentd un pico marcado correspondiente a glicanos de alto peso molecular
conjuntamente con una zona de glicanos de peso medio, que no presentd grandes
variaciones ni con las condiciones de luz en precosecha ni con el estado de madurez de
los frutos (Figura 3.29).

En la F-KOH 4M al momento de cosecha, las peras del tratamiento sol
mostraron glicanos entrelazantes con mayor peso molecular medio que los frutos del
tratamiento sombra (Figura 3.29). El proceso de despolimerizacién progresé durante el
almacenamiento a 20 °C en los frutos de ambos tratamientos, pero luego de la madurez,
los frutos del tratamiento Sol mostraron una menor proporcion de glicanos de

entrecruzamiento de bajo peso molecular que los del tratamiento Sombra.
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Figura 3.29. Perfiles de cromatografia de exclusion molecular de peras Bartlett del

tratamiento Sol (A,C,E,G) y Sombra (B,D,F,H) al momento de cosecha (A,B,E,F), y

luego de 13 d de almacenamiento a 20 °C (13 DDC) (C,D,G,H). A-D: F- I M KOH y

E-H: F- 4 M KOH en columna de Sepharose CL-6B. Vy, Volumen muerto, V, Volumen

total.
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3.3. Ensayo 3. Efecto de radiacion PAR y UVB sobre la calidad y ablandamiento de

los frutos.

3.3.1. Ensayos preliminares de discriminacion del efecto de la radiacion y de la

temperatura sobre el metabolismo de pared y ablandamiento de pera Bartlett

A fin de comenzar a discriminar los efectos de la radiacion solar observados en
el capitulo anterior, identificando la influencia de la temperatura o a las radiaciones
provenientes de diferentes regiones del espectro electromagnético, se evalu6 la firmeza
de frutos de Sol y Sombra en comparacién con otros dos tratamientos en los que se
colocaron films entre el sol y las plantas expuestas y que provocaron una disminucion
de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y/o de la radiacion UVB (Fotografia

3.1). En todos los casos la diferencia de temperatura fue menor a 2 °C.

Fotografia 3.1. Vista de un bastidor con una pelicula utilizada y que redujo la PAR sin

ocasionar marcadas diferencias en la temperatura de los frutos.
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A su vez uno de los films utilizados presentd alta transmitancia en la region
UVB (Stretch), mientras que el segundo absorbia en forma practicamente total a esta

radiacion (Mylar-D) (Figura 3.30).

W
35 9

3.0 1

W

© |
B |
S 20 ||
o
5 15 ®
8 |
< 40 '|
i
1 NNE)
0.0 @__ = —==

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050

Longitud de onda (nm)

Figura 3.30. Espectro de absorcion (200 a 1.100 nm) de I-control (sin pelicula), 2-

Stretch y 3- Mylar-D.

3.3.1.1. Condiciones de precosecha

En las determinaciones realizadas en los bastidores a campo, la pelicula Stretch,
retuvo un promedio de 8,5% de la radiacion UVB mientras que la Mylar-D lo hizo en
un 75,5% (Figura 3.31). Es posible que la pequefia fraccion de radiacion no transmitida
en el primer caso se haya debido al deposito de polvo que se produjo sobre las peliculas
en condiciones de campo. En el caso de la pelicula Mylar-D, si bien el sensor fue
colocado en la parte central del bastidor, al estar los laterales abiertos parte de la
radiacion era adn recibida a través de los laterales (ver Fotografia 2.1 en materiales y
métodos). De todos modos se observaron claras diferencias en la radiacion UVB

recibida por los arboles ubicados detras de las dos peliculas.
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Figura 3.31. Porcentaje de transmitancia de radiacion UVB para las peliculas Mylar-
D y Stretch en bastidores colocados a campo. Los valores representan el promedio +

desviacion estandar (n = 20). Letras distintas indican diferencias significativas en un

test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.

La radiacion PAR registrada en los sensores ubicados bajo los dos tratamientos
Stretch y Mylar-D, fue en ambos casos y en promedio cerca de 20%, por debajo que la
radiacion incidente total detectada por los sensores ubicados sobre los peliculas (Figura
3.32). Por lo tanto, si bien las peliculas no deberian impedir el paso de la radiacion
fotosinteticamente activa (Figura 3.30), en condiciones de campo si lo hicieron y en
forma apreciable probablemente debido al deposito de polvo sobre las mismas. A pesar
de esto, no se observaron diferencias significativas entre el peso especifico de las hojas
de los tratamientos Stretch (10,48 mg.cm?®), Mylar-D (9,85 mg.cm®) y Sol (10,36

mg.cm?) (p< 0,986).
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Figura 3.32. Marcha de la radiacion PAR (umol m” s”) durante 3 dias en los
tratamientos Mpylar-D (sensor colocado bajo pelicula Mylar-D), Stretch (sensor

colocado bajo pelicula Stretch) y PAR (sensor colocado sobre los paneles).

Al analizar la temperatura de pulpa de la cara expuesta (CE) de los frutos de los
tratamientos Mylar-D y Stretch (Figura 3.33) se observo un comportamiento similar al
de los frutos del tratamiento Sol (Ensayo 2). La temperatura de las peras en ambos
tratamientos con peliculas fue superior a la temperatura media de aire entre las 9:00 y
las 17:00 hs. Al final del dia (a partir de las 22:00 hs), la temperatura de la pulpa de los

frutos con films fue levemente superior a la temperatura media de aire.
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Figura 3.33. Evolucion de la temperatura de la cara expuesta (CE) de frutos en los
tratamientos Mylar-D, Stretch, Sol y temperatura promedio de aire al comienzo de la

temporada de verano.

Al igual que lo observado en el tratamiento Sol del ensayo 2, la temperatura de
la cara no expuesta (CNE) de los frutos de los tratamientos Mylar-D y Stretch siguié la
marcha de la temperatura promedio de aire y present6 valores menores a esta durante las
horas mas calidas del dia (entre las 11:00 y las 20:00 hs) y valores superiores entre las

9:00 y las 11:00 hs (Figura 3.34).
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Figura 3.34. Evolucion de la temperatura de la cara no expuesta (CNE) de frutos en los
tratamientos Mylar-D, Stretch, Sol y temperatura promedio de aire al comienzo de la

temporada de verano.

De la misma manera que lo registrado en el tratamiento Sol (Ensayo 2), en los
frutos de los tratamientos Mylar-D y Stretch la cara expuesta (CE) de los frutos,
present6 una temperatura superficial (TSF) mayor que la cara no expuesta (CNE), tanto
en un dia caluroso (Figura 3.35 A) como en uno con temperaturas moderadas (Figura
3.35 B). Cuando la temperatura media de aire fue de 32 °C, la CE de los frutos aumento
su temperatura en 11,7 °C promedio, con respecto a la CNE. Cuando la temperatura
media de aire fue menor, la diferencia de TSF promedio entre ambas cara (CE y CNE)
fue de 4,6 °C en ambos tratamientos. No se observaron diferencias entre los

tratamientos Mylar-D y Stretch en ninguno de los casos (Figura 3.35).
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Figura 3.35. Temperatura superficial de la cara expuesta (CE) y no expuesta (CNE) de
frutos en los tratamientos Mylar-D y Stretch. A) en un dia con temperatura media de
aire = 32 °C y B) en un dia con temperatura promedio de aire <23 °C. Los valores
representan el promedio * desviacion estandar (n = 30). Se muestra el desvio estandar.

Letras distintas representan diferencias significativas en un test de Tukey con un nivel

de significancia de P < 0,05.

3.3.1.2 Contenido de sdlidos solubles, acidez titulable y color

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de solidos solubles,
en la acidez titulable ni en la luminosidad entre los tratamientos Mylar-D y Stretch. Las
peras del tratamiento Stretch presentaron un menor valor de Aue, indicando un color de
la piel mas rojizo que podria estar relacionado con la mayor incidencia de radiacion

UVB sobre los frutos (Figura 3.36).
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Figura 3.36. Solidos solubles, acidez titulable y color: dngulo de matiz o hue y
luminosidad de peras Bartlett que crecieron en dos condiciones diferentes de
exposicion a la radiacion solar UVB en el campo: Mylar-D (menor nivel de UVB) y
Stretch (mayor nivel de UVB) al momento de cosecha. Los valores representan el
promedio % desviacion estandar (n = 40). Letras distintas representan diferencias

significativas en un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.
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3.3.1.3. Firmeza

Los frutos del tratamiento Sol presentaron al momento de cosecha en su CE los
valores mas altos de firmeza (93,3 N), seguidos por los de los tratamientos Stretch y
Mylar-D con valores de 90,4 N y 85,5 N respectivamente. Las peras del tratamiento
sombra presentaron los menores valores de firmeza con un promedio de 80,2 N (Figura
3.37A).

Luego de 13 d de almacenamiento a 20 °C se observé una importante caida en
los valores de firmeza en todos los tratamientos. De todas maneras, los frutos del
tratamiento Sol siguieron presentando una firmeza mayor (10,5 N) que los frutos del
tratamiento Sombra (6 N), mientras que en los frutos de los tratamientos Stretch y
Mylar-D se mantuvieron registrando valores intermedios (8,7 N y 8,2 N) (Figura 3.37

B).
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Figura 3.37. Firmeza (N) de la cara expuesta (CE) de peras Bartlett de los
tratamientos Sol, Stretch, Mylar-D y Sombra. A) al momento de cosecha y B) luego de
13 d de almacenamiento a 20 °C (13 DDC). Los valores representan el promedio +
desviacion estandar (n = 30). Letras distintas representan diferencias significativas en

un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05.
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La CNE de los frutos de todos los tratamientos presentd valores de firmeza
levemente menores a los registrados en la CE. En los tratamientos Sol, Stretch y Mylar-
D se registraron valores superiores (86,6; 86,7 y 89,6 N respectivamente) al de los
frutos del tratamiento Sombra (80,9 N) (Figura 3.38 A).

Luego del almacenamiento durante 13 d a 20 °C se registro una fuerte caida de la
firmeza en la CNE de las peras en todos los tratamientos, de la misma manera que en la
CE de los frutos (Figura 3.38 B). Los tratamientos con mayores niveles de radiacion,
Sol, Stretch y Mylar-D, presentaron valores similares (8,73; 8,73 y 8,14 N) a los
observados en la CE para los mismos tratamiento y superiores al tratamiento Sombra

(6,18 N).
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Figura 3.38. Firmeza (N) de la cara no expuesta (CNE) de peras Bartlett de los
tratamientos Sol, Stretch, Mylar-D y Sombra. A) al momento de cosecha y B) luego de
13 d de almacenamiento a 20 °C (13 DDC). Los valores representan el promedio +
desviacion estandar (n = 30). Letras distintas representan diferencias significativas en
un test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05. Los valores representan las

medias y las barras el desvio estandar.

El efecto de los tratamientos con ambos films sobre la firmeza se verifico en la

zona expuesta, pero no asi en la cara no expuesta de los frutos. En ningin caso se
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observaron diferencias significativas de firmeza entre los frutos del tratamiento Stretch
y Mylar-D, hecho que indicaria que la importancia relativa de la radiacion UVB en el
ablandamiento y metabolismo de pared celular de pera es limitado tanto en condiciones
de alta temperatura de los frutos con alta intensidad de radiacion (CE), como en
situaciones en las que la intensidad de la radiacion y temperaturas de los frutos son mas
bajas (CNE).

Los resultados sugieren que la disminucién en los niveles de 20% de radiacion
en el rango visible provocada por los films Stretch y Mylar-D en condiciones de campo
(Figura 3.32), podria estar involucrada en las diferencias encontradas en los valores de
firmeza de las peras de los tratamientos con film, independientemente de su capacidad

de absorcion en la region UV.
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3.4. Ensayo 4. Efecto de radiacion visible y UVB sobre la eficacia de tratamientos

poscosecha con el inhibidor de la accion del etileno 1-MCP.

3.4.1. Evaluacion de indices de madurez de peras Bartlett tratadas con 1-MCP.

A fin de determinar si las condiciones de luz y temperatura de precosecha podian
afectar la eficacia de tratamientos poscosecha con 1-MCP, se trataron con este producto,
frutos de los tratamientos Sol, Stretch, Mylar-D y Sombra inmediatamente luego de la
cosecha. Los frutos se almacenaron a 20 °C y se evaluaron a los 13 y 23 d la evolucion
del color superficial y de la firmeza.

Estudios previos han demostrado en forma repetida que el 1-MCP retrasa de
manera importante la maduracion de los principales cultivares de pera, incluyendo las
de verano como Bartlett (Baritelle et al., 2001; Trinchero et al., 2004) y de invierno
como d’Anjou (Baritelle er al., 2001; Argenta et al., 2003). El objetivo de nuestro
estudio fue determinar el efecto de los factores precosecha (exposicion solar, radiacion
UVB y PAR) sobre la eficacia de los tratamientos con 1-MCP. En tal sentido, se
presentan solamente los resultados de los frutos tratados con 1-MCP. Los lotes de frutos
que no fueron tratados con 1-MCP en poscosecha no lograron conservarse en
condiciones, y presentaron a los 13 d valores de firmeza inferiores a los requeridos para

su comercializacion.

3.4.1.1. Color de la piel: Luminosidad, chroma y angulo hue

Al momento de la cosecha, los valores de L*, C y 4° fueron mayores en las peras

del tratamiento Sombra que en el resto de los tratamientos (Cuadro 3.9). En las peras
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sombreadas, resulta dificil suponer que existe un “lado expuesto” y otro “no expuesto”,
ya que las peras se desarrollaron a la sombra. Sin embargo, se encontraron ciertas
diferencias en los valores de L* entre ambos lados, probablemente debido a diferencias
en la radiacion difusa recibida a través del canopeo.

El color rojo de las peras Bartlett puede cubrir desde un 5 hasta un 45% de la
cara expuesta de los frutos. Al momento de la cosecha se observo una disminucion de
los valores de /° desde 118° en las peras sombreadas hasta menos de 70° en la cara
expuesta de las peras del tratamiento Sol (Cuadro 3.9). Esta reduccion indica un cambio
de color de la piel desde el verde claro al rojizo debido a las condiciones de luz durante
el periodo de crecimiento. Ademas, la reduccion de los pardmetros L* y C* observada
en la cara expuesta de las peras del tratamiento Sol en comparacion con las del
tratamiento Sombra indicaria un color mas oscuro. Situaciones intermedias se
observaron en los tratamientos Stretch y Mylar-D (Cuadro 3.9). El sol es el que provoca
una mayor opacidad en la piel de los frutos, por este motivo los valores de L* y C*

fueron mayores cuanto menor fue la exposicién del fruto a la radiacion.

El tratamiento con 1-MCP provocd un claro retraso en la madurez de los frutos
conservados 13 d a 20 °C. Ello se vio reflejado principalmente en los altos valores de /°
que indican una coloracion verde. Se continuaron observando diferencias en todos los
parametros (L*, C* y 4°) entre la cara expuesta (CE) y no expuesta (CNE) de los frutos
para las peras de los tratamientos Sol, Stretch y Mylar-D, mientras que en las peras del
tratamiento Sombra los valores no difirieron significativamente entre ambas caras. La
reduccion de los pardmetros L* y C* observada en la CE de las peras del tratamiento
Sol en comparacion con las del Sombra indicaria un color més oscuro. Nuevamente se

observaron situaciones intermedias en los tratamientos Stretch y Mylar-D (Cuadro 3.9).
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Luego de 23 dias de almacenamiento tambien se verificaron diferencias entre la
CE y la CNE en los valores de L* y 4°en las peras de los tratamientos Sol, Stretch y
Mylar-D. Si bien la CNE de los frutos presento tonalidades mas verdes (97 a 101°), los
valores de /4° resultaron menores a las evaluaciones previas indicando un mayor
amarilleamiento de la piel de los frutos, propio de una madurez méas avanzada (Cuadro

3.9).
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Cuadro 3.9. Color de peras Bartlett tratados con 1-MCP bajo diferentes condiciones de

radiacion en precosecha. Los valores de L*, C*y h° corresponden a la cara expuesta

(CE) y no expuesta (CNE) antes del almacenamiento y luego de 13y 23 d a 20 °C.*

Tratamientos L* C* h°
CE CNE CE CNE CE CNE
Sol 404d 64la 31,5d 484a 702d  1175a
Stretch 555¢ 643a 366c 469ab 97,9¢  1174a
Cosecha  Mylar-D 567c  636a 37,7c 466ab 1063b 1185a
Sombra 615b 642a 455b 476ab 1184a 1185a
Sol 535c 692a 353b 509a 729d 1121a
Stretch 58,2 Db 67,6 a 383b 50,7a 90,8b 1135a
13DDC  Mylar-D 58,1 b 68,4 a 389b 498a 86,0c 112,1a
Sombra 67,1a 68,4 a 51,0a 50,8a 1133a 113,1a
Sol 636c 77la 461c 528b 728c 10l6a
Stretch 69,7b  771a 523b 545ab 918b  1002a
23DDC  Mylar-D 696b 77.6a 515b 540ab 887b 99,6a
Sombra 78,5a 78,8 a 56,5 a 56,1 a 97,6 a 975a

% Los valores representan la media + DS (n = 40). Diferentes letras dentro de cada

fraccion (fila) indican diferencias significativas entre los distintos estadios en un test de

Tukey con un nivel de significancias de P < 0,05.

Las diferencias observadas en el color de la piel al momento de cosecha entre los

tratamientos y entre la CE y la CNE, se mantuvieron durante los periodos de

almacenamiento del presente ensayo (13 y 23 d).
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3.4.1.2. Firmeza de las caras expuesta y no expuesta

Luego de 13 d de conservacion a 20 °C, la firmeza de los frutos del tratamiento
Sol tratados con 1-MCP fue mayor al del resto de los tratamientos (Figura 3.39). Se
observaron diferencias entre la CE y CNE de los frutos, siendo la CE la que presento los
valores de firmeza maés altos. Las peras del tratamiento Sombra presentaron la menor
firmeza, mientras que las de los tratamientos Stretch y Mylar-D mostraron valores
intermedios. En ninguno de estos ultimos tres tratamientos se observaron diferencias
significativas entre las CE y CNE, a pesar de que los promedios de firmeza de las CNE

fueron inferiores (Figura 3.39).
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Figura 3.39. Firmeza de la cara expuesta (CE) y no expuesta (CNE) de peras Bartlett
tratadas con 1-MCP bajo diferentes condiciones de radiacion en precosecha, luego de
13 d de almacenamiento a 20 °C. Los valores representan el promedio *+ desviacion
estandar (n = 30). Valores seguidos por distinta letra presentan diferencias

estadisticamente significativas en un test de Tukey con un nivel de significancia de (P <

0,05).
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En la evaluacion realizada a los 23 dias después de la cosecha la respuesta al 1-
MCP fue significativamente diferente entre los tratamientos de luz precosecha (P <
0,05): las peras soleadas tratadas fueron 415 % maés firmes (36 N) que las peras
sombreadas (7 N), y las peras de las peliculas Stretch y Mylar-D, 140 % mas firmes (17
N). Las peras del tratamiento Sombra presentaron valores de firmeza por debajo del
minimo aceptable para el consumo (9-18 N) en ambos casos (Figura 3.40).

El tratamiento Sol fue el Unico en el que se encontraron diferencias significativas
entre los valores de firmeza de las CE y CNE, siempre con firmezas superiores en la CE

de los frutos (Figura 3.40).
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Figura 3.40. Firmeza de la cara expuesta (CE) y no expuesta (CNE) de peras Bartlett
tratadas con 1-MCP bajo diferentes condiciones de radiacion en precosecha, luego de
23 d de almacenamiento a 20 °C. Los valores representan el promedio =+ desviacion
estandar (n = 30).Valores seguidos por distinta letra presentan diferencias

estadisticamente significativas en un test de Tukey con un nivel de significancia de (P <

0,05).
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En el presente experimento se observé que la diferente exposicion de los frutos a
la luz/temperatura en precosecha es una fuente de variabilidad que afecta la eficacia de
los tratamientos poscosecha con 1-MCP. En pera Bartlett esto se visualizo a partir de los
cambios en los indices de madurez entre las zonas expuestas y no expuestas de un
mismo fruto y entre los frutos de los tratamientos Sombra, Sol y los cubiertos con los
films (Mylar-D y Stretch).

La radiacion fotosintéticamente activa junto con temperaturas mas elevadas,
serian los factores precosecha mas relevantes, responsables de los cambios observados
(frutos més firmes a cosecha y luego del almacenamiento a 20 °C y mejor respuesta a
tratamientos con 1-MCP), mientras que el efecto de la radiacibn UVB no seria

significativo.

3.4.2. Metabolismo de pared celular tratadas con 1-MCP

Por altimo, se decidio realizar una caracterizaciéon méas detallada de los cambios
en la pared celular de frutos tratados con 1-MCP y almacenados por 13 6 23 d a 20 °C.
Dado que las diferencias mas marcadas en los indices de madurez se visualizaron en
frutos provenientes de los tratamientos Sol y Sombra, se utilizaron peras de estos

tratamientos para los estudios de pared celular.

3.4.2.1. Solubilizacion, composicion de azucares neutros y despolimerizacion de

fracciones pécticas

El contenido de acidos urdnicos solubles en agua a los 13 DDC en frutos

tratados con 1-MCP fue menor en el tratamiento Sol que en el tratamiento Sombra,
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contrariamente, la proporcion de pectinas solubles en CDTA y Na,COj3 fue mayor en las
peras del tratamiento Sol que en las de la Sombra (Cuadro 3.10).

Luego de 23 DDC, la proporcion de acidos urdénicos solubles en agua aumento al
mismo tiempo que se redujo el contenido de acidos uronicos en la fracciones CDTA y
Na,CO;3 en el tratamiento Sol. En las peras del tratamiento Sombra se observd un
aumento en el contenido de &cidos uronicos de la fraccion soluble en CDTA de manera
conjunta con una reduccién en la fraccion Na,COs, sin observarse modificaciones en la
proporcion de urénicos solubles en agua (Cuadro 3.10).

Si bien al final del almacenamiento los niveles de AU solubles en agua fueron
similares para ambos tratamientos, las peras expuestas al Sol mantuvieron una
proporcion mayor de pectinas asociadas fuertemente a la pared y una menor cantidad de
pectinas solubles en CDTA que las provenientes de frutos del tratamiento Sombra. Este
hecho permite inferir que el tratamiento poscosecha con 1-MCP resulté més eficaz en
los frutos del tratamiento Sol retrasando claramente la solubilizacion de pectinas

respecto a lo ocurrido en frutos sombreados, donde la accion del 1-MCP fue menor.
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Cuadro 3.10. Contenido de dacidos urénicos (g por 100 g fraccion) de pared celular de
peras Bartlett que crecieron en diferentes condiciones de luz (Sol y Sombra), tratadas

con I-MCP y luego de 13 y 23 d de conservacion a 20 °C“.

Sol Sombra
13 DDC 23 DDC 13 DDC 23 DDC
F-Agua 16,3+0,8b 328+09a 32,3+09a 312+12a
F-CDTA 416+14b 36,1+14c 305+1,3d 50,6 +1,7a
F-Na,CO3 349+0,7a 26,1+09b 27,3+0,8b 76+08¢c
F-KOH 1M 5,3+0,9 a 3,6+£0,7b 41+0,1b 6,9+0,1 a
F-KOH 4M 19+05b 1,4+0,4 b 5,705 a 3,710,3 a

% Los valores representan en promedio + DS (n=3). Valores seguidos por distinta letra
dentro de cada fraccion, presentan diferencias estadisticamente significativas en un test

de Tukey con un nivel de significancia de (P < 0,05).

Las pectinas débilmente- (F-Agua), ionicamente- (F-CDTA) y fuertemente- (F-
Na,CO3) unidas resultaron ser especialmente ricas en Ara y en menor medida en otros
azucares tales como Gal, Glc, Xil y Ram (Cuadro 3.11). Luego de 13 DDC a 20 °C, las
peras del tratamiento Sol, presentaron una menor proporcion de Ara en la F-Agua
(20,0%) que los observados en las peras del tratamiento Sombra (40,6 %). Durante el
proceso de maduracion, luego de 23 d de almacenamiento a 20 °C, se observo un

aumento en la solubilizacion de Ara en la F-agua en ambos tratamientos (Cuadro 3.11).
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Cuadro 3.11. Composicion de azucares neutros (mol/100 moles) de las fracciones

pécticas de peras Bartlett bajo diferentes condiciones de luz tratadas con 1-MCP y

luego de 13y 23 d de almacenamiento a 20 °C.

Tratamiento Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

Sol 13d 4.8 29 20,0 12,4 8,2 27,7 24.0

Sombra 13d 3,5 2,2 40,6 9,7 6,4 21,2 16,5
F-Agua

Sol 23d 3,9 1,0 61,9 9,2 2,8 17,4 3,9

Sombra 23d 7,8 3,0 52,3 9,0 - 13,6 14,1

Sol 13d 5,6 1,7 65,5 4.8 - 14,7 7,7

Sombra 13d 59 1,1 61,6 41 3,2 14,6 9,4
F-CDTA

Sol 23d 5,3 1,6 57,7 8,0 2,7 12,7 12,0

Sombra 23d 6,0 1,1 67,5 6,8 15 10,6 6,5

Sol 13d 25 0,3 76,8 1,4 - 17,8 1,1

Sombra 13d 5,4 0,5 77,5 15 - 13,0 21
F-Na,COs3

Sol 23d 5,8 0,6 78,9 25 - 12,2 -

Sombra 23d 55 0,4 81,0 2,7 - 10,4 -

A pesar de las diferencias observadas en la solubilizacion de AU, es importante

destacar que en lo que respecta a la solubilidad de los aztcares neutros en las fracciones

pécticas no se visualizaron importantes diferencias entre los frutos tratados con 1-MCP

provenientes de los tratamientos Sol y Sombra (Cuadro 3.12). Esto sugiere que las

modificaciones que ocurren en las pectinas durante la poscosecha se asocian mas con

cambios en las cadenas principales de RG-I u homogalacturonano (HG) que con las

cadenas laterales, a diferencia de lo que ocurria durante el desarrollo ontogénico

(Capitulo 2).
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Cuadro 3.12. Extractabilidad de azicares neutros (g por 100 g fraccion) de la pared
celular de peras Bartlett en agua, CDTA, Na,CO; KOH IM y 4M, para los
tratamientos con diferente grado de exposicion a la luz solar (Sol y Sombra), tratados

con 1-MCP y luego de 13 y 23 dias de almacenamiento a 20 °C (13 DDCy 23 DDC)™.

Sol Sombra
13 DDC 23 DDC 13 DDC 23 DDC
F-Agua 122+19a 79+05b 148+0,1a 82+08Db
F-CDTA 99+05b 01+0,1c 125+0,7a 10,3+0,5hb
F-Na,CO3 32+04b 156+09a 24+05Db 18,1+1,3a

% Obtenidas luego de restar el contenido de acidos urénicos al total de carbohidratos (ver
materiales y métodos). ® Los valores representan la media = DS (n = 3). Diferentes
letras dentro de cada fraccion (fila) indican diferencias significativas entre los distintos

estadios en un test de Tukey con un nivel de significancias de P > 0,05.

A los 13 y 23 d de almacenamiento no se observaron grandes diferencias en el
tamano de las pectinas solubles en agua entre las peras de los tratamientos Sol y Sombra
con tratamiento de 1-MCP, que mostraron un pico marcado correspondiente a alto peso
molecular conjuntamente con una zona de poliuronidos de bajo peso molecular,

independientemente de las condiciones de luz en precosecha (Figura 3.41).
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Figura 3.41. Perfiles de cromatografia de exclusion molecular (SEC) de la fraccion
soluble en Agua de peras Bartlett tratadas con 1-MCP de los tratamientos: Sol y
Sombra luego de 13 DDC y 23 DDC almacenadas a 20 °C. Fraccionadas con columna

de Sepharose CL-6B. Vy, volumen eluido; Vr, volumen total.

Los poliurénidos solubles en CDTA de los tratamientos Sol y Sombra,
mostraron una leve despolimerizacion durante la conservacion, sin observarse
diferencias entre tratamientos (Figura 3.42), mientras que en las pectinas fuertemente
unidas (F-Na,CO3) no se observaron cambios durante la conservacion ni entre

tratamientos (Figura 3.43).
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Figura 3.42. Perfiles de cromatografia de exclusion molecular (SEC) de la fraccion
soluble en CDTA de peras Bartlett tratadas con 1I-MCP de los tratamientos: Sol y
Sombra luego de 13 DDC y 23 DDC almacenadas a 20 °C. Fraccionadas con columna

de Sepharose CL-2B. Vy, volumen muerto; Vy, volumen total.
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Figura 3.43. Perfiles de cromatografia de exclusion molecular (SEC) de la fraccion
soluble en Na;COj; de peras Bartlett tratadas con I-MCP de los tratamientos: Sol y
Sombra luego de 13 DDC y 23 DDC almacenadas a 20 °C. Fraccionadas con columna

de Sepharose CL-2B. Vy, volumen muerto; Vy, volumen total.

3.4.2.2. Solubilizacion, composicion de azucares neutros y despolimerizacion de los

glicanos de entrecruzamiento

Los niveles de AN en la fraccion de glicanos de entrecruzamiento mas
débilmente asociados (solubilizados por KOH 1 M) no evidenciaron cambios durante el
almacenamiento ni entre los tratamientos estudiados (Sol y Sombra). En cambio, la
fraccion rica en xiloglucanos mostrd al final del almacenamiento menores niveles de

AN en los frutos provenientes de zonas sombreadas (Cuadro 3.13).
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Cuadro 3.13. Extractabilidad de azicares neutros (g por 100 g fraccion) de la pared
celular de peras Bartlett en agua, KOH IM y 4M, para los tratamientos con diferente
grado de exposicion a la luz solar (Sol y Sombra), tratados con 1-MCP y luego de 13 y

23 d de almacenamiento a 20 °C (13 DDC y 23 DDC)*".

Sol Sombra
13 DDC 23 DDC 13 DDC 23 DDC
F-KOH 1M 330+11a 304+09a 315+0,7a 274+04Db
F-KOH 4M 41,6 +0,9ab 46,0+0,3a 388+1,1b 36,0+0,6Db

% Obtenidas luego de restar el contenido de acidos urénicos al total de carbohidratos (ver
materiales y métodos). ° Los valores representan la media + DS (n = 3). Diferentes
letras dentro de cada fraccién (fila) indican diferencias significativas entre los distintos

estadios en un test de Tukey con un nivel de significancias de P > 0,05.

Los azucares neutros en la fraccion soluble en KOH 1 M mostraron cambios
irregulares tanto entre tratamientos como durante el almacenamiento. En el caso de la
fraccion soluble en KOH 4 M se visualizd una clara disminucién en la proporcién de
Ara con un incremento relativo en los niveles de Xil aunque sin diferencias entre los

tratamientos (Cuadro 3.14).
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Cuadro_3.14. Composicion de azicares neutros (mol/100 moles) de la matriz de
glicanos de peras Bartlett bajo diferentes condiciones de luz, tratadas con 1-MCP y

luego de 13 y 23 d de almacenamiento a 20 °C.

Tratamiento Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

Sol 13d 2,7 0,7 52,0 12,5 - 9,6 22,6
F-KOH 1M  Sombra 13d 1,2 2,0 14,8 47,6 6,6 7,4 20,4
Sol 23d 3,2 1,9 37,4 24,4 3,7 12,6 16,8

Sombra 23d 3,3 1,4 50,4 22,6 2,1 9,0 11,2

Sol 13d 1,2 5,0 15,0 26,9 53 13,7 32,9

Sombra 13d 2,9 1,9 44,3 24,9 4,6 14,0 7,3
F-KOH 4M

Sol 23d 1,2 4,4 8,8 36,0 6,0 12,2 32,4

Sombra 23d 3,9 1,1 8,3 45,2 7,3 9,8 24,4

A los 13 dias de almacenamiento los frutos tratados con 1-MCP de la F-KOH 1
M mostraron una matriz de glicanos con un pico marcado correspondiente a alto peso
molecular conjuntamente con una zona de glicanos de bajo peso molecular,
independientemente de las condiciones de luz en precosecha y del el estado de madurez
(Figura 3.44).

Luego de 23 d de almacenamiento, el proceso de despolimerizacion progresé en
los frutos de ambos tratamientos, pero la fruta del tratamiento Sol mostré una mayor
proporcién de la matriz de glicanos en la zona de alto peso molecular que la del

tratamiento Sombra (Figura 3.44).
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Figura 3.44. Perfiles de cromatografia de exclusion molecular (SEC) de la fraccion
soluble en KOH IM de peras Bartlett tratadas con I-MCP de los tratamientos: Sol y
Sombra luego de 13 DDC y 23 DDC almacenadas a 20 °C. Fraccionadas con columna

de Sepharose CL-6B. Vy, volumen eluido; V, volumen total.

A los 13 d de almacenamiento los frutos tratados con 1-MCP de la F-KOH 4 M
del tratamiento Sombra, mostraron una matriz de glicanos con un pico marcado
correspondiente a alto peso molecular conjuntamente con una zona de glicanos de peso
molecular medio (Figura 3.45). Luego de 23 d de conservacién se observo en las peras
del tratamiento Sol una mayor proporcion de glicanos de entrecruzamiento de mayor

peso molecular que la fruta del tratamiento Sombra (Figura 3.45).
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soluble en KOH 4M de peras Bartlett tratadas con 1-MCP de los tratamientos: Sol y
Sombra luego de 13 DDC y 23 DDC almacenadas a 20 °C. Fraccionadas con columna

de Sepharose CL-6B. V), volumen eluido; Vr, volumen total.

Los resultados del presente ensayo permiten concluir que las condiciones de
cultivo poseen una importante influencia sobre la eficacia de los tratamientos con 1-
MCP. Las mejores respuestas se observan en los frutos provenientes de posiciones
soleadas dentro de la copa del &rbol. En contraposicion los frutos ubicados en zonas
sombreadas mostraron la menor retencion de firmeza. Con respecto a los frutos
provenientes de los tratamientos con peliculas los resultados sugieren que los efectos de
la radiacién UVB en la firmeza no son importantes. Por el contrario, mas alla de la
influencia de la temperatura que ya ha sido descrita en numerosas oportunidades, se
visualiza que la reduccién de la radiacion en el rango del visible posee un efecto

negativo sobre la firmeza.



Capitulo 4. DISCUSION

4.1. El ablandamiento y cambio de color de peras Bartlett en el arbol proceden “in
planta” con una elevada produccion de etileno, aunque ocurren mas lentamente que

en el caso de frutos cosechados y madurados “ex planta”.

La temperatura del aire, es uno de los principales factores que afectan el
crecimiento y desarrollo de las peras Bartlett (Rodriguez y Sé&nchez, 2011). En
temporadas en la que la temperatura media de aire no es 6ptima, se llega al momento de
cosecha con frutos que si bien presentan madurez fisiol6gica, no alcanzan el tamafio
minimo requerido. Esto provoca un retraso de la cosecha y del avance del proceso de
madurez en planta, recolectandose los frutos con un calibre adecuado, pero con un
menor potencial de conservacion (Pro Rio Negro, 2010). A esto se suma que la cosecha
comercial de esta variedad se realiza por pasadas que estan determinadas no solamente
por los tamafios minimos comerciales sino por la disponibilidad de contenedores y por
la capacidad de procesamiento y almacenamiento de los galpones de empaque. De este
modo, el periodo de recoleccion se extiende por mas de 3 a 4 semanas.

Si bien las peras de cosecha temprana suelen evolucionar lentamente, cuando
son maduradas en forma apropiada se obtienen frutos con excelente calidad
organoléptica. Se han desarrollado numerosos protocolos para inducir la maduracion de
las diferentes variedades de pera, que incluyen tratamiento de almacenamiento a baja
temperatura o la exposicion a atmosferas enriquecidas en etileno (Kondo y Takano,
2000; Villalobos-Acuiia y Mitcham, 2008). Contrariamente, se ha descripto que el
retraso excesivo de la cosecha puede resultar en cambios indeseables desde el punto de

vista de la calidad (Murayama et al., 1998). A partir de estas observaciones en un
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primer ensayo se decidio caracterizar la maduracion de peras Bartlett en el arbol durante
todo su desarrollo. Se analizaron con mas detenimiento los estadios desde la llegada a la
madurez fisioldgica, que fueron iniciados en una etapa de maduracion temprana (MT;
119 DPA) pasando por un estado de madurez intermedia (MM; 147 DPA) hasta un
periodo de sobre-madurez (SM; 161 DPA). La maduracion de peras cosechadas en
estados tempranos suele ser lenta y esto mas alla de deberse simplemente a un menor
grado de maduracion inicial, se asocia con una menor capacidad de produccién de
etileno (Hershkovitz et al., 2009). La exposicion de las peras a temperaturas mas bajas,
ya sea que estén unidas o separadas de la planta, acelera la produccién de etileno
asociada al pico climatérico (Wang et al., 1971). Agar et al., (1999) determinaron que
peras Bartlett provenientes de zonas de cultivo con temperaturas mas bajas antes de la
cosecha y/o de cosecha mas tardia, presentaron tasas de produccién de etileno mas altas
durante la maduracion, lo que se tradujo en una diferencia en su habilidad para madurar.
Gomila et al. (2011) determinaron que el pico de etileno aument6 conforme avanzé la
madurez de los frutos en la planta. Asimismo, se ha informado que el almacenamiento
poscosecha a bajas temperaturas por periodos variables (14-21 d) y los tratamientos con
etileno pueden activar enzimas asociadas con su propia biosintesis incrementando la
tasa de maduracién (Gerasopoulos y Richardson 1997; Agar et al., 2000; Fonseca et al.,
2005).

En el presente trabajo sobre los frutos madurados en planta el color de la piel y
la firmeza evolucionaron mostrando un cambio hacia el amarillo y una reduccion
progresiva de la resistencia a la penetracion (Figuras 3.2, 3.3 y 3.4, paginas 61, 62 y 63).
Al llegar al ultimo estadio de madurez (SM) la firmeza fue de 45 N, lo que representa
un valor aan superior al requerido para consumo. Las peras cosechadas en la primera

fecha y mantenidas a temperatura ambiente para esta fecha se encontraban fuera de
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madurez comercial (datos no mostrados). Esto indica que mas alla de la diferente
habilidad poscosecha de las peras para madurar en funcion del momento en el que se
separan de la planta madre, la permanencia en el arbol produce una maduracion mas
lenta (Murayama et al., 1998, 2006). Al igual que para explicar las dificultades que
suelen presentar las peras europeas para completar su madurez una vez cosechadas, se
ha sugerido que el retraso observado en frutos mantenidos en planta respecto a los
cosechados podria deberse a una baja capacidad para sintetizar etileno (Mitchell, 1990).
Algunos resultados experimentales apoyan esta posibilidad, observando que la
produccion de etileno durante la permanencia de los frutos asociados al arbol fue muy
baja Hiwasa et al. (2003) y Murayama et al. (1998; 2006). Por su parte, el anillado del
pedinculo por encima de la zona de abscision permitié recuperar parcialmente la
produccion de etileno y la maduracion normal (Murayama et al., 2006). Si bien esto
podria llevar a sugerir que la maduracién lenta de los frutos en el arbol resulta de la baja
produccion de etileno, la evidencia es sélo correlativa y no permite descartar otras
posibilidades. En el presente trabajo, la produccion de etileno de los frutos madurados
en planta (Figura 3.1, pagina 60) fue similar a la informada durante el climaterio de
peras ex planta y con un periodo de conservacion en frio (Calvo, 2008) y muy superior a
la descripta en estudios previos (Murayama et al., 1998; 2006; Hiwasa et al., 2003).

Si bien resultarian de interés algunos estudios complementarios que intenten
identificar los factores que contribuyen a la reduccion en la velocidad de maduracion de
peras mantenidas en el arbol, los resultados indican que la baja produccidon de etileno no

es necesaria para este retraso.
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4.2. La maduracién de los frutos de pera Bartlett en el arbol hasta etapas avanzadas
provoca una reduccién del contenido de jugo libre y de la percepcién de la jugosidad

al momento de consumo.

La madurez al momento de la cosecha es de gran importancia, ya que determina
la forma en que los frutos deberan ser manipulados, transportados y comercializados, asi
como su potencial de conservacion y almacenamiento (Kader, 1999). Los frutos
climatéricos como las peras, pueden recolectarse luego de que alcancen su madurez
fisioldgica, aln cuando todavia estan inmaduros desde el punto de vista organoléptico y
obtener posteriormente las cualidades adecuadas (Wills et al., 1981). La cosecha de
frutos con un estado de madurez 6ptimo permite que estos lleguen al consumidor con
las mejores condiciones de textura y sabor posibles para el cultivar (Herrero y Guardia,
1992). Para determinar el momento de cosecha se emplean diferentes indices de
madurez; a su vez, el relevamiento de las caracteristicas sensoriales de los frutos (si bien
no es un andlisis de rutina), ha resultado ser una herramienta fundamental para
determinar los cambios en la calidad organoléptica de peras durante la maduracion
luego de un periodo de conservacion en frio (Raffo et al., 2011). Las peras Bartlett
presentan una pulpa firme y &cida en un inicio, pero a la madurez se caracteriza por una
textura blanda y mantecosa, sabor dulce y muy aromatica. La definicion de una textura
mantecosa, término que se utiliza especificamente para caracterizar a las peras, es
considerada por los paneles de degustacion en funcion de varios atributos de textura a
saber: la granulosidad o rugosidad, la jugosidad y las sensaciones de fusion o facilidad
de disolucion.

Los frutos del Gltimo estadio de madurez (SM, 161 DPA) mas alld de mostrar

una elevada produccion de etileno, cambios en el color de la piel y una disminucion en
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la firmeza, no desarrollaron la textura jugosa y mantecosa, caracteristica de la variedad
(Figura 3.6, pagina 65). Crisosto y Labavitch (2002), demostraron que la determinacion
de jugo libre en frutos es una medicidn cuantitativa precisa y sensible que permite
detectar pequefios cambios en la harinosidad en duraznos con dafio por frio. En el caso
de las peras tambien se observo que el retraso en la cosecha resultd en una reduccién el
contenido de jugo libre respecto de frutos cosechados en estadios previos y madurados
fuera de planta (Figura 3.5, pagina 64). A los 147 DPA si bien la cantidad de jugo libre
medida fue similar al de la fecha previa, la percepcion de jugosidad por parte del panel
fue algo menor (Figuras 3.5 y 3.6, paginas 64 y 65). Esto es coincidente con trabajos
anteriores (Murayama et al., 1998) y se ha detectado también luego de largos periodos
de conservacion en frio (Dawson, 1992; Murayama et al., 2002). Terasaki et al. (2006),
determinaron cambios en la elasticidad de los tejidos de frutos harinosos, mediante
mediciones no destructivas con vibrometro que posiblemente no son detectados con
mediciones de penetrometria tradicionales. EI desarrollo de metodologias no
destructivas para poder detectar problemas de harinosidad incipiente resultaria de gran
utilidad. De todos modos, los panelistas entrenados tuvieron la capacidad de detectar la
textura harinosa en duraznos antes de que se manifiesten los sintomas visuales (Crisosto
y Labavitch, 2002). Por lo tanto, el anlisis sensorial resulta una herramienta importante
a la hora de caracterizar los frutos organolépticamente, para complementar las
determinaciones instrumentales que pueden en ciertos casos ser insuficientes.

En el caso de pera Bartlett la maduracion en planta hasta estadios tardios puede
resultar en frutos que muestran una reduccion de la firmeza pero que presentan

anomalias texturales vinculadas con la harinosidad y falta de jugosidad.
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4.3. La pérdida de jugosidad de peras Bartlett maduradas en el arbol por periodos
prolongados se asocia con una serie de cambios inusuales en la degradacién de la

pared celular.

Como se describio anteriormente, los cambios texturales en los productos fruti-
horticolas estan relacionados con diferentes modificaciones desde el punto de vista
fisiolégico que pueden incluir cambios en el equilibrio hidrico de los tejidos, la
biosintesis de polimeros fendlicos o la degradacion de polisacéaridos de pared celular. A
fin de avanzar en la comprension de los factores involucrados en el menor desarrollo de
jugosidad de frutos de pera Bartlett madurados en el arbol se caracterizé la composicién
de la pared de los frutos en tres estados de maduracion (temprano MT, medio MM y
tardio MT). EIl contenido total de residuos insolubles en alcohol (AIR) que representa
mayoritariamente a la pared celular y probablemente algo de almidoén, disminuyé entre
los estadios de madurez temprana (MT) y madurez media (MM) (Figura 3.7, pagina
66). Esta reduccion es un hecho comun observado durante el proceso de maduracion de
los frutos, que resulta de los cambios en el volumen de pared, el crecimiento de los
frutos y también de la degradacion de almidon (Chen y Mellenthine, 1981).
Llamativamente no se observaron cambios en el contenido de AIR entre los frutos MM
y SM, a pesar de ocurrir entre estos dos estadios un importante descenso de la firmeza.
No obstante esta es una determinacién muy grosera, que en el caso de peras puede
particularmente presentar variacion por la presencia de células pétreas, con paredes
gruesas y altamente lignificadas (Jermyn y Isherwood, 1956). Dado que el tamafio de
los frutos continGa incrementandose, la constancia en los niveles de AIR por kg de
frutos sugiere que la biosintesis de pared prosigue hasta estadios avanzados de la

maduracion en planta.
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A fin de poder realizar un estudio mas exhaustivo de las paredes celulares de los
frutos en diferentes estados de madurez en planta, es posible fraccionar a los principales
grupos de polisacaridos para evaluar asi su solubilidad diferencial y posteriormente la
distribucion de tamafio molecular y composicién (Brummell y Harpster, 2001). Como
ya se ha descrito en varios frutos durante la madurez, se observé que la solubilizacion
de pectinas en agua aument6 entre los estadios MT y MM (Figura 3.8, pagina 67)
(Brummell, 2006). Una acumulacién de poliurénidos solubles en agua junto con una
reduccion de pectinas insolubles fue previamente determinada en peras que maduraron
en planta (Ben-Aire y Sonego, 1979; Yoshioka et al., 1992). Llamativamente las
pectinas solubles en agua disminuyeron luego del estadio MM; es asi como los frutos
que permanecieron en la planta hasta los 161 DPA (SM) y desarrollaron una textura
anormal, mostraron un menor contenido de &cidos urdnicos solubles en agua que las
peras del estadio de MM, e incluso que las del estadio de MT. Esto coincide con
algunos estudios previos que analizaron el desarrollo de problemas texturales en pera
luego del almacenamiento. Asi Murayama et al. (1998; 2002) describieron que peras
almacenadas que desarrollaron textura anormal presentaron un menor contenido de
poliurénidos solubles en agua que frutos con textura jugosa y fundente (Murayama et
al., 1998; 2002). En nuestro estudio el contenido de &cidos urdnicos solubles en
carbonato de sodio y KOH 1M de los frutos que maduraron en planta, aument6 hasta el
estadio de madurez media, pero no presentd cambios posteriores (Figura 3.8, pagina
67), lo que difiere de estudios realizados en frutos que maduraron fuera de la planta, en
los que las pectinas fuertemente unidas a la pared presentaron una disminucion
importante, en consonancia con el desarrollo de la textura normal (Murayama et al.,
1998; 2006; Zhou et al., 2011). Estos resultados sugieren que la menor solubilizacién de

las pectinas extraidas con agua y Na,COs, observada durante el proceso de maduracion
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de las peras en planta podria estar relacionada a un desarrollo de textura harinosa. De
todas maneras, la solubilizacion de las pectinas entre los estadios MM y SM, no fue
completamente detenida. De hecho, se observé un aumento marcado en la F-CDTA, que
seguramente se produjo por la insolubilizacion de los poliurdnidos solubles en agua
(Figura 3.8, pagina 67). Se ha informado que el grado de esterificacion de las pectinas
decrece durante la maduracién de las peras (Yoshioka et al., 1992). La formacién de
sitios de unidn de calcio, por desmetilacion de poliurénidos mediada por la enzima
pectin metilesterasa (PME), junto con el mantenimiento de un tamafio molecular
adecuado, podria permitir la formacion de puentes idnicos con calcio, y estar implicados
en los cambios observados. Esto seria de interés para posteriores estudios.

Con respecto a los cambios en los diferentes azlcares que constituyen las
fracciones extraidas entre los dos estadios iniciales (MT y MM), se observé una
importante solubilizacion de Ara que luego procedié de manera mas lenta, a diferencia
de lo observado en la Gal, que aumenté a un mismo ritmo durante el proceso de
maduracion de las peras en el arbol (Cuadro 3.1, pagina 69). Una caracteristica comun
en los cambios en la pared celular (PC) de los frutos, durante el proceso de maduracion,
es la hidrolisis de las cadenas laterales ricas en Ara y Gal (Gross y Sams, 1984). En
estudios previos, se identificaron en peras Bartlett ramnogalacturonanos de tipo | (RG-1)
altamente ramificados con cadenas laterales ricas en Ara (Dick y Labavitch, 1989).
También se observo que los RG-I se degradan durante la maduracién de las peras, con
una pérdida inicial importante de Ara (Dick y Labavitch, 1989). Nuestros resultados
mostraron que durante el proceso de maduracion de peras Bartlett, la Ara fue el azlcar
neutro de la pared celular més dindmico. Ahmed y Labavitch (1980) encontraron
pérdidas sustanciales de acido galacturénico y Ara durante la maduracién de peras

Bartlett. Dichas pérdidas aumentan la porosidad de la pared celular que inicialmente es
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baja y podrian ser un factor limitante en el acceso de las hidrolasas a los glicanos de la
PC (Baron-Epel et al., 1988). Del andlisis de todas las fracciones, se observa que la
solubilizacion de la Ara se produjo marcadamente entre los estadios MT y MM, lo que
sugiere que estaria relacionada, al menos en parte, con material asociado con el residuo
no extraible con KOH 4M. La pérdida de cadenas laterales de los RG-lI es un
componente importante de los cambios que afectan la firmeza de los frutos y también de
sus propiedades texturales (Brummell, 2006) y resulta posible hipotetizar que la menor
remocion de Ara observada entre los dos ultimos estadios de madurez (MM y SM)
podria redundar en pectinas mas ramificadas disminuyendo el acceso de las enzimas
hidroliticas cuya accion suele ser mas importante en estados avanzados de desarrollo y
afectar la evolucion de la textura tipica de las peras.

Se sabe que la despolimerizacion de las pectinas tiene consecuencias
importantes sobre la adhesion célula-célula, aunque la contribucion de este proceso
varia segun el fruto considerado (Brummell, 2006). Si bien la disminucién del tamafio
molecular en peras no es tan drastica como en otras especies, Ahmed y Labavitch
(1980) informaron que el peso molecular del homogalacturonano (HGA) decrece
durante la maduracion de peras. Asimismo, en peras Red Bartlett se observo una
despolimerizacién de los poliurdnidos solubles en agua durante el almacenamiento
(Yoshioka et al., 1992). En cambio, en el presente estudio, no se observé
despolimerizacién ni en los poliurénidos solubles en agua ni en los solubles en
carbonato; en cambio, se observé que los solubles en CDTA sufrieron una cierta
despolimerizacidn, solamente entre los dos primeros estadios (MT y MM) (Figura 3.10,
pagina 71). Por lo tanto, la despolimerizacion limitada de las pectinas observada en el
presente ensayo, cuando los frutos maduraron en la planta, es al menos inusual ya que

se ha demostrado que la hidrdlisis de poliurénidos es un evento tardio de la maduracion
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de muchos frutos, incluidas las peras (Hiwasa et al., 2004; Brummell, 2006). Una
menor despolimerizacion de pectinas fue relacionada con una textura inferior luego de
una larga conservacion en peras Marguerite y La France (Murayama et al., 2006), al
igual que lo observado en el presente estudio para el estadio SM. La despolimerizacion
de las pectinas en peras en almacenamiento, fue correlacionada positivamente con la
actividad de la poligalacturonasa (PG) (Yoshioka et al., 1992). Fonseca et al. (2005)
también encontraron que los factores quimicos o fisicos que reducen la resistencia a
madurar de las peras (etileno o frio), inducen la expresion de varias proteinas de
degradacién celular incluidas la poligalacturonasa y la expansina. Los patrones de
acumulacion de la transcripcion de los genes de las enzimas de despolimerizacion de las
pectinas como la poligalacturonasa (PcPG1 y PcPG3), mostraron una buena asociacion
con el ablandamiento de peras madurando en y fuera de las plantas (Murayama et al.,
2006). Asimismo, la préctica de anillado por sobre la zona de abscision de los frutos,
resulté en un aumento de la expresion de los genes de la PG anteriormente mencionados
y una recuperacion parcial de la solubilizacion de la pared celular, sin embargo, los
cambios en el tamafio molecular de los poliurénidos no fueron directamente estudiados.
Por otra parte, Murayama et al. (2006) sugirieron que la despolimerizacion de las
pectinas por la accién de la PG estaria asociada no sélo al ablandamiento durante los
estadios finales, sino también al desarrollo de una textura fundente (melting). A partir de
los resultados hallados en nuestro estudio se podria hipotetizar que la menor remocion
de Ara de los RG-I observada podria haber reducido la accesibilidad de las enzimas
intervinientes en la despolimerizacion de las pectinas. Hiwasa et al. (2004) concluyeron
que para obtener una textura suave y fundente en peras europeas como La France, se
requiere tanto de la degradacién de las pectinas como de los glicanos entrelazantes. En

el mismo sentido, Murayama et al. (2006) determinaron que el grado de
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despolimerizacion de hemicelulosas en peras La France y Marguerite Marillat fue
mayor luego de un periodo de conservacion corto que de uno largo y que esta
disminucion en la despolimerizacion de los glicanos resultd en una textura inferior de
los frutos. En las peras maduradas en planta, la despolimerizacion y solubilizacion de
los glicanos entrelazantes fuertemente unidos (F-KOH 4M) ocurrid principalmente en la
fase intermedia, aunque algunos glicanos derivados de la celulosa se solubilizaron en el
estadio de SM (Figura 3.11, p4gina72).

Los resultados sugieren que la pérdida de firmeza acompafiada de un desarrollo
de textura harinosa en frutos de pera Bartlett madurados en arbol se asocia con un
desequilibrio en la degradacién de pectinas, que incluye una menor despolimerizacion
de manera conjunta con una menor remocion de Ara de los RG-l1 y/u otras

modificaciones que aumentan las interacciones ionicas.
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4.4. La piel de frutos de pera Bartlett muestra sustanciales diferencias en términos de
contenido y composicién de pared celular respecto a la pulpa. La insolubilizacion de
pectinas observada en la pulpa de frutos cosechados en estado de madurez tardio no

se observa en la piel.

Varios estudios han mostrado que desde el punto de vista de la fisiologia de
maduracién y actividad metabdlica existen claras diferencias entre la piel y la zona
carpelar de los frutos. En ensayos en los que se midi6 la produccion de etileno de
diferentes tejidos en manzanas de la variedad Fuji, Rudell et al. (2000) determinaron
una mayor tasa de produccion de etileno en el tejido carpelar que en el cortical (pulpa) y
en la piel, especialmente antes del climaterio, que indicaria que el evento de maduracién
se inicia dentro la zona interna de los frutos. Ademas, a pesar de que la piel presento
una tasa significativamente mas alta de respiracion que los otros tejidos, tuvo una tasa
baja de produccién de etileno.

El andlisis de la pared celular de la piel de los frutos se realiz6 con el objetivo de
determinar si en este tejido se observaban las mismas anomalias que en la pulpa de los
frutos cuando maduran en planta. Ademéas como es sabido, la piel de los frutos es la
barrera inicial contra el ataque de patdgenos y muchos de los cambios que ocurren en la
pared celular durante el proceso de maduracion pueden afectar la respuesta de las
plantas frente a un amplio rango de patégenos (Ellis et al., 2002; Vogel et al., 2002,
2004; Vorwerk et al., 2004).

Se observo que el rendimiento de AIR de la piel fue tres veces mayor al de la
pulpa (Figura 3.13, pagina 75), lo que coincide con lo descrito en otros frutos (Renard y
Ginies, 2009). Carpita y McCann (2000) sefialan que las células epidérmicas suelen

presentar un engrosamiento de la pared celular del lado que estd en contacto con el
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ambiente externo mas alld de la cuticula y de ceras epicuticulares, por lo que es
esperable que los tejidos de la piel presenten un mayor rendimiento de AIR.

Durante la maduracion en planta se observo en la piel de las peras (a diferencia
de lo ocurrido en la pulpa), un aumento en la proporcion de pectinas solubles en agua de
manera conjunta con una disminucion de las solubles en Na,CO; (Figura 3.14, pagina
76), hecho que como se indico anteriormente, ocurre durante el proceso de maduracion
normal de numerosos frutos (Redgwell et al., 1992; Huber y O Donoghue 1993;
Brumell y Labavitch 1997; Wakabayashi et al., 2000).

En las fracciones pécticas ionica y covalentemente unidas de la piel se observo
una relacion entre azlcares neutros y acidos urénicos mucho menor que en la pulpa
(Figura 3.16, pagina 78), que sugiere que las pectinas de la piel presentarian menos
ramificaciones o que tendrian mayores proporciones de HG. Renard y Ginies (2009)
determinaron en la pared celular de la piel de ciruelas Golden Japan, una mayor riqueza
de HG con respecto a RG que en la pulpa y una menor importancia relativa de las
cadenas laterales (compuestas por azlcares neutros) respecto a las cadenas principales
de RG en la fraccién Na,COs. El grado de ramificacion de los poliurdnidos permite
también estimar su capacidad de interaccion con otros polimeros, es asi como Batisse et
al. (1996) encontraron en cerezas una menor relacion AN/AU en cultivares blandos
respecto a cultivares crocantes.

En la piel, los AN estuvieron mayoritariamente distribuidos en las F-KOH 4M y
1M de la pared, mientras que en la pulpa las fracciones con mayor contenido de AN
fueron la F-Agua y F-CDTA (Figura 3.15, pagina 77). La presencia de menos
ramificaciones de azlcares neutros en las pectinas de la piel podria redundar en una
estructura de pared mas compacta, lo que concuerda con la funcién de proteccion de la

piel de los frutos. Asimismo, al analizar la composicion de azucares neutros, se observd
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una mayor proporcion de Xil y Glc en la piel (Cuadro 3.4, pagina 80), respecto a lo
registrado en la pulpa (Cuadro 3.2, pagina 70), lo que confirma una mayor proporcion
de glicanos entrelazantes en la piel que en la pulpa. Se sabe que el rol principal de los
glicanos entrelazantes es el de inmovilizar las microfibrillas de celulosa, reforzando de
esta manera a la pared celular (Scheller y Ulvskov, 2010). El rol de las hemicelulosas en
esta zona seria importante para el mantenimiento de la rigidez estructural. En peras
Blanquilla (Martin-Carbejas et al. 1994) y Conference (Jermyn e Isherwood, 1956) el
mayor contenido de Xil y Glc en la piel respecto de la pulpa, se explicé por la
abundancia de esclereidas lignificadas que se ubican en las capas sub-epidérmicas, en
las que la matriz de celulosa y hemicelulosas posee una mayor importancia relativa que
las pectinas.

Con respecto a los cambios en la medida que progreso6 la maduracion, en la piel,
se observé una ligera despolimerizacion de las pectinas fuertemente unidas que ocurrié
al final del proceso de maduracién (Figura 3.17, pagina 81), siguiendo el patron normal
de maduracion observado en numerosos frutos (Brummell, 2006). Contrariamente a lo
registrado en la pulpa, en la piel de las peras no se observo despolimerizacion de
glicanos entrelazantes (Figura 3.18, pagina 82). Los resultados muestran que la piel y
pulpa difieren no s6lo en su estructura (lo cual es esperable), sino ademas en su
desensamblaje. La menor degradacion de glicanos entrcruzantes antes mencionada,
podria estar relacionada con la funcion protectora de la piel. Otra alternativa es que la
expansion mas marcada de las células del parénquima de la pulpa requiera un
metabolismo maés activo de la matriz de celulosa y glicanos de entrecruzamiento. Las
pectinas de piel mostraron una menor abundancia relativa asi como un menor grado de
ramificacion que las de pulpa. Por otra parte, la reduccion en la solubilizacion de

pectinas observada en la pulpa en estados tardios no ocurre en la piel. Dado que la
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remocion de cadenas laterales de RG-1 es un cambio mucho méas prominente en la
pulpa, es posible que esto se traduzca en la menor alteracion en el desensamblaje de

pared de los tejidos externos al cosechar los frutos tardiamente.
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4.5. La posicion y la orientacion de las peras dentro del canopeo pueden determinar
diferencias de temperatura de frutos de mas de 10 °C y una reduccion de radiacion

interceptada del 90%.

En el ensayo anterior (3.1) pudimos avanzar en la identificacion de cambios en
la pared celular que se asocian con el desarrollo de frutos con textura anormal cuando
maduran en planta. Asimismo, las anomalias en el desensamblaje de pectinas parecieron
estar confinadas a la pulpa mientras que la piel, naturalmente menos rica en
poliurénidos y con menor ramificacion, mostré al menos cambios mas usuales respecto
a estudios previos en otras especies frutales. Otro factor que afecta marcadamente la
calidad y el comportamiento poscosecha de los frutos es la exposicion solar (Ferguson,
et al., 1999; Kays, 1999; Wolf et al., 1999; Mattheis y Fellman, 1999; Wolf y Ferguson,
2000; Murray et al., 2005). Asi, existen numerosos estudios mostrando que los frutos
mas expuestos del canopeo pueden sufrir dafios como el asoleado (Wade et al., 1993;
Doods et al., 1997; Yuri, et al., 2000b; Schrader et al., 2001; Raffo e Iglesias, 2004). De
todos modos, en condiciones en las que no ocurre dafio, se ha mostrado que la buena
iluminacién favorece el desarrollo de frutos con mayores niveles de azlcares y
antioxidantes como el acido ascérbico (Woolf y Ferguson, 2000; Lee y Kader, 2000).
Una mayor exposicion solar puede afectar también el contenido de pigmentos (Lewallen
y Marini 2003; Murray et al. 2005; Solovchenko et al., 2006). Por el contrario, los
frutos ubicados en zonas sombreadas muestran en muchos casos una calidad inferior y
un peor comportamiento durante el almacenamiento (Proctor y Lougheed, 1976;
Ferguson et al., 1999; Awad et al., 2001; Reay y Lancaster, 2001). Estos efectos se

asocian tanto con diferencias de temperatura como de la radiacion total interceptada. El
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grado en el que éstas se manifiestan depende del modo de conduccidn utilizado y de las
condiciones climéticas de la zona de produccion.

A fin de evaluar esto en el caso de las peras Bartlett producidas en al Alto Valle
de Rio Negro, se determino la temperatura y la radiacion PAR en frutos ubicados en la
cara norte del arbol y con exposicion a la luz solar directa (tratamiento Sol) y en frutos
localizados en el interior del canopeo en la seccidn sur de los arboles (tratamiento
Sombra). La seccion sur de las plantas, lugar que corresponde al ambiente donde se
desarrollaron las peras del tratamiento Sombra, recibi6 en promedio un 90% menos de
radiaciéon PAR que la norte (Figura 3.19, pagina 84). En cuanto a la temperatura, se
registrd un gradiente entre la pulpa de la cara expuesta (CE) y no expuesta (CNE) de los
frutos del tratamientos Sol, que alcanz6 los 12 °C en las horas mas célidas de un dia sin
nubosidad y con temperaturas de aire elevadas (34 °C) y de 4,5 °C en un dia menos
calido (23 °C) (Figura 3.24, pagina 89).

En general, las diferencias observadas en el presente ensayo entre la temperatura
del aire y los frutos, se produjeron en periodos cortos del dia, entre las 10y las 16 h'y en
frutos expuestos a la radiacion (Figuras 3.21 y 3.33, paginas 86 y 107). De manera
similar, Saudreau et al. (2009) comprobaron en manzanas que las maximas
temperaturas de frutos se produjeron entre las 11 y las 16 h. En varios estudios, se
determind que las diferencias de temperatura observadas en los frutos entre las caras
expuestas y no expuestas a la radiacion podian alcanzar 10-15 °C (Woolf et al., 2000).
Este hecho fue observado en diferentes frutos: paltas (Woolf, et al., 1999), manzanas
(Parchomchuk y Meheriuk, 1996; Ferguson et al., 1998; Raffo e Iglesias, 2004) y
tomates (Schroeder, 1965), y ocurre con mayor frecuencia en zonas templadas con
climas secos. En manzanas, paltas, tomates y calabazas se han observado temperaturas

de pulpa mayores a 40 °C cuando los frutos se encuentran expuestos al sol, ain cuando
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las temperaturas de aire fueron inferiores a 30 °C (Hopp, 1947; Ferguson et al., 1998;
Woolf et al., 1999). Las temperaturas alcanzadas por los frutos en el campo estan
fuertemente asociadas con su exposicion directa a la radiacion solar (Ferguson et al.,
1998; Saudreau et al., 2009), dificultando discriminar a campo los efectos que ejercen
ambos factores sobre la calidad de los frutos.

La exposicién a la radiacion es un factor que varia segun sea la posicion dentro
de la copa del arbol, en la rama de los frutales y en el propio fruto y afecta no sélo a la
temperatura de los frutos sino también el desarrollo y la fotosintesis del follaje. En este
trabajo, se determind que la radiacion PAR recibida afectd el peso especifico de las
hojas, ya que las del tratamiento Sombra presentaron valores menores a los del
tratamiento Sol (Figura 3.20, pagina 85) y a los de los tratamientos Mylar-D y Stretch
(pag. 105). Esto concuerda con lo observado por Faust (1989), quien determiné que la
estructura de las hojas de manzanos varié segun su ubicacién en la planta (brotes o
dardos) y su exposicion a la luz. De manera similar, Cowart (1935) y Jackson y Palmer
(1977) encontraron que las hojas de manzano que se desarrollan en la sombra
presentaron una mayor superficie, pero fueron mas finas. En otro estudio Barden (1974,
1977), determind que hojas sombreadas, también presentaron un menor desarrollo del
tejido de empalizada, menor peso especifico, rangos bajos de fotosintesis neta y una
menor tasa de respiracion. Si bien las hojas de perales mantienen la apertura estomatica
frente a pequefias variaciones en las condiciones de luz (Knapp y Smith, 1990), las
caracteristicas morfoldgicas y de fotosintesis de las hojas de los frutales de climas
templados son fuertemente influenciadas por las condiciones de luz en las cuales se
desarrollan. Es asi que Garriz et al (1998) determinaron en peras Bartlett que las hojas
expuestas a la luz presentaron un espesor mayor que hojas sombreadas, debido a un

mayor grosor en la epidermis y en el parénquima en empalizada.
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En sintesis, los resultados muestran que en la principal zona de produccién de
pera Bartlett de nuestro pais, la posicion de los frutos en la planta provoca diferencias de
temperatura de méas de 10°C y de variaciones en los niveles de radiacion del orden del

90%.
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4.6. Los frutos provenientes de zonas soleadas del &rbol son mas firmes a la cosecha
qgue los de zonas sombreadas. Las diferencias permanecen adn luego del

almacenamiento poscosecha.

La posicion de las peras dentro del canopeo, resulté en marcadas diferencias en
la temperatura y radiacion entre frutos, en ensayos realizados en el alto Valle de Rio
Negro. Como se describié anteriormente, se ha determinado que esto puede traducirse
en variaciones en la composicién, color, comportamiento poscosecha y susceptibilidad a
desordenes fisioldgicos (Ferguson, et al.; 1999; Kays, 1999; Solovchenko et al., 2006).
La modificacion de los valores de firmeza por una exposicion solar precosecha fue
previamente informada en palta (Woolf et al., 1999; Wolf y Ferguson, 2000). Shaw y
Rowe (1982) informaron que un incremento de la exposicion a la luz solar aumenta la
firmeza en manzanas, particularmente en la seccion expuesta del fruto. En el presente
estudio, la firmeza de peras Bartlett a cosecha fue mayor en el tratamiento Sol que en el
Sombra, y luego de madurar la firmeza decrecié en ambos casos pero las peras del
tratamiento Sol presentaron siempre mayor firmeza (Figura 3.26, pagina 92). Adn
dentro de un mismo fruto la cara expuesta siempre se mostr6 mas firme que la no
expuesta. También se registr6 una mayor firmeza en el lado expuesto al sol de
manzanas cv. Pacific Rose (Opara y Tadesse, 2000) y cv. Mclntosh (Studman et al.,
1997).

A pesar de los distintos niveles de firmeza, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos en el contenido de sélidos solubles ni la acidez
titulable (Figura 3.25, pagina 91). Anteriormente, y por el contrario, altos niveles de
radiacion se habian asociado a un aumento en el contenido de materia seca en paltas

(Woolf et al., 1999) y de SS en diversos frutos (Mattheis y Fellman, 1999). De todas
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maneras otros estudios no encontraron diferencias significativas (Kliewer y Lider, 1968;
Crippen y Morrison, 1986). Debido a que el tamafio de las peras de los diferentes
tratamientos fue similar, la falta de diferencias en el contenido de SS no se puede
justificar por una compensacion que se podria dar por una mayor traslocacion de
azUcares, debida a un mayor crecimiento en los frutos expuestos a la radiacion. A pesar
de que las hojas y los frutos estuvieron en una posicion en donde recibieron una mejor
iluminacién, esto no necesariamente resulté en un mayor contenido de SS. Las altas
temperaturas a las que llegaron los frutos expuestos podrian haber tenido un efecto
negativo en la traslocacion de asimilados (Dinar y Rudich, 1985).

En principio, las diferencias observadas en la firmeza de las peras en el presente
trabajo, podrian atribuirse a un retraso en la madurez de los frutos méas firmes. Sin
embargo, se deberia haber encontrado un mayor contenido de SS y menor acidez
titulable, lo cual no ocurrio (Figura 3.25, pagina 91). Ademas otros cambios que no
necesariamente se asocian con el proceso de maduracion de las peras, como la sintesis
de antocianinas en la piel, fue inducida por la exposicién a la radiacion (Figura 3.25,
pagina 91). Llamativamente, se demostré en otros frutos que la exposicién a la
radiacion aceler6 la madurez en vez de retrasarla (Murray et al. 2005). Por el contrario,
Crisosto et al. (1995; 1997) encontraron que los frutos de carozo que crecieron en la
parte exterior de la copa de los arboles presentaron una mayor vida de estante y
potencial de conservacion y una menor incidencia de decaimiento interno. También se
sabe que tratamientos térmicos realizados a tomates verdes, durante 3 dias a 38 °C,
inhibieron los procesos relacionados con la madurez, como la produccion de etileno,
desarrollo de color y ablandamiento, y esta tendencia se revirtié cuando los frutos se
llevaron a 20 °C, lo que indicaria una respuesta comun a las altas temperaturas (Lurie et

al., 1996).
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Por lo tanto, todos estos resultados muestran que al menos algunas de las
modificaciones inducidas por las condiciones de radiacion y temperatura en precosecha,
estuvieron mas alla de ser un cambio en el momento en que se produjo la maduracién de

las peras.
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4.7. Los frutos expuestos al sol presentan a la cosecha mayor proporcion de pectinas

solubles en agua y alcali y hemicelulosas de mayor tamafio que los no expuestos

A pesar de gque algunos trabajos mencionan que los frutos que se desarrollan en
el interior de los arboles presentan menores valores de firmeza, no se ha intentado
relacionar estos contrastes con una diferente composicion de la pared celular, nmero de
células o presion de turgencia. Choi et al. (2002) determinaron en cerezas que en
general los cultivares mas firmes presentaron una mayor cantidad total de AIR por fruto
que los mas blandos. En el presente trabajo, no se encontraron diferencias en el
contenido de AIR entre los tratamientos Sol y Sombra (Figura 3.27, pagina 93),
sugiriendo que existen otros factores, ademas del contenido total de pared celular, que
estarian determinando las diferencias de firmeza entre los tratamientos. Por ello, se
procedi6 a caracterizar este residuo mediante el fraccionamiento secuencial y la
determinacion de los perfiles del tamafio molecular entre los tratamientos con diferentes
niveles de exposicion solar.

Estudios previos establecieron que los mayores cambios observados durante el
proceso de maduracion de la peras ocurria en los polisacaridos no celulésicos (Hiwasa
et al. 2004). Al momento de cosecha la proporcion de pectinas solubles en agua fue
mayor en las peras del tratamiento Sol que en las de la Sombra (Cuadro 3.5, pagina 95).
Solamente una porcidn de los poliurénidos se solubiliza en agua, porque si bien durante
la maduracion hay una hidrdlisis de las pectinas unidas covalentemente a la pared
celular, muchas de ellas permanecen asociadas a la pared mediante uniones iénicas con
moléculas pécticas insolubles (Brummell y Harpster, 2001). De esta manera, la mayor
proporcion de pectinas solubles en agua observada en el tratamiento Sol podria deberse

a un mayor grado de esterificacion de los poliurénidos, los cuales podrian ver reducida
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su habilidad de formar puentes ionicos y de ese modo formar complejos mas labiles
(Yoshioka et al., 1992). Otra posibilidad podria ser una mayor prevalencia de cadenas
laterales en los RG-I, lo que podria comprometer la union de las pectinas por
impedimento estérico.

También se observé en los frutos del tratamiento Sol a cosecha una mayor
proporcion de AN solubles en las fracciones KOH 1M y 4M, mientras que en
tratamiento Sombra la mayor proporcion de AN se obtuvo en la fraccion Na,COj3
(Cuadro 3.8, pagina 100), lo que implicaria la presencia de pectinas unidas a la matriz
de glicanos en los frutos expuestos. Se han informado uniones covalentes entre XG vy las
cadenas laterales de arabinanos/galactanos de los RG-1 en cultivos de células de rosas
(Thompson y Fry, 2000) y en cultivos celulares de angiospermas (Popper y Fry, 2005).
Incluso luego de extracciones con alcalis concentrados, una proporcién de pectinas
permanecen asociadas a la celulosa; quizas algunas cadenas laterales de los RG-I
también se entrelazan con las microfibrillas de celulosa, o estdn unidas covalentemente
a las moléculas de glucanos que estan a su vez entrelazados con la celulosa (Vincken et
al., 2003). De todos modos, si bien la presencia de RG-I enriquecidos con Ara podria
ser responsable de una parte del aumento de la proporcion de AU y AN solubles en las
fracciones de KOH a cosecha en los frutos expuestos al Sol, esto deberia
necesariamente resultar también en un enriquecimiento de Gal y Ram, que no se
observd. En conjunto, estos resultados sugieren que las condiciones mas severas
necesarias para la solubilizacion de AN de la pared celular en las peras del tratamiento
Sol a cosecha, podria ser el resultado de un aumento de las asociaciones de HG con las
hemicelulosas y no con RG.

Las peras del tratamiento Sol mostraron glicanos entrelazantes fuertemente

unidos (KOH 4M) con mayor peso molecular medio que los de los frutos del
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tratamiento Sombra (Figura 3.29, pagina 102). Los cambios en el peso molecular de los
XG, polimeros predominantes en esta fraccion (Brumell y Harpser, 2001) estan
relacionados con la regulacion de la resistencia mecanica de la pared celular
(Wakabayashi, 2000).

La mayor proporcion de pectinas solubles en alcali asi como la presencia de
hemicelulosas de mayor tamario observada en las peras del tratamiento Sol con respecto
a las no expuestas fueron las principales diferencias que parecieran asociarse de manera

positiva con la mayor firmeza de los frutos al momento de la cosecha.
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4.8. Durante la maduracién la degradacion de la pared celular ocurre en ambos
grupos de frutos pero la solubilizaciéon de pectinas es menos marcada en los frutos
sombreados. Esto se asocia con una menor remocion de cadenas laterales de RG-I

ma&s que con una menor despolimerizacion.

Las peras del presente ensayo presentaron en general cambios en los
polisacaridos de la pared celular durante el proceso de maduracion similares a los
informados previamente en la maduracion fuera de planta en estudios anteriores (Ben
Aire y Sonego, 1979; Ahmed y Labavitch, 1980; Yoshioka et al. 1992; Hiwasa et al.
2004). A pesar de ello, se observaron algunas diferencias entre los tratamientos Sol y
Sombra, luego de los 13 d de almacenamiento a 20 °C. La proporcion de AU solubles en
la fraccion agua aument6 en el tratamiento Sombra y se mantuvo sin cambios en el
tratamiento Sol y en ambos tratamientos se observé una disminucion de pectinas
solubles en F-Na,COs3, siendo la reduccién méas abrupta en las peras del tratamiento
Sombra (Cuadro 3.5, pagina 95). Este aumento en la solubilizacién de las pectinas
durante el proceso de maduracion fue previamente informado en numerosas especies
durante la maduracion (Redgwell et al., 1992; Huber y Donoghue, 1993; Brummell y
Labavitch, 1997; Wakabayashi et al., 2000; Brummell et al., 2004), pero no existen
antecedentes como el presentado en este trabajo, de que pueda modificarse por factores
como la radiacion y la temperatura en precosecha. Un descenso importante en el
contenido de AU de la F-Na,COj junto con un aumento en la F-Agua fue informado
durante la maduracion de peras La France, que presentan un ablandamiento similar al de
las peras Bartlett durante la maduracién. Por su parte en peras Yali, que no presentan un
descenso en los valores de firmeza, no se observaron cambios en el contenido de AU de

estas dos fracciones (Hiwasa et al, 2004). Esto sugiere que la solubilizacion de pectinas
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presenta un rol importante en la disminucion de la firmeza y como se concluyo
anteriormente en el desarrollo de frutos jugosos. La solubilizacidn de las pectinas fue
correlacionada con la relajacion del entramado XG-celulosa y el hinchamiento de la
pared celular (Brummell, 2006). Hiwasa et al. (2004) determinaron que el modo en que
se produce el desensamblaje de las pectinas es un factor importante en la determinacion
de la firmeza en peras y la menor solubilizacién observada en las peras del tratamiento
Sol podria ser uno de los factores determinantes de los mayores valores de firmeza de
estas peras.

En el presente ensayo, se observé una diferencia importante en la proporcién de
Ara que decrecié en las pectinas fuertemente unidas (F-Na,COs3) de las peras del
tratamiento Sombra, de manera conjunta con un enriquecimiento de Ara en la F-Agua
(Cuadro 3.6, pagina 96). Al no encontrarse diferencias en el grado de polimerizacion de
las pectinas entre las peras del tratamiento Sol y Sombra (Figura 3.28, pagina 98), y
ante las diferencias observadas en las pérdidas de Ara, se infiere que la menor
solubilizacion de las pectinas en las peras del tratamiento Sol estaria dada por una
menor remocidn de cadenas laterales de Ara de los RG-I fuertemente unidos, mas que a
un menor peso molecular de los poliurénidos.

La abundancia de Ara y Xil y la menor presencia de Glc en la fraccion KOH 1M
luego de 13 dias de almacenamiento a 20 °C (Cuadro 3.7, pagina 99), sugieren la
presencia de una proporcion importante de arabinoxilanos. Trabajos previo han sugerido
que los xilanos podrian tener una abundancia importante en pera (Murayama et al.,
2006).

El proceso de despolimerizacion de los glicanos entrelazantes progresé durante
el almacenamiento a 20 °C en los frutos de ambos tratamientos, pero luego de la

madurez, los frutos del tratamiento Sol que fueron mas firmes, mostraron una menor
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proporcion de glicanos de entrecruzamiento de bajo peso molecular que los del
tratamiento Sombra, que presentaron menores niveles finales de firmeza (Figura 3.29,
pagina 102).

Los resultados indican que las condiciones de radiacion y temperatura afectan la
textura de las peras Bartlett, y este es el primer estudio que analiza el modo en que las
condiciones ambientales pueden modular la plasticidad de la pared celular durante el

proceso de maduracion fuera del arbol.
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4.9. El contraste de firmeza entre frutos soleados y sombreados no se produce sélo
por diferencias de temperatura sino que existiria una influencia de la radiacién total
interceptada. La radiacion UV-B posee influencia sobre el sonrojo pero no sobre la

textura.

Las diferencias antes descriptas en el desarrollo de color de piel, la firmeza y
composicion de pared celular de las peras Bartlett en funcion del grado de exposicion
solar estaria relacionada tanto con las variaciones en la temperatura de los frutos, como
con la radiacion interceptada, ya que ambos factores son afectados en forma
significativa en funcion de la posicion en el canopeo. Aun dentro de la radiacion global
se podria hipotetizar que los efectos se asocian con alguna region del espectro
electromagnético en particular. Las ondas de radiacion interceptadas por los vegetales
mas relevantes desde el punto de vista fisiolégico en condiciones de cultivo son la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y la radiacién UV (Flore y Lakso, 1989;
Frohnmeyer y Staiger, 2003). Existen trabajos que muestran que ambas pueden por si
mismas ejercer numerosos efectos sobre los vegetales (Rhom, 1991; Byers, et al., 1991;
Lauri, et al., 1997, 1998; Bosiouny, 1998; Winsche y Lakso, 2000; Frohnmeyer y
Staiger, 2003; Cisneros-Zevallos, 2003; Lutz et al., 2005; Liu et al., 2011).

Se ha sugerido que la historia de exposicion a la radiacion solar de los frutos es
una de las principales causas de la variabilidad en la calidad de los frutos a cosecha y en
poscosecha (Nunes, 2008). A fin de poder comenzar a discriminar algunos de estos
efectos se realiz6 un ensayo en el que se colocaron films con diferente capacidad de
absorcion de la radiacion UV en diferentes arboles: Stretch (transparente a la radiacion
UVB) y Mpylar-D (con alta absorbancia de esta regién). El tratamiento Mylar-D

disminuyd la radiacion UVB a campo en un 75% (Figura 3.31, pagina 105) y a su vez
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ambos tratamientos con films redujeron la radiacion PAR en un 20% con respecto a la
radiacion recibida por el tratamiento Sol, pero en forma similar entre si (Figura 3.32,
pagina 106). De todas maneras, la temperatura de los frutos fue similar en los tres
tratamientos expuestos: Sol, Mylar-D y Stretch (Figuras 3.24 y 3.35, paginas 89 y 109).

Al momento de cosecha, la firmeza de los frutos provenientes de los arboles en
los que se colocaron ambos tipos de films, presentaron valores intermedios respecto de
los frutos de los tratamientos Sol y Sombra (Figura 3.37, pagina 112), sugiriendo que la
radiacion posee implicancia sobre la firmeza de los frutos. De todos modos, dado que
los filtros cubrian la totalidad de la planta, no es posible determinar si el efecto se debid
a la radiacion recibida directamente por los frutos o a una influencia indirecta a través
de la PAR recibida por las hojas.

Por otra parte, las peras de los arboles con los tratamientos Mylar-D y Stretch no
difirieron entre si, indicando que el efecto de la radiacion UV sobre la textura (al menos
en las condiciones ambientales del Alto Valle de Rio Negro durante el afio estudiado)
no fue significativo.

La diferente exposicion a la radiacion también afect6 el color de los frutos: las
peras del tratamiento Sombra presentaron mayores valores de Hue y L* que las caras
expuestas de las peras de los tratamientos Sol, Stretch y Mylar-D (Cuadro 3.9, péagina
119), indicando una zona de enrojecimiento o sonrojo. Tanto en uvas (Kliewer y Smart,
1989) como en manzanas (Solovchenko et al., 2006), se habia asociado una mayor
exposicion a la radiacion solar con un aumento en el contenido de antocianinas. Una
baja intensidad de luz reduce el desarrollo del color en cultivares de manzanas rojas
(Campbell y Marini, 1992), condicién que se da frecuentemente en frutos que se
desarrollan en el interior de la copa del arbol. Asimismo, en este estudio la CNE de los

frutos de los tratamientos Sol, Stretch y Mylar-D presentd valores de Hue y L* que no
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se diferenciaron de los valores obtenidos en los frutos del tratamiento Sombra (Cuadro
3.9, pagina 119). Huang et al. (2009) determinaron que el embolsado de frutos de
perales promovié la degradacion de la clorofila e inhibio la sintesis de antocianinas. En
el momento de la cosecha, la CE de las peras del tratamiento Mylar-D presentaron una
menor tonalidad roja con respeto al tratamiento Sol y Stretch, y un valor de hue similar
al del tratamiento Sombra (Cuadro 3.9, pégina 119). Esto indica que el efecto de la
radiacion sobre la coloracion, se relaciona mas con la intercepcion de la radiacion UV
que con las diferencias en temperatura de los frutos o con la PAR. Si bien en nuestro
ensayo no se determind el contenido de antocianinas, es sabido que éste se correlaciona
de manera positiva con el porcentaje de cobertura de color rojo (De Angelis et al.,
2011). Se ha demostrado que la radiacion UV induce a la enzima fenilalanil amonia-
liasa (clave en la sintesis de compuestos fendlicos) y a la chalcona sintasa (catalizadora
del primer paso de la ruta de sintesis de los flavonoides) (Logemann et al., 2000), y que
ademas aumenta la sintesis de antocianinas (Arakawa, 1985). La induccion de la sintesis
de antocianinas por la radiacion solar esta regulada por un factor de trascripcion de Myb
(Matus et al., 2009).

Por otra parte, la diferente exposicion a la radiacion no afect6 significativamente
la acidez titulable ni el contenido de solidos solubles de las peras de los diferentes
tratamientos (Figura 3.36, pagina 110). Estos dos indices no son buenos indicadores de
la madurez de peras Bartlett debido a la variabilidad que presentan entre temporadas y
la poca variacion durante el periodo de cosecha (Pro Rio Negro, 2010).

En sintesis, las diferencias de firmeza entre frutos soleados y sombreados no se
debe solo a la distinta temperatura de los frutos en funcién de su exposicion sino que
existiria una influencia de la radiacién total interceptada. Al mismo tiempo la radiacion

UVB posee influencia sobre el sonrojo pero no sobre la textura.
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4.10. Las condiciones de cultivo poseen una importante influencia sobre la eficacia
de los tratamientos poscosecha con 1-MCP. Las mejores respuestas se observan en los

frutos provenientes de posiciones soleadas dentro de la copa del arbol.

El etileno posee un rol central en la regulacion del proceso de maduracién en
frutos climatéricos. Por su parte, el 1-metilciclopropeno (1-MCP) es un inhibidor de la
accion de esta hormona de desarrollo relativamente reciente, y que ha demostrado ser
efectivo para controlar la maduracién y reducir el deterioro poscosecha en numerosos
frutos (Blankenship y Dole, 2003). EI 1-MCP ha sido eficaz para retrasar el
ablandamiento y reducir la actividad de varias enzimas asociadas al desensamblaje de
pared celular: tratamientos de inmersion con soluciones con 1-MCP en peras (Zhou et
al., 2011) y en ciruelas (Manganaris et al., 2007) redujeron el ablandamiento de los
frutos, lo cual fue asociado a una disminucion de la actividad de poligalacturonasa,
endoglucanasa y -galactosidasa.

En el presente trabajo, el 1-MCP demostrd retrasar el proceso de madurez
disminuyendo la pérdida de firmeza y reduciendo la degradacion de la clorofila, en
todos los tratamientos evaluados (Figuras 3.39, 3.40 y Cuadro 3.9, paginas 120, 121 y
119). Esto concuerda con resultados previos en los que los tratamientos con 1-MCP
atrasaron el ablandamiento en peras cv. Bartlett, Passe Crasanne, Packham's Triumph y
d Anjou (Lelievre et al., 1997; Argenta et al., 2003; Ekman et al., 2004; Trinchero et
al.,, 2004; Bai et al., 2006; Moya et al., 2006).

Se sabe que el 1-MCP inhibe la sintesis de etileno en peras (De Wild et al.,
1999; Baritelle et al., 2001; Argenta et al., 2003; Hiwasa et al., 2003b; Ekman et al.,

2004; Trinchero et al., 2004), pero a pesar del gran nimero de trabajos con resultados
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muy favorables también se ha informado que este compuesto puede tener un efecto
variable. La eficacia de los tratamientos con 1-MCP se ve altamente influenciada por la
especie y cultivar; asimismo, se han descripto diferencias en funcion de las condiciones
de crecimiento y la madurez de los frutos (Watkins, 2006). Es sabido que la capacidad
de respuesta de un determinado producto al 1-MCP varia de un pais a otro, hecho que
no solo se relaciona con las variedades cultivadas en cada region, sino también con las
condiciones de precosecha y préacticas que determinan las caracteristicas del fruto, la
produccion de etileno, y probablemente muchas otras diferencias en la fisiologia del
proceso de maduracién. La variabilidad de respuesta de tratamientos poscosecha al 1-
MCP es un problema para la industria de pera fresca (Trinchero et al., 2004). Si bien se
ha sugerido que las condiciones previas a la cosecha (por ejemplo, diferentes regimenes
de riego, la incidencia de la luz y/o temperatura), asi como la manipulaciones del follaje
de los érboles que conducen a diferentes tamafio de los frutos (raleo, anillado, poda de
verano, etc) o posiciones de los frutos en el arbol (por ejemplo, arquitectura de la planta,
el sistema de conduccion), pueden ser las posibles causas de esta variabilidad (Sozzi y
Beaudry, 2007), los trabajos que intenten identificar la significancia de esos factores de
precosecha en la eficacia de los tratamientos con 1-MCP son muy escasos.

Para todas las condiciones precosecha evaluadas en el presente estudio, el 1-
MCP redujo el ablandamiento respecto a frutos control (datos no mostrados). De todos
modos la inhibicion del ablandamiento fue mucho méas marcada en las peras del
tratamiento Sol, observandose que en el lado expuesto fueron 5,25 veces mas firmes que
las del tratamiento Sombra después de un periodo de almacenamiento de 23 d (Figura
3.40, pagina 121). Al mismo tiempo, se detectaron diferencias significativas entre la CE
y CNE en las peras del tratamiento Sol (valores superiores de firmeza de la CE) tratadas

con 1-MCP confirmando que la mayor radiacion PAR interceptada y temperatura
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asociada modifican la textura. La eficacia del 1-MCP sobre la retencion de la firmeza
disminuyd un 46-47% cuando se aplico a los frutos de los tratamientos Stretch y Mylar-
D, en comparacion con la de las peras del tratamiento Sol. A pesar de esto, las peras de
los tratamientos Stretch y Mylar-D sometidas a la accion del 1-MCP, mostraron una
significativa disminucion en la tasa de ablandamiento respecto a los frutos del
tratamiento Sombra al final del experimento (Figura 3.40, pagina 121). Las peras que
recibieron la radiacion filtrada por los dos films con diferente capacidad de absorcién en
la region UV y tratados con 1-MCP no presentaron diferencias de firmeza.

En este caso, nuevamente se observa que los factores que influyen méas en el
ablandamiento de las peras serian la temperatura y la radiacion PAR méas que la
radiacion UVB. El retraso en el desarrollo de color superficial amarillo fue, al igual que
la firmeza, mas elevado en las peras del tratamiento con mayor exposicién solar
(Cuadro 3.9, pagina 119).

Al analizar la pared celular de los frutos, se pudo comprobar que el 1-MCP
retras6 la solubilizacion de las pectinas en forma més marcada en los frutos del
tratamiento Sol, que en los ubicados en sitios menos expuestos (Cuadro 3.10, pagina
124). La pequefia modificacion en la composicion de AN observada en las fracciones
pécticas luego de 13 y 23 d (Cuadro 3.11, pagina 125), sugiere que los cambios durante
la poscosecha ocurrieron en la cadena principal de los RG-1 y HG més que en las
cadenas laterales como lo observado en etapas intermedias del desarrollo en el ensayo
de ontogenia, en donde se observaron pérdidas importantes de Ara entre los primeros
estadios (MT y MM) y una vez avanzado el proceso de maduracion la tasa de remocion
de Ara disminuy6 (Cuadro 3.1, pagina 69).

Por ultimo el tratamiento con 1-MCP disminuy6 la despolimerizacién de los

glicanos entrelazantes débil y fuertemente unidos en el tratamiento Sol (Figuras 3.44 y
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3.45, paginas 132 y 133). Los resultados de este ensayo muestran que la exposicion al
sol y las altas temperaturas asociadas antes de la cosecha, puede dar lugar a diferencias
significativas en la tasa de ablandamiento de frutos tratados con 1-MCP y ser a su vez
una fuente de variabilidad. Este hecho deberia tenerse en cuenta cuando las condiciones
Optimas de tratamiento de 1-MCP (tiempo de exposicion y la concentracion) estan
siendo evaluadas. La concentracion de 1-MCP puede ser un factor que limita la
aplicacion de esta tecnologia debido a que altas concentraciones puede causar excesiva
demora en la maduracion o incluso, impedirla (Sozzi y Beaudry, 2007).

Tradicionalmente se ha dado gran importancia a la poda de los arboles frutales
como estrategia para lograr una exposicion pareja y minimizar los sitios sombreados
(Marini y Barden, 1982; Lakso, 1984; Lauri et al., 2004; Raffo et al., 2011), a fin de
evitar zonas con menor capacidad fotosintética (Burnside y Bhoning, 1957; Robinson et
al., 1983; Rhom, 1991). Desde el punto de vista de los frutos la mayor iluminacion se
correlaciona con mejor desarrollo de compuestos antocianicos, altos niveles de SS 'y
acido ascorbico (Proctor y Lougheed, 1976; Lee y Kader, 2000; Awad et al., 2001;
Reay y Lancaster, 2001).

En funcion de lo mencionado, este trabajo muestra que la exposicién solar posee
ademas un efecto positivo desde el punto de vista de la textura (frutos mas firmes), la
velocidad de ablandamiento (frutos que se ablandan més lentamente) y la eficacia de los
tratamientos con 1-MCP (frutos en los que el retraso de la madurez buscado es mas
marcado). Por otra parte, la seleccion de una concentracion apropiada de 1-MCP puede
depender no sélo de la especie y variedad en que se aplica, sino ademas de las
condiciones de precosecha (por ejemplo, incidencia de la luz). En peras ‘Bartlett’, el
sonrojo puede ser utilizado para detectar la mayor parte de los frutos expuestos al sol,

mas sensibles a la exposicion al 1-MCP que los frutos sombreados.



Capitulo 5. CONCLUSIONES

La calidad de los frutos involucra diferentes atributos, pero sin duda la textura es
uno de los de mayor importancia Un aspecto que resulta problematico, mas alla de los
valores absolutos de firmeza de los lotes, es la variabilidad existente entre frutos de un
mismo lote y aun en partes dentro de un mismo fruto. Ademas de las caracteristicas
texturales propias de cada variedad, es sabido que las condiciones climaticas de la
region de produccion y de manejo del monte frutal afectan la calidad de los frutos.
Varios estudios analizaron la influencia de las condiciones de precosecha sobre la
incidencia de desordenes fisioldgicos, el contenido de antioxidantes, el color, los niveles
de azlcares y la acidez de los frutos. En cambio, con relacién a la textura los estudios
son mucho menos numerosos. Se ha descripto en diferentes frutos que la temperatura y
posicion en el canopeo puede tener influencia en la firmeza, pero llamativamente, no
existian trabajos que evallen la influencia de factores ambientales de precosecha en la
estructura, composicion y desensamblaje de pared celular. En ese sentido, se decidio
evaluar la influencia de la temperatura y de la radiacion sobre el ablandamiento y la
pared celular de las peras Bartlett producidas en el Alto Valle de Rio Negro. Los
resultados del presente trabajo mostraron que la posicion y la orientacion de las peras
dentro del canopeo pueden resultar en diferencias significativas de temperatura (+ 10
°C) y de radiacién (disminuciéon de hasta un 90 % PAR). Estas diferencias tienen
implicancias en la calidad de los frutos, ya que las peras provenientes de zonas soleadas
del arbol fueron notablemente mas firmes a la cosecha que las de las zonas sombreadas.
Por otra parte, se pudo determinar que estas diferencias poseen importancia en la
conservacion de los frutos ya que perduraron ain luego del almacenamiento. Al

momento de cosecha, la mayor firmeza de los frutos expuestos, pudo relacionarse con
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una mayor proporcion de pectinas solubles en agua y alcali y con hemicelulosas de
mayor tamafio que los no expuestos. Si bien la degradacion de la pared celular ocurrid
tanto en frutos sombreados como soleados, la solubilizacion, despolimerizacion de
pectinas y la remocion de cadenas laterales de RG-I fueron méas marcadas en los frutos
sombreados. De esta manera, se confirmo la segunda hipdtesis planteada en este trabajo,
ya que la exposicion solar de las peras incrementd la firmeza a cosecha y luego de su
conservacion y eso se asocié con cambios tanto en la composicion como en el
desensamblaje de la pared celular de los frutos.

Debido a que la diferente exposicion solar resultd en frutos que presentaron
distinta temperatura y también diferentes niveles de radiacion UV vy visible, se decidié
comenzar a diferenciar los factores responsables de los efectos descriptos anteriormente
en la firmeza, composicion y metabolismo de pared celular. La utilizacion de peliculas
con distinta capacidad de absorcién de radiacion UV para cubrir las plantas, permitio
contar con tratamientos en los que los frutos aun con igual temperatura, recibieron
similares niveles de radiacion total entre si, pero diferentes niveles de radiacion UV.
Igualmente la colocacién de los films provoco una reduccion de 20% de la radiacion
PAR. El anélisis de los frutos soleados, sombreados y con las dos peliculas con
diferente capacidad de absorcion UVB permitié concluir que el contraste de firmeza
entre frutos soleados y sombreados, no se produce solo por diferencias de temperatura
sino que existiria una influencia de la radiacion total recibida. Dado que el sombreado
se realiz6 en toda la planta resulta dificil determinar si este efecto se debid a una
influencia directa por la menor radiacion incidente en los frutos, en forma indirecta a
partir reduccién de la luz interceptada por las hojas 0 a ambos efectos combinados. Por
otra parte, si bien la radiaciéon UVB poseeria influencia sobre el sonrojo de los frutos, no

lo haria sobre la firmeza, al menos en las condiciones de la regién estudiada,
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corroborandose la tercera hipotesis planteada. Los cambios observados en la firmeza y
la pared celular de peras Bartlett expuestas a diferentes niveles de radiacion,
correspondieron principalmente a diferencias en la temperatura y la radiacion visible
recibida por los frutos y las hojas circundantes durante su desarrollo y no asi a la
radiacion UVB.

Posteriormente, se pudo determinar que el grado de exposicion solar de los
frutos en precosecha, es uno de los factores que influye en la variabilidad de la respuesta
que se observa en aplicaciones comerciales del inhibidor de la accion del etileno 1-MCP
en poscosecha. Las mejores respuestas se observaron en los frutos provenientes de
posiciones soleadas dentro de la copa del arbol, demostrandose la cuarta hipétesis que
planteaba que la exposicion solar en precosecha aumenta marcadamente la efectividad
de los tratamientos poscosecha con 1-MCP en peras Bartlett.

Mas alla de la pérdida de firmeza de los frutos, existen muchas otras alteraciones
texturales de importancia como la harinosidad o la falta de jugo, desorden textural que
se manifiesta en estas peras cuando los frutos permanecen en el arbol més alla de la
ventana éptima de cosecha. Debido a ello, en el presente trabajo de tesis, se estudiaron
algunos aspectos determinantes de éste desorden. Una caracterizacion inicial permitio
confirmar que la permanencia de los frutos de pera Bartlett en el arbol por periodos
prolongados provoco una reduccion del contenido de jugo libre. Mas alld de la
evaluacién de los niveles de jugo extraible en laboratorio observadas en este estudio,
también se determin6 que es posible detectar la pérdida de jugosidad mediante analisis
sensorial, sugiriendo que mas alla de tratarse de un problema de interés desde un punto
de vista béasico, es un fendmeno que puede reducir la calidad sensorial de los frutos. Si
bien algunos estudios previos indican que la alteracion en la madurez normal en frutos

mantenidos en el &rbol podria asociarse con una reduccion en la produccion de etileno,
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en este trabajo se observo que la falta de jugo puede desarrollarse aun cuando la
produccion de esta hormona es elevada.

Dado que la alteracion en la jugosidad ha sido asociada a modificaciones en la
pared celular, se decidio evaluar en detalle las variaciones producidas en las pectinas y
los glicanos entrelazantes durante la maduracion de los frutos en arbol. De ese modo, se
asocio la pérdida de jugosidad de peras Bartlett maduradas en el arbol por periodos
prolongados con una serie de cambios inusuales en la degradacion de la pared celular,
dentro de los que se destaca principalmente la insolubilizacion y la falta de
despolimerizacién de pectinas. Se corrobor6é la primera hipotesis planteada en este
trabajo, ya que los frutos que maduraron en planta presentaron cambios en la pared
celular que se asociaron a anomalias en el desarrollo de la textura caracteristica de la
variedad estudiada.

A fin de determinar si la alteracion en el metabolismo de pectinas identificada en
la pulpa de frutos madurados en arbol se observaba también en la piel, se estudio el
metabolismo de pared en esta zona de los frutos. Los resultados indicaron que existen
marcadas diferencias en la composicion de las paredes celulares de la piel y pulpa de
peras Bartlett; la mas destacada fue una menor proporcién de pectinas y una menor
ramificacion de estos compuestos, ya en estados tempranos de desarrollo. Esto podria
contribuir a explicar por qué la insolubilizacion de pectinas observada en la pulpa de

frutos cosechados en estado de madurez tardio no se observa en la piel.

Los resultados de la presente tesis contribuyeron a profundizar el conocimiento
acerca del metabolismo de pared celular de peras cv. Bartlett, analizar el rol del

momento de cosecha sobre el desarrollo de desordenes texturales y de la posicion en el
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canopeo en el ablandamiento y variabilidad de respuesta al 1-MCP de la variedad de
peras mas importante en la produccién y la exportacion de nuestro pais.
A partir de los hallazgos de este trabajo surgen algunos nuevos interrogantes a

los que resultaria de interés dar respuesta en futuros estudios:

1) A partir del estudio del efecto de la posicion en el canopeo sobre la firmeza, resulta
claro que los frutos poseen una plasticidad en la estructura de sus paredes celulares. En
qué medida esta plasticidad es regulada (ej biosintesis, deposicion, ensamblaje,
estructura quimica) se desconoce. Estudios en esa direccion serian de interés para
aumentar la comprension de la fisiologia de frutos, en particular y del crecimiento y

desarrollo vegetal en general.

2) Dado que se observé un efecto de la radiacion sobre la textura de los frutos resultaria
de interés determinar, mediante ensayos en los que se realice el sombreo de hojas o
frutos en forma independiente, si esto es por accion directa de la menor radiacion
interceptada por los frutos, por una respuesta indirecta debida a la disminucion de la luz

recibida por las hojas o por una combinacion de ambos procesos.

3) Con relacion al estudio de la influencia de las condiciones de cultivo en la eficacia de
los tratamientos poscosecha, en este trabajo se observo claramente que la respuesta al
inhibidor de la accion del etileno 1-MCP puede variar en funcion de posicion en el
canopeo de los frutos. Si bien desde el punto de vista practico debiera orientarse el
manejo del monte (al igual que para otros atributos de calidad) para tener frutos bien

expuestos, la identificacion clara e inequivoca de todos los factores que determinan la
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variacion de calidad dentro de los frutos y entre frutos de un mismo lote, es de suma

importancia para la industria, y amerita atencion.

4) Dado que la pérdida de jugosidad de peras se asocia con la reduccién en la
solubilidad en las pectinas mas que en los glicanos de entrecruzamiento, resultaria
valioso determinar las modificaciones en la actividad de enzimas y expresion de genes
asociados con el metabolismo de poliurdnidos. Esto permitiria avanzar en la
comprensidn de los procesos que provocan en los frutos la pérdida de jugo. En esta
teméatica y desde el punto de vista de la industria resultaria valioso avanzar en el
desarrollo de métodos instrumentales no destructivos y con valor predictivo, que
permitiesen detectar potenciales alteraciones en la jugosidad antes de la

comercializacion y minimizar la venta de frutos defectuosos.

5) Desde una vision mas tecnolégica queda claro que el retraso en la cosecha puede
afectar las propiedades sensoriales de los frutos. Ahora bien resultaria de sumo interés
elucidar cudl es el tiempo maximo que los frutos pueden permanecer in planta sin que
aparezca este problema de falta de jugosidad al llegar a la madurez de consumo, asi

como identificar otros factores predisponentes para este desorden.
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