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Resumen

Durante la ontogenia de las cerezas dulces (Prunus avium L.) se producen cambios que
conducen a la maduracion y al ablandamiento del fruto, asociados a una modificacion
en la composicion de la pared celular, ocurriendo de forma diferenciada en cerezas
firmes y blandas. Esta caracteristica también incide en la resistencia de estos frutos a los
dafios mecanicos, disminuyendo o aumentando la susceptibilidad al dafio. El objetivo
del trabajo fue analizar los cambios en la pared celular durante la ontogenia y en
respuesta al dafio por impacto en cerezas con firmeza contrastante. Se determinaron la
solubilizacion, despolimerizacion y composicion de pectinas y glicanos entrecruzantes
de la pared celular, en cuatro estadios durante la ontogenia de cerezas firmes cv
Sweetheart y blandas cv Newstar. Estas determinaciones también se realizaron a
madurez comercial, en frutos expuestos a la simulacion del dafio por impacto, al caer
libremente desde una altura de 70 cm, y se tomaron muestras 7 y 10 dias después de
producido el dafo. Durante la ontogenia de los frutos blandos, se produjo la pérdida de
acidos urdnicos (solubilizacion), despolimerizacion de glicanos entrecruzantes y pérdida
de azucares neutros, mientras que en los frutos firmes se observaron la
despolimerizacion de glicanos entrecruzantes y la pérdida de azlcares neutros. El efecto
del dafio mecanico produjo en los frutos blandos una disminucién de los acidos urénicos
y la pérdida de azlicares neutros (arabinosa, galactosa y xilosa), como asi también la
despolimerizacién de pectinas y de glicanos entrecruzantes. En conclusion, en frutos
blandos la solubilizacion de pectinas podria ser el mayor causante del ablandamiento y
mas aun cuando se produce la despolimerizacion de pectinas y glicanos entrecruzantes
después de producido el dafio mecéanico. Los frutos firmes presentaron una estructura
péctica mas conservada durante ontogenia y dafio mecénico, sin variaciones en el
contenido de cadenas laterales.

Palabras clave: ontogenia — Prunus avium L. — firmeza — pared celular — dafio mecanico
— pectinas — glicanos entrecruzantes
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Abstract

During sweet cherry (Prunus avium L.) ontogeny, modifications leading to fruit
ripening and softening are associated to compositional changes in cell wall, occurring
in a different manner in firm and soft sweet cherries. These characteristics also
influence fruit resistance to mechanical damage, lowering or increasing the
susceptibility to damage. The aim of this work was to analyze cell wall changes during
ontogeny, and in response to impact damage in sweet cherries with contrasting firmness.
Solubilization, depolymerization and sugar composition of pectin and matrix glycans
were analyzed, in four stages of fruit development in firm and soft sweet cherries cv.
Sweetheart and Newstar respectively. These analysis were also performed after impact
damage simulation by dropping the fruit from a height of 70 centimetres, with samples
taken 7 and 10 days after the impact. Loss of uronic acids (solubilization), matrix
glycans depolymerization and loss of neutral sugars were found in soft fruits whereas
matrix glycans depolymerization and loss of neutral sugars were found in firm fruits
during ontogeny. After mechanical damage treatment, uronic acids and neutral sugars
(arabinose, galactose and xylose) were lost as well as pectin depolymerization and also
matrix glycans depolymerization were observed. In conclusion, the solubilization of
pectins in soft fruits could affect softening, mostly when pectins and matrix glycans
depolymerization occurs after mechanical damage. In contrast, firm fruits maintain its
pectin structure during ontogeny and under mechanical damage without variations in the
content of pectin side chain.

Key words: ontogeny — Prunus avium L. — firmness — cell wall — mechanical damage —
pectins — matrix glycans



CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

1.1 IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE CEREZAS EN ARGENTINA

En la Argentina, la produccion de cerezas ha crecido notablemente en la ultima
década y se encuentra en expansion. Segin el Censo Nacional Agropecuario 2002,
habia en el pais 2200 ha implantadas con cerezos, siendo Mendoza, con 1275 ha, la
provincia con mayor superficie de este cultivo y responsable del 80 % de la produccion
del pais. Siguen en orden de importancia los Valles de la Norpatagonia (Provincias de
Neuquén y Rio Negro) con algo mas de 500 ha y los Valles de la Region Patagonia Sur
(Provincias de Chubut y Santa Cruz) con 325 ha (Fuente: Sistema Nacional de
Vigilancia y Monitoreo de Plagas 2009). Sin embargo, actualmente se contabilizan
alrededor de 3000 ha implantadas (INTA Alto Valle, Ing. Dolores Raffo, comunicacion
personal). Recientemente en la Provincia de Buenos Aires, especialmente en la zona
sudeste, cerca de Mar del Plata y en los alrededores de Bahia Blanca también se
registran algunas plantaciones de cerezos.

A nivel nacional se produjo alrededor de 6800 tn (FAOSTAT, 2009) de cerezas en
el afio 2009, presentandose variaciones anuales seglin las condiciones climaticas (nieve,
heladas) que afectan en gran medida la produccion. Si bien el rendimiento es bajo,
menos de 2,5 tn por ha, los factores ambientales y el hecho que las nuevas plantaciones
no se encuentren en plena produccion aun, dan idea del potencial productivo de este
cultivo en el pais.

Actualmente, gran parte de la produccion argentina de cerezas es comercializada
en el mercado interno, siendo ‘Bing’ la variedad con mayor volumen ofertado (> 66%),
mientras que otra parte de la produccion se destina a industrializacion para la
elaboracion de cerezas al marrasquino y mermeladas. En cuanto al mercado externo, las
cerezas se cuentan entre las once frutas mas exportadas de la Argentina (Altube et al.
2007) y el volumen de exportaciones alcanzan las 2500 tn (FAOSTAT 2008) llegando a
mercados como Inglaterra, Rusia y Alemania entre otros. Un factor que favorece dichas
exportaciones es el hecho de producir en contraestacion al hemisferio Norte.

1.2 CARACTERISTICAS DE LOS FRUTOS

La cereza es un fruto de carozo, perteneciente a la familia de las Rosaceas,
subfamilia Prunoideas, en la cual también se encuentran los duraznos, nectarinas,
ciruelas y damascos. Sin embargo, estd considerada dentro del grupo de la fruta fina y
comparte una caracteristica fundamental dentro de este grupo como ser la alta
perecibilidad y por ende una acotada vida en postcosecha, las cuales estan relacionadas
con su moderada tasa respiratoria (10-20 mg CO, kg™ h™"). La comercializacion de esta
y otras frutas hacia paises europeos debe sortear esta caracteristica para que llegue a los
mercados en buen estado, o sea manteniendo las caracteristicas organolépticas hasta
llegar al consumidor final. En los tltimos afios las investigaciones se estan orientando
sobre cuales son los factores de precosecha y postcosecha que afectan la calidad del
fruto ya que la vida en postcosecha no alcanza mas de 4-6 semanas utilizando ftrio,
combinado en ocasiones con atmosferas modificadas, y por ende esta fruta debe ser



rapidamente transportada hasta su destino, utilizandose a menudo el transporte aéreo por
su rapidez.

El cerezo es uno de los primeros frutales caducifolios en madurar en verano y la
época de cosecha de esta fruta es relativamente corta comparada con otros frutales, ya
que rige desde mediados de noviembre hasta enero, segun zona de produccion y
variedad. Su ontogenia se extiende entre 60 y 80 dias desde la floracion hasta la
madurez, dependiendo del cultivar (Tukey 1942). Presenta una curva de crecimiento
sigmoidea doble como ocurre con otros frutos de carozo, pero se distingue de los demas
por ser mas acotado el tiempo de desarrollo. En esta curva se pueden distinguir tres
etapas: etapa I, de activa division celular; etapa II, se produce el endurecimiento del
endocarpo o carozo y crecimiento del embrion y etapa III caracterizada por la
elongacion celular y consecuente aumento del tamafio del fruto de forma exponencial.
Al final de esta etapa de maduracion de la cereza dulce ocurre un rapido incremento en
el tamafio y el peso de la fruta, la cual adquiere hasta un 25% del peso final durante la
semana previa a la cosecha, a la vez que se registran cambios drasticos en el color, sabor
y textura del mismo (Looney et al. 1996a).

A diferencia de otros frutos como las peras y manzanas que acumulan
carbohidratos de reserva como el almidon, las cerezas acumulan azucares simples (en
gran proporcion glucosa y fructosa) durante su maduracion. Esos monosacaridos
contribuyen a la percepcion de la dulzura (que se mide como %SS o °Brix);
conjuntamente con el nivel de acidez (dada fundamentalmente por la presencia de acido
malico), determinan el sabor caracteristico del fruto. El acido malico es el acido
organico de mayor contribucion a la acidez en las especies de Prunus, como ciruelas,
duraznos, damascos y nectarinas (Crisosto 1994). En contraste a estos frutos donde la
acidez disminuye a través del desarrollo y maduracion del fruto, en cerezas se produce
una acumulacion de acido mélico (Serrano et al 2005).

Como se menciond anteriormente, la tasa respiratoria de esta fruta es moderada.
Es bien conocido que este proceso utiliza como sustrato, entre otros, a los carbohidratos
y en consecuencia una vez cosechada la fruta, una elevada tasa respiratoria podria
disminuir el contenido de azuicares simples, afectando el sabor caracteristico y por ende
la calidad de la fruta, contrariamente a lo que ocurre en manzanas (Looney et al. 1996a).
Debido a que la cereza es un fruto no climatérico, luego de cosechada no presenta el
pico climatérico o respiratorio y de produccion de etileno. En consecuencia el proceso
de maduracion no prosigue luego de separar al fruto de la planta, por lo que debe estar
fisiologica y organolépticamente maduro al momento de su recoleccion. Por otra parte,
se sabe que la acumulacion de azlicares simples no continia una vez arrancado de la
planta (Campana 2007).

Algunos autores han estudiado la evolucion de la firmeza en cerezas, y observaron
que la misma disminuye marcadamente desde estadios tempranos coincidentes con el
alargamiento celular (Choi et al. 2002b; Serrano et al. 2005). Estas observaciones,
unidas al hecho de ser un producto muy perecedero dan idea de la importancia que tiene
utilizar las mejores técnicas de postcosecha para mantener su calidad.

En cerezas como en otros frutos, se utilizan indices de madurez especificos, que se
relacionan directamente con el estado ontogénico del fruto en el cual es posible
comenzar a cosechar. Los indices utilizados son el color (como método no destructivo),
la firmeza (Esti et al. 2002) y el contenido de sdlidos solubles (%SS o °Brix) (como
métodos destructivos). Todos ellos permiten determinar el momento de cosecha



oportuno, aunque el valor 6ptimo de estos indices puede variar segun el cultivar y el
mercado al cual se destine.

1.3 CARACTERISTICAS DE LAS VARIEDADES DE CEREZO BAJO
ESTUDIO.

Aunque existen mas de 30 especies diferentes de cerezos, todas originadas en
Europa y Asia, solamente 2 tienen relevancia comercial a nivel mundial. El cerezo dulce
(Prunus avium L.), diploide (2n = 2x = 16), y el cerezo acido o guindo (Prunus cerasus
L.), tetraploide (2n = 4x = 32). El cerezo Duke es un hibrido natural entre las dos
especies anteriores.

1.3.1 Cerezos ‘Newstar’

Es un cultivar autofértil seleccionado por W. D. Lane y S. Sansavini. Se origina
por el cruzamiento de dos variedades: Van x Stella. Se trata de un arbol de vigor medio
y de habito de crecimiento abierto, de floracion temprana y bajo requerimiento en horas
de frio. El fruto es grande, mas bien redondo, pero de poca firmeza (Fotografia 1). Se
cosecha cuando el color de la piel se torna rojo intenso (Bargioni 1996; Sanz y Onofre

2007).

1.3.2 Cerezos ‘Sweetheart’

El arbol es vigoroso, autofértil. Fue seleccionado por W. D. Lane por cruzamiento
entre ‘Van’ y ‘Newstar’. Es polinizadora universal. Es interesante desde el punto de
vista comercial por su maduracion tardia y su baja susceptibilidad al partido o
“cracking”. Fue lanzado comercialmente en el afio 1993 (Fotografia 2). El fruto es de
tamafio medio a grande y el color de la piel y pulpa es rojo. Son crocantes y con muy
buena firmeza y sabor.

Fotografia 1 Cerezas ‘Newstar’



Fotografia 2 Cerezas ‘Sweetheart’

1.4 FACTORES DETERMINANTES DE LA TEXTURA DE LOS
FRUTOS: IMPORTANCIA DE LA PARED CELULAR

En las ultimas décadas se brindd particular atencién a los cambios texturales
operados en los frutos que, por mucho, fueron estudiados a nivel mundial mas
intensamente que otros procesos fisiologicos. Esto no se debe a que se considere a la
firmeza como un factor mas importante que el color o el aroma para la calidad final de
estos productos, sino porque un ablandamiento prematuro de los frutos determina que
los mismos se deterioren rapidamente durante su vida en postcosecha, sucumbiendo a
los dafios mecanicos y a la accion de agentes patdgenos, limitando sus posibilidades de
transporte y almacenamiento y afectando, por lo tanto, con mayor gravedad e
inmediatez la estructura de costos.

Los factores que afectan la firmeza de los frutos pueden clasificarse en dos
grandes grupos (Harker et al. 1997): a) aquéllos relacionados con la produccion (la
variedad cultivada, el grado de madurez a la cosecha, las practicas culturales como la
fertilizacion, la aplicacion de reguladores del crecimiento y la forma y régimen de riego,
la exposicion a la luz solar, exposicion a distintas formas de estrés, etc.), y b) los
factores relacionados con la estructura del tejido. Entre éstos ultimos se destaca
particularmente la composicion quimica de la pared celular y la actividad de enzimas
hidroliticas de pared, si bien hay influencia de otros factores anatomo-histologicos, de la
presion de turgencia, y de la integridad de la membrana celular. Existe suficiente
evidencia para asegurar que las modificaciones en la firmeza que tienen lugar en los
frutos y que, con frecuencia, los inhabilita para su comercializacién, son provocadas
principalmente por las modificaciones que se producen en los polisacaridos de la pared
celular (Brummell 2006; Carpita y McCann 2000; Goulao y Oliveira 2008).

La integridad de la pared celular de los frutos puede atribuirse a la adhesion entre
paredes de células contiguas y a la resistencia de la pared primaria. Se considera a la
adhesion entre paredes de células contiguas como uno de los factores mas criticos por su
influencia en la percepcion de la textura de los frutos. Segin una clasificacion clasica



(Bourne 1979), los frutos de climas templados se agrupan en dos grupos: I) los que se
ablandan otorgando una textura fundente (ciruela, kiwi, tomate), y II) aquéllos que se
ablandan s6lo moderadamente, reteniendo una textura “quebradiza”, que otorga una
sensacion de fractura al ser cortada en la boca (manzana, nashi). En el grupo I, la
adhesion entre células es pobre, y el tejido suele separarse por el desplazamiento
relativo de unas células respecto de otras, con minima ruptura de células; en el grupo II,
la adhesion entre células es relativamente fuerte, y la separacion de los tejidos se
produce principalmente por ruptura de las paredes celulares.

Un avance significativo en la comprension del comportamiento de la pared celular
de los frutos resultd del andlisis por microscopia electrénica de la dilatacion que
experimentan las paredes de frutos de distintas especies, tanto in vivo cuanto a partir del
aislamiento de pared celular y de su tratamiento in vitro (Redgwell et al. 1997a). En
frutos que muestran textura fundente (grupo I), la dilatacién o “hinchamiento” de la
pared celular resulta pronunciado, particularmente in vitro. En cambio, los frutos con
textura quebradiza (grupo II) no muestran dilatacién o hinchamiento de la pared celular.
El kiwi tiene un comportamiento inusual, ya que manifiesta una dilatacion marcada de
la pared celular tanto in vivo como in vitro, en tanto que las ciruelas, la frutilla, el
tomate y el caqui (todos pertenecientes al grupo I), muestran solamente una dilatacion
del material de pared celular in vitro. La cereza no fue incluida en ese estudio, aunque
algunas variedades que tienen una textura blanda a la madurez se conservan mejor que
aquéllas que tienen textura quebradiza (Batisse et al. 1996b), lo que sugiere cambios en
la estructura interna de la pared celular misma.

1.5 ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR

La pared celular es una estructura macromolecular compleja propia del reino
vegetal que envuelve y protege a las células actuando como barrera ante el ataque de
patdgenos y proveyéndolas de una forma estable. Ademas juega un papel importante en
los procesos de division y expansion celular que determinan el crecimiento de los frutos
y el tamafio final. La divisién y expansion de las células depende en parte de la
elongacion de la pared gracias a la activa sintesis de polisacaridos en el aparato de
Golgi. En esta organela hay diversas enzimas encargadas de la sintesis de polisacaridos
los cuales son secretados en vesiculas hacia la pared contribuyendo asi de material para
el crecimiento de la misma. En la etapa de metafase de la division celular las vesiculas
se ubican en el plano ecuatorial del huso y a medida que se van acumulando se fusionan
para formar luego la placa celular. Esta placa da lugar a la formacion de la laminilla
media la cual divide a las células, es rica en pectinas y es la capa exterior de la pared
que actua fijando las células debido al contacto con la laminilla media de las células
contiguas. Durante el crecimiento, se forma la pared primaria hasta el momento en que
se detiene el proceso y comienza a formarse la pared secundaria, que tiene un mayor
espesor y es mas rigida debido a la presencia de lignina en algunos tipos de células
(Taiz y Zeiger 2002). A su vez cada una de estas capas estd compuesta por polisacaridos
relativamente simples y por otros mas complejos como microfibrillas de celulosa,
glicanos de matriz (llamados también hemicelulosas) y pectinas, pero ademads por otros
biopolimeros complejos como proteinas estructurales, enzimas y compuestos fendlicos
(Cafall y Mohnen 2009; Cosgrove 2001; Goulao y Oliveira 2008).

El polisacarido de mayor abundancia en la Tierra es la celulosa, la cual es una
cadena lineal de unidades de D-glucopiranosa enlazadas con uniones (1—4). Estas
cadenas lineales presentan caracteristicas propias de adosamiento con otras cadenas por



puentes hidrogeno, formando de ese modo estructuras cristalinas denominadas
microfibrillas las cuales contienen docenas de cadenas lineales.

Otros de los componentes de la pared son las hemicelulosas, denominadas
historicamente asi debido a su parecido con la estructura de las cadenas de celulosa.
Actualmente se considera mas adecuado denominarlas glicanos de matriz (Carpita y Mc
Cann 2000; Scheller y Ulvskov 2010), los que en su mayoria presentan caracteristicas
quimicas similares a las de la celulosa, es decir enlaces B(1—4) sobre un oxhidrilo
ecuatorial (glucosa y derivados, manosa o xilosa). Comtiinmente se los clasifica desde el
punto de vista operativo segun su extractabilidad en glicanos débilmente y fuertemente
unidos a la pared, dependiendo de la concentracion de los solventes alcalinos utilizados
para su extraccion. Existen distintos tipos de glicanos clasificados de acuerdo a su
estructura en: Xilanos, se encuentran como polisacaridos principales no celulésicos en la
pared primaria de monocotiledoneas comelinoides aproximadamente en un 20% y
también en dicotiledoneas (Scheller y Ulvskov 2010), constituidos por cadenas lineales
de unidades de xilosa sustituidas parcialmente con arabinosa y/o acido glucuronico
dando lugar a la formacion de arabinoxilanos (AX) presentes en gran cantidad en las
paredes celulares de gimnospermas, glucuronoarabinoxilanos (GAX) presentes en
dicotiledoneas y monocotiledoneas comelinoides y glucuronoxilanos (GX)
principalmente en pared celular secundaria de dicotiledoneas; mananos y
galactomananos, estan ampliamente difundidos en los angiospermas, tienen una
estructura compuesta por una cadena principal de manosas enlazadas 1—4, en ocasiones
parcialmente reemplazada por glucosa (galactoglucomananos), y sustituidas
parcialmente por galactosa encontrandose ademas como el mayor componente en pared
secundaria de gimnospermas; Xiloglucanos, presentes en todas las plantas del reino
vegetal excepto en cardfitas y con mayor abundancia en la pared primaria de
espermatofitas excepto en pastos (Scheller y Ulvskov 2010), compuestos por una
cadena principal del tipo de la de celulosa, pero con cadenas laterales de a-D-xilosa
unidas al C-6 de los residuos glucosidicos (Caffall y Mohnen 2009).

Por tltimo, las pectinas son polimeros heterogéneos ricos en acido D-
galacturonico con enlaces a(1—4) que pueden tener ramificaciones e interactian con
otros polimeros como glicanos entrecruzantes (especialmente xiloglucanos),
compuestos fenodlicos y proteinas de pared. Ademas se les adjudican diversas funciones
como la determinacion de la porosidad de la pared, la modulacion del pH y el balance
ionico debido a las superficies cargadas, regula la adhesion entre células (es un
componente fundamental de la laminilla media) y sirven como moléculas senal ante el
ataque de patdgenos e insectos (Caffall y Mohnen 2009; Carpita y McCann 2000;
Ridley et al. 2001). Se puede fraccionar las pectinas sabiendo que algunas se extraen
directamente con agua, otras requieren agentes quelantes (pectinas idnicamente unidas),
mientras que otras requieren acidos o bases diluidos (pectinas covalentemente unidas).

Por distintas modificaciones de la cadena principal o de las cadenas laterales, se
han definido diversos tipos de pectinas: Homogalacturonanos (HG),
Xilogalacturonanos  (XGA), Ramnogalacturonano tipo | (RG 1),
Ramnogalacturonano tipo Il (RG II) y Apiogalacturonanos (AGA), éstos ultimos
exclusivos de plantas acuaticas. Los homogalacturonanos constan de una estructura
lineal de acido D-galacturonico con enlaces o-(1—4) con distintos grados de
esterificacion con metanol en C-6, dando lugar a una estructura helicoidal (Figura 1.1).
Los residuos no esterificados en C-6 se encuentran negativamente cargados a pH
fisiologico y puede interactuar con Ca®" formando asi un gel estable con otras moléculas



pécticas (modelo egg box). Este tipo de pectina se encuentra covalentemente unida a
RG-Iy RG-II y podria estar también unida a XGs.
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Figura 1.1 Homogalacturonano, formado por unidades de acido D-galacturénico unidas
por enlaces o(1—4) y pueden estar esterificados en la posicion C-6 con metanol en
distintos grados. (Carpita y Mc Cann 2000).

Los xilogalacturonanos tienen la misma estructura basica que los HG (llamados
también galacturonanos sustituidos), pero poseen ramificaciones simples de D-xilosa
sobre el O-3 de los residuos del acido galacturénico (Figura 1.2). También existe la
posibilidad de encontrar (como en Pisum sativum) xilosa unida al O-2 de otro residuo de
xilosa, generando asi ramificaciones disacaridicas (Le Goff et al. 2001).

Figura 1.2 Xilogalacturonano compuesto de una estructura de acido D-galacturénico unidos por enlaces
o(1—4) y ramificaciones de D-xilosa (en celeste). (Carpita y Mc Cann 2000)

El polimero RG-I es una estructura compleja cuyo esqueleto contiene una unidad
repetitiva disacaridica, esto es —2)-a-D-ramnosa-(1—4)-0-D-GalA-(1—, la cual
presenta como ramificaciones a otros tipos de polisacdridos como (1—5) o-L-
arabinanos, (1—4)-B-D-galactanos y/o arabinogalactanos tipo I (AGs) unidos a la
estructura fundamentalmente en la posicion O-4 de los residuos de ramnosa (Figura
1.3). Este tipo de pectinas es muy abundante y a pesar de que se considera que estan en
una matriz independiente, hay evidencias que muestran las cadenas laterales de
arabinanos y galactanos de RG-I asociadas a xiloglucanos y a las microfibrillas de
celulosa por puentes hidrogeno in vitro (Brummell 2006; Jarvis 2011; Marcus et al.
2008; Oechslin et al. 2003; Zykwinska et al. 2005).

Por ultimo, otros de los polimeros presentes en la pared, aunque con menor
abundancia, y también considerados galacturonanos sustituidos (al igual que los XGAs)
son los RG-II, que constan de un esqueleto de 4cido D-galacturdnico con enlaces a-



(1—4) y 4 diferentes grupos laterales con 12 diferentes tipos de azucares (Figura 1.4)
entre los cuales se encuentran apiosa, acido acérico, 2-O-metilfucosa, 2-O-metilxilosa,
Kdo (acido 3-desoxi-D-mano-2-octulosonico) y Dha (acido 3-desoxi-D-lixo-2-
heptulosarico) en pequeias cantidades. Se puede presentar en forma de una unidad
Unica, o asociado mediante uniones diéster mediadas por boro (B) formando dimeros.
Es una estructura altamente conservada en las plantas y hay evidencias de que puede
jugar un rol fundamental sobre todo en los tejidos reproductivos, teniendo en cuenta que
el boro es un microelemento esencial.
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Figura 1.3 Ramnogalacturonano I (RG-I) compuesto por unidades disacaridicas repetitivas de (1—2) a-D-
Ram-(1—4)a-D-GalA presentando 3 tipos de cadenas laterales: arabinanos ramificados, galactanos y
arabinogalactanos tipo I. (Carpita y Mc Cann 2000)
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Figura 1.4 RG-II es un polimero complejo que consta de 4 grupos de polisacaridos (A-D) con alrededor
de 20 tipos de uniones (Mohnen 2008)

1.5.1 Modelos de pared celular primaria.

Muchas investigaciones se concentran hoy en definir la estructura primaria de los
polisacaridos individuales que representan el 90 % de la pared celular. Entre los
obstaculos enfrentados se cuentan la complejidad de los polisacaridos y la dificultad en
el aislamiento y purificacion de los polimeros individuales. Desde los afios 70 se han
desarrollado varios modelos para describir la estructura de la pared (Brummell 2006;
Cosgrove 2001). En los comienzos se aceptaba que existian enlaces covalentes entre los
componentes de la pared celular (esto es proteinas, pectinas y glicanos entrecruzantes)
pero que la unién de las microfibrillas de celulosa y los xiloglucanos estaba dada por
puentes hidrogeno los cuales hacen una unidén suficientemente fuerte entre ellos
(Keegstra et al. 1973). Sin embargo, se consideraba que no se podia probar a ciencia
cierta la unidén covalente entre pectinas y xiloglucanos. Mas tarde Talbott y Ray (1992)
presentan el modelo multicapas (multicoat model) donde cada microfibrilla de celulosa
esta cubierta por una serie de capas de polisacaridos que hacia el exterior se encuentran
cada vez menos fuertemente unidos y el enlace entre microfibrillas se hace
indirectamente por asociaciones laterales (no covalentes) entre distintas capas de
polisacédridos. Otro modelo que proponen Ha y otros (1997) muestran una pared
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estratificada donde los xiloglucanos cubren a las microfibrillas de celulosa y a su vez las
pectinas sirven como espaciadores entre el complejo hemicelulosas-celulosa. En este
modelo las pectinas actuarian regulando el espesor de la pared y facilitarian el
deslizamiento entre las capas de hemicelulosas-celulosa, las cuales controlarian la
extension de la pared. Sin embargo, Carpita y Gibeaut (1993) habian presentado un
modelo ampliamente aceptado hasta la actualidad, ya que contempla tanto los enlaces
covalentes como los i6nicos y define tres dominios importantes que son independientes
pero que interactuan entre si en la pared primaria. Estos dominios son: la interaccion
entre las microfibrillas de celulosa y xiloglucanos los cuales se encuentran embebidos
en una matriz de polisacdridos pécticos y las proteinas estructurales o una red de
fenilpropanoides. Este modelo se denomina red pegajosa (sticky network). En este
modelo los autores diferencian entre dos tipos de pared celular: la de Tipo I (Figura 1.5)
para dicotiledoneas y algunas monocotiledoneas y la de Tipo II para poaceas y otras
familias de monocotileddneas estrechamente relacionadas.
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Figura 1.5 Pared celular Tipo I. (Carpita y Mc Cann 2000).

Teniendo en cuenta que el cerezo pertenece a la categoria de las dicotiledoneas el
tipo de pared de referencia es el tipo 1. La pared de tipo I, cuenta con diferentes estratos
y esta compuesta por xiloglucanos adheridos a las microfibrillas de celulosa y a su vez
estos se conectan extendiéndose hacia otros xiloglucanos produciendo asi el bloqueo de
las microfibrillas en un arreglo espacial. A la vez, esto se encuentra inserto en una
matriz de pectinas lo cual en su conjunto controla la porosidad de la pared dado que las
cadenas helicoidales de HG se pueden condensar debido al catién Ca*” formando las
zonas de empalme (junction zones) entre dos cadenas antiparalelas y/o paralelas. Estas
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zonas mas el cruzamiento de los residuos de ramnosa del RG-I determinan la porosidad
de la pared.

1.5.2 Modificaciones de la constitucion de la pared celular durante el
crecimiento y maduracion de los frutos.

La tasa de crecimiento de los frutos varia de acuerdo a las condiciones ambientales
de la estacion, las practicas culturales y atn entre frutos de un mismo cultivo (Pallardy
2008). Es asi como el crecimiento se encuentra afectado tanto por las condiciones
ambientales como genéticas y esto incide sobre la division y expansion celular.

El momento de maduracion de frutos de carozo en general ocurre hacia el final de
la tercera etapa de crecimiento donde se produce la expansion celular (Pallardy 2008) y
en el caso de las cerezas en esta etapa se produce un rapido aumento del tamafio del
fruto. Durante esta etapa se producen varios cambios, entre ellos el ablandamiento del
fruto debido a la desintegracion de la pared celular mientras que al mismo tiempo ocurre
el crecimiento del fruto (Brummell 2006).

Los polisacaridos de las paredes celulares de los frutos son generalmente
hidrofilicos y aun asi, muchas de estas moléculas solubles en agua forman una
estructura coherente insoluble en agua dentro de la pared. Por qué sucede esto y como
las moléculas interactian para acomodar los cambios necesarios para el crecimiento,
maduracion y senescencia de los frutos, son preguntas que tienen varias incognitas hasta
el presente.

Con el ablandamiento de la pulpa durante la maduracion de los frutos, se suceden
cambios en la pared celular que incluyen solubilizacidon, despolimerizacion de pectinas
y/o glicanos entrecruzantes y pérdida de azucares neutros, principalmente galactosa
(Batisse et al. 1996a; Goulao y Oliveira 2008; Gross y Sams 1984). No obstante, estos
procesos ocurren de manera diferencial en las distintas especies de frutos. Como
ejemplo, las manzanas durante la maduracion conservan su rigidez debido a la baja
separacion entre células en comparacion con el durazno en el cual el ablandamiento es
mucho mayor debido al hinchamiento y pérdida de adhesion celular (Carpita y McCann
2000). En manzanas (Malus domestica Borkh.) también se ha observado que no se
produce despolimerizacion de pectinas ni de hemicelulosas pero ésto si ocurre en
duraznos (Goulao y Oliveira 2008). En frutillas (Fragaria x ananassa, Duch. Dover),
fruto no climatérico, se ha observado la despolimerizacion de glicanos entrecruzantes,
pero no de pectinas (Hubert et al. 1984).

Otros autores (Brummell y Harpster 2001; Sozzi 2004) han estudiado otros frutos
como durazno, palta, caqui, tomate, meldn, pimiento, frutilla, etc. y concuerdan en que
es comun que ocurra la despolimerizacioén de xiloglucanos y otros glicanos de la matriz
(que componen junto con la celulosa la red estructural de la pared celular).

No se conoce la forma en que cada uno de los procesos contribuye a la dilatacién
de la pared, a la pérdida de su rigidez y a la disminucion de la adherencia entre células
contiguas, aunque muchos de estos procesos se asociaron a la accion de distintas
enzimas hidroliticas de la pared celular (Brummell y Harpster 2001; Rose et al. 2003;
Sozzi y Civello 2005). Durante la maduracion, la accion combinada de diferentes
enzimas hidroliticas sobre los componentes de la pared celular produce una disminucién
del contenido de dichos componentes, su solubilizacion o despolimerizacion, con
eventual sintesis de novo de componentes nuevos, posiblemente de menor peso
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molecular. En particular, las pectinas experimentan un aumento en su solubilidad
debido a una disminucion de su masa molecular o de sus interacciones covalentes con
los demas componentes de la pared celular. La disminucién y relajacion de esta barrera
mecanica no solo reduce la firmeza del fruto sino que facilita la accion de los patogenos,
particularmente en estadios de madurez avanzados.

Si bien la biologia molecular ha jugado un papel de importancia creciente en la
investigacion sobre la pared celular y el mejoramiento de la calidad textural de los
frutos, los efectos de la supresion de la actividad de las enzimas de pared probaron no
ser predecibles hasta el momento (Sozzi y Civello 2005). Mas atn, desde 1988, afio en
que se dio a conocer el fracaso de la hipdtesis de la endo-poligalacturonasa como tnica
enzima responsable del ablandamiento de los frutos, la biologia molecular s6lo logro
avances acotados en la comprension de la arquitectura de la pared celular y/o de los
mecanismos del ablandamiento de los frutos (Redgwell y Fischer 2002). A pesar de sus
limitaciones, el andlisis de los distintos componentes de la pared celular contintia siendo
una de las principales herramientas de aproximacion para la comprension de la dindmica
de dicha pared y el disefo de estrategias apropiadas para la conservacion de los frutos
durante la postcosecha.

En la mayoria de los estudios citados, se utilizaron cultivares que no tienen
relevancia comercial en el mercado internacional. Hoy, existen variedades cultivadas de
comportamiento contrastante en relacion a la pérdida de firmeza, cuyo andlisis
permitiria verificar cudles cambios en la pared celular se asocian mas marcadamente
con el ablandamiento. Asimismo, el desarrollo de nuevas técnicas para el andlisis de los
componentes de pared celular (Brummell et al. 2004; Filisetti-Cozzi y Carpita 1991) ha
abierto posibilidades para estudiar mas profundamente los cambios que se producen.

1.5.3 Caracteristicas y consecuencias del dafio mecénico sobre los frutos.

El estudio del efecto de los dafios mecénicos y la forma de evitarlos es de vital
importancia en lo que hace al manejo postcosecha de frutas ya que dichos dafios
representan pérdidas tanto en volumen como en valor de la fruta. Si bien hay otros tipos
de dafios, como el dafio por frio, que se genera en las camaras frigorificas e impactan
sobre la calidad de los frutos, los dafios mecdnicos pueden ocurrir en diversos
momentos, ya sea al manipular durante la cosecha, linea de empaque y/o transporte
(Kader y Mitchell 1989; Mencarelli et al. 1996; Van Zeebroeck et al. 2007; Zarifneshat
et al. 2010) y pueden presentarse con mayor o menor gravedad segun la especie y
variedad.

Se pueden caracterizar estos dafios de acuerdo a la forma en que se producen: por
compresion debido a la presion ejercida entre frutos en la cosecha o mismo con el
material de empaque; impacto, debido a la caida sobre una superficie o por la caida de
un objeto sobre el fruto y por tltimo los danos por vibracion, que ocurren durante el
transporte producto del movimiento del vehiculo el cual produce una vibracidon o
abrasion contra una superficie, material de empaque u otra fruta (Kader y Mitchell
1989). En los dos primeros tipos de dafios se observa bajo la piel un oscurecimiento o
amarronamiento del mesocarpo, mientras que en el ultimo el efecto mas notorio es el
amarronamiento de la superficie del fruto. Pero no siempre aparecen los mismos
sintomas en todos los frutos, por ejemplo en tomates los dafios mecdnicos no se
visualizan facilmente ya que la piel y el tejido interno no presentan cambios de color
pero si se produce el ablandamiento de la zona afectada (Van linden et al. 2006). En
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kiwis el sintoma se observa en forma de V y de color blanco hacia el interior del tejido
pero a medida que avanza la maduracion se va oscureciendo (Mencarelli et al. 1996).
En damascos el sintoma también se observa varios dias después de producido el dafo
como un amarronamiento del mesocarpo (De Martino et al. 2002) al igual que en peras
y manzanas (Garcia et al. 1995).

En las cerezas, se producen danos por abrasion recibidos tempranamente en la
misma planta por causa del roce del fruto contra una rama u otro fruto y también,
durante el resto de la cadena de comercializacion debido a la accioén de los equipos de
seleccion de fruta, cintas en el empaque y durante el transporte (vibracion). Este
sintoma se visualiza en la superficie del fruto por lo cual se descartan tempranamente.
Por otra parte existe un desorden muy comun en cerezas llamado pitting, el cual se
presenta como un hundimiento o depresion de la piel del fruto que es observable luego
de varios dias de haberse producido el dafo fisico. Por debajo de la piel, las células
dafiadas colapsan y se deshidratan. Este tipo de dafio mecanico es producto de fuerzas
de impacto o compresion y es menos evidente en cerezas oscuras donde el sintoma se
“esconde” debido al color rojo oscuro del tejido y en consecuencia no se detecta
rapidamente (Looney et al. 1996a).

Como consecuencia de los dafios mecéanicos se produce un incremento de la tasa
respiratoria de los tejidos lo que acelera la liberacion de calor, la maduracion y el
adelantamiento de la senescencia. Mas aun, el dano por impacto a veces produce
disrupciones en la barrera natural (cuticula) de los frutos a la pérdida de agua, con lo
cual se encuentran expuestos al ataque de patdgenos, en mayor magnitud cuanto mas
grande sea la fractura cuticular (Berve et al. 2000).

Dentro de una misma especie, la susceptibilidad al pitting puede ser diferente de
acuerdo a los cultivares (por ejemplo ‘Van’ es uno de los mas susceptibles) pero ademas
se debe tener en cuenta otros factores intrinsecos del fruto como son la tasa respiratoria,
la temperatura (Crisosto et al. 1993), la firmeza, la pérdida de peso y el estado de
madurez (Toivonen et al. 2004). Las variedades utilizadas en este trabajo se caracterizan
por su textura y firmeza contrastantes, con lo cual la susceptibilidad al dafio mecénico
varia entre ellas y ademas es dable esperar que esto produzca cambios diferenciales en
la composicion de la pared celular.

En conclusion, si bien las cerezas representan en proporcion menor produccion
con respecto a otras frutas, tienen un gran valor en el mercado externo y una entrada
cada vez mas incipiente en el mercado interno. Por esto, es primordial el conocimiento
de cémo la pérdida de la firmeza de los frutos es un proceso determinante de la vida en
postcosecha y es afectada por diversos factores, ya sean externos (temperatura,
humedad y dafios mecanicos) como internos (genotipo, susceptibilidad a los dafios, etc).
Asimismo, se sabe que hay una estrecha relacion entre la firmeza y el ablandamiento de
los frutos con la estructura de la pared celular y la dindmica de los procesos de
solubilizacion, despolimerizacion y pérdida de azucares neutros, lo cual demanda
estudios para entender estos procesos y aprovecharlos en pos de una mejor conservacion
de la fruta.

A continuaciéon se presentan los objetivos, general y especificos, y sus
correspondientes hipotesis.
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1.6 OBJETIVOS E HIPOTESIS
16.1 Objetivos

Para el experimento “Cambios durante el crecimiento y maduracion de los frutos:
relacion entre la pérdida de firmeza y la estructura de la pared celular”, desarrollado en
el capitulo 2, los objetivos son los siguientes:

Objetivo general

El objetivo de este trabajo es aportar conocimiento acerca de los cambios que se
producen en la pared celular durante la ontogenia de cerezas dulces (Prunus avium
L.) con firmeza contrastante.

Objetivo especifico

Caracterizar y comparar la composicion, el proceso de solubilizacion y
despolimerizacion de la pared celular de los frutos de cerezo dulce (Prunus avium
L.) durante el crecimiento y maduracion en dos cultivares de firmeza
contrastantes.

Para el experimento “Efecto de los dafios mecanicos producidos en cerezas dulces
(Prunus avium L.) sobre la composicion de la pared celular de los frutos”, desarrollado
en el capitulo 3, el objetivo es el siguiente:

Objetivo general

Evaluar los efectos potenciales del dafio mecanico por impacto en postcosecha,
sobre la constitucion de la pared celular de los frutos firmes (cv Sweetheart) y
blandos (cv. Newstar) de cerezo dulce.

Objetivo especifico

Caracterizar y comparar la composicion, el proceso de solubilizacion y
despolimerizacion de la pared celular de los frutos de cerezo dulce (Prunus avium
L.) dafiados mecanicamente, en dos cultivares de firmeza contrastantes.

1.6.2 Hipotesis de trabajo

A fin de cumplimentar el objetivo especifico del experimento del capitulo 2, se
pusieron a prueba las siguientes hipotesis:

A. El estado ontogénico del fruto determina modificaciones sustantivas en la
constitucion de la pared celular de cerezas dulces de caracteristicas
contrastantes.

B. Los cambios en la pared celular de las cerezas dulces se asociarian en primer
término a una despolimerizacion de pectinas y glicanos entrecruzantes, unidos
mas o menos estrechamente a la celulosa. Este proceso ocurriria a través de casi
toda la ontogenia del fruto.
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C. Durante la adquisicion de textura fundente, el ablandamiento de las cerezas
dulces se vincularia ademas con la pérdida de azlcares neutros de pectinas y
glicanos entrecruzantes.

A fin de cumplimentar el objetivo especifico del experimento del capitulo 3, se
puso a prueba la siguiente hipotesis:

A. El dafio mecéanico en cerezas dulces induce modificaciones en los polisacaridos
de la pared celular de la zona afectada de forma diferencial segun la firmeza de
la variedad.



CAPITULO 2

CAMBIOS DURANTE EL CRECIMIENTO Y MADURACION DE LAS
CEREZAS DULCES: RELACION ENTRE LA PERDIDA DE FIRMEZA
Y LA ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR.

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 Las investigaciones sobre pared celular de cerezas

Entre los ocho objetivos principales del mejoramiento del cerezo a nivel mundial
se encuentra la obtencion de frutos firmes y con buenas cualidades para la
comercializacién a ultramar (Srinivasan et al. 2005). Esto ha llevado a ahondar en el
tema y sobre todo a centrar los esfuerzos en comprender qué cambios ocurren en la
pared celular ante diferentes condiciones (ontogenia, estrés bidtico o abidtico) no so6lo
en cerezas sino también en otros frutos.

Se ha observado que el ablandamiento de los frutos est4 ligado al genotipo y en
consecuencia al nivel de sintesis de pared celular, encontrandose genotipos de fruta
firme que sintetizan materiales de pared hasta estadios mas tardios en comparacion con
genotipos de frutos blandos (Choi et al. 2002a). A nivel ultraestructural, existirian
diferencias entre células de frutos de textura blanda y de textura crujiente (Batisse et al.
1996a). A madurez, en frutos blandos la laminilla media estd mejor preservada, la pared
primaria es delgada y muestra bolsas de degradacion delimitadas por formaciones de
membrana residuales. En cambio los frutos firmes presentan solubilizacion de la
laminilla media y una gran reestructuracion de la pared primaria, resultando en la
separacion entre células.

En los primeros estudios de caracterizacion de las pectinas de cerezas, se asoci6 el
ablandamiento con un incremento en las pectinas totales por fruto. A medida que el
fruto se ablanda y se incrementa el contenido de pectinas totales, la solubilidad de las
mismas también aumenta (Fils-Lycaon y Buret 1990). Hasta ahora se sabe que la
aplicacion de 4cido giberélico en precosecha puede demorar el ablandamiento de
cerezas, al tiempo que disminuye el contenido de pectinas solubles en agua en los frutos
tratados (Facteau 1982a; Kondo y Danjo 2001). A partir de investigaciones
desarrolladas utilizando cerezas ‘Satohnishiki’, Kondo y Danjo (2001) sugirieron que el
ablandamiento puede ser causado por una degradacion de la pectina, con posterior
disolucion de los azlicares neutros unidos al esqueleto del ramnogalacturonano, y no por
una disolucion de homogalacturonanos solamente. En cerezas ‘Bigarreau Burlat’ se ha
comparado el grado de polimerizacidon de la pared celular de frutos blandos con el de
frutos crujientes observandose que las de los frutos mas blandos tienen un menor grado
de polimerizacion. Esto significa que esos polimeros presentan una menor interaccion
con otros polimeros de pared y en consecuencia las células aparecen con formas
irregulares (Batisse et al. 1996b).

Por otro lado, Batisse et al. (1994) demostraron que durante la maduracion de las
cerezas, el ablandamiento no depende de la despolimerizaciéon de pectinas ni de la
accion de la enzima endo-poligalacturonasa (endo-PG). Los estudios de ciertas
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glicosidasas, como la B-galactosidasa, sugieren una relacion con la pérdida de azucares
neutros (Andrews y Li 1994, 1995). Algunas enzimas como la pectinmetilesterasa
(PME) y poligalacturonasa (PG) en conjunto con P-galactosidasa (Barret y Gonzalez
1994), también parecen intervenir en el ablandamiento de las cerezas. Otra glicosidasa,
la B-glucosidasa, probd ser capaz de liberar glucosa libre de las paredes celulares de las
cerezas, ademas de ser activa frente a una amplia gama de sustratos de sintesis como la
prunasina (Gerardi et al. 2001). Esta enzima, que podria estar relacionada con el cADN
de una B-glucosidasa informado con anterioridad (Wiersma y Fils-Lycaon 1996), se
localiza en el citosol y apoplasto de frutos inmaduros, pero se asocia con las paredes
celulares en frutos maduros (Gerardi et al. 2001). Esto sugiere que podria desempefiar
un papel en la pérdida de glucosa que acompafia el ablandamiento de las cerezas
(Kondo y Danjo 2001), aunque las pérdidas de galactosa y de arabinosa de las paredes
celulares superen las de glucosa.

Por lo tanto, el objetivo de esta seccion de la tesis es caracterizar y comparar la
composicion, el proceso de solubilizacion y despolimerizacion de la pared celular de los
frutos de cerezo dulce (Prunus avium L.) durante el crecimiento y maduracion en dos
cultivares de firmeza contrastantes. Para ello, se pusieron a prueba las siguientes
hipdtesis, que establecen que 1) el estado ontogénico del fruto determina modificaciones
sustantivas en la constitucion de la pared celular de cerezas dulces de caracteristicas
contrastantes; 2) Los cambios en la pared celular de las cerezas dulces se asociarian en
primer término a una despolimerizacion de pectinas y glicanos entrecruzantes, unidos
mas o menos estrechamente a la celulosa. Este proceso ocurriria a través de casi toda la
ontogenia del fruto 3) Durante la adquisicion de textura fundente, el ablandamiento de
las cerezas dulces se vincularia ademads con la pérdida de azlicares neutros de pectinas y
glicanos entrecruzantes.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material vegetal

Se recolectaron cerezas (Prunus avium cv. Sweetheart y Newstar) de arboles
plantados en un monte comercial ubicado en la zona del Alto Valle de la provincia de
Rio Negro. Se cosecharon aproximadamente 1 vez por semana 3 repeticiones de 45
frutos de cada variedad para la medicién de firmeza, porcentaje de sélidos solubles y
peso. Las muestras fueron tomadas al azar y de la zona media de cada arbol,
descartando aquellos frutos defectuosos o dafiados. De las cosechas se eligieron 4
estadios caracteristicos de la curva de crecimiento de frutos de carozo, y se tomaron 15
frutos para el andlisis de pared celular. Los estadios son los siguientes:

— It de crecimiento exponencial por multiplicacion celular; ‘Sweetheart’ a
los 31 dias después de plena floracion (ddpf) y ‘Newstar’ a los 28 ddpf.

— II: esclerificacion del endocarpo; ‘Sweetheart’: a los 54 ddpf'y ‘Newstar’
a los 36 ddpf.

— III: crecimiento lineal por agrandamiento celular; ‘Sweetheart’ a los 62
ddpfy ‘Newstar’ a los 44 ddpf.

— IV: fruto maduro; ‘Sweetheart’ a los 75 ddpf'y ‘Newstar’ a los 59 ddpf.



19

Las dos variedades tienen distintos momentos de maduracion, la primera es de
maduracion temprana y la segunda tardia, por ende el momento de cosecha debia ser
diferente para representar los distintos puntos en la curva de crecimiento (peso fresco).

2.2.2 Indices fisioldgicos, indices de madurez y calidad durante ontogenia.

En cada uno de los estadios mencionados en 2.2.1 se realizaron las siguientes
mediciones:

2.2.2.1 Contenido de solidos solubles

Se efectuaron mediciones de solidos solubles del jugo con un refractometro de
mano auto compensado (Atago) tomando 3 repeticiones de 5 frutos por variedad. Los
resultados se expresan en porcentaje (%) o °Brix.

2.2.2.2 Peso y diametro ecuatorial

Se tomaron 8§ frutos por repeticion, sin pedunculo y se determiné individualmente
con balanza electronica el peso (g) y el diametro mayor (mm) en el lado opuesto de la
sutura, en el radio ecuatorial con un calibre electronico.

2.2.2.3 Firmeza

La firmeza se determiné individualmente sobre el radio ecuatorial sobre los
mismos frutos que fueron utilizados para la medicion de peso y didmetro ecuatorial) en
los lados opuestos a la sutura en el radio ecuatorial donde de se ubica el didmetro
mayor, sin remover la piel, midiendo la fuerza requerida para deformarlo hasta 2 mm y
utilizando el equipo Instron Universal Testing Machine (modelo 3342, Canton, MA,
USA). Cada fruto fue ubicado entre placas de acero y deformado con una velocidad de
cruceta de 20 mm min™'. La firmeza se expresé en Newton.

2.2.3 Extraccion, fraccionamiento y andlisis de la pared celular

De las muestras obtenidas en cada estadio se retir6 el pedinculo y el endocarpo
usando un escalpelo y el resto de los tejidos fueron inmediatamente congelados a -18°C
y almacenados hasta su andlisis.

2.2.3.1 Metodologia de extraccion de la pared celular.

La preparacion y el fraccionamiento de la pared celular se efectué de acuerdo con
protocolos previos, detallados por Sozzi et al. (2002) y Brummell et al. (2004) con
algunas modificaciones. En este caso no se utiliz6 el buffer TRIS fenol ya que
utilizando la muestra freezada y expuesta al etanol a baja temperatura se puede evitar la
degradacion enzimatica sobre la pared celular.

Se licuaron 20 g de material fresco con 80 ml de etanol frio al 80%, y luego se
homogeneizd en un Omnimixer. El homogenato fue inmediatamente hervido por 30
minutos y luego se enfrio y filtré a través de un papel de filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF/C). El material insoluble retenido se lavd con abundante etanol 95 %. El
solido fue resuspendido en 60 ml cloroformo:metanol (1:1) agitindolo durante 15
minutos y posteriormente filtrado. El material retenido se lavo con 40 ml de la misma
mezcla de solventes. El material insoluble se lavo con acetona hasta su decoloracion,
obteniendo el extracto crudo de pared celular (residuo insoluble en alcohol, AIR). El
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AIR fue secado al aire bajo campana y luego en un desecador al vacio por la noche, para
finalmente ser pesado.

2.2.3.2. Fraccionamiento de polisacaridos de la pared celular

El fraccionamiento de pared celular se realizd segiin describieron previamente
Ponce et al. (2010) y Sozzi et al. (2002) con algunas modificaciones. Brevemente, se
tomaron 3 g de material y se agitaron con 300 ml de solucioén acuosa conteniendo 0,02
% [p/v] de timerosal por 24 h. El sobrenadante, designado fraccion soluble en agua fue
removido. La extraccion secuencial del pellet con CDTA 0.05M en buffer
NaOAc/HOAc 0.05M, pH 6, conteniendo 0.02% (p/v) de timerosal (24 h), Na,COs3
0.1M en NaBH4 0.1 mM (24 h), KOH 4% en 0.1% (p/v) NaBH4 (24 h), y KOH 24% en
0.1% (p/v) NaBHy4 (24 h), produjeron la fraccion soluble en CDTA, la fraccion soluble
en Na,COs, y las fracciones solubles en KOH 4 y 24%, respectivamente. Los
sobrenadantes fueron recuperados después de centrifugacion a 9000g. En el caso de las
extracciones con KOH, el pH se ajustd previamente a 5 con acido acético glacial. Todas
las fracciones fueron dializadas (utilizando membrana de corte de peso molecular 6000-
8000) exhaustivamente contra agua corriente por 2 dias y luego contra agua destilada
por un dia a 4°C. Las fracciones fueron recuperadas por liofilizacion y posteriormente
pesadas.

2.2.3.3 Analisis quimicos

2.2.3.3.1 Métodos colorimétricos

El contenido de &cidos urodnicos se determind siguiendo la modificacion de
Filisetti-Cozzi y Carpita (1991) del método de Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973)
usando acido galacturénico como estandar y los datos fueron expresados en unidades
anhidro. Los azucares neutros fueron determinados mediante el método del fenol-acido
sulfurico (Dubois et al. 1956), con glucosa como estdndar. Para las determinaciones
colorimétricas se utilizé un espectrofotdometro Spectronic 29 D (Milton Roy) utilizando
celdas cilindricas de 1 cm de camino 6ptico.

En todos los casos se utilizaron 2 mg de fraccion pesados exactamente. Para la
fraccion acuosa se utiliz6é una solucion de la misma en 5 ml de agua destilada. Para las
fracciones de CDTA, Na,COs3, KOH 4% y KOH 24%, el producto se tratd segun la
técnica de Ahmed y Labavitch (1980) para producir una solubilizacion completa del
material:

1. Se trataron las fracciones con 1 ml de acido sulfurico concentrado en un
bafio de hielo y se agitaron por 10 minutos.

2. Luego se agregaron gota a gota 0,5 ml de agua destilada completando hasta
2 ml, siempre en bafio de hielo y se dejo agitando por 1 hora.

3. Una vez solubilizadas las muestras, se transfirieron a matraces de 5 ml y se
enraso con agua destilada, para obtener asi las alicuotas utilizadas en las
mediciones.

Procedimiento de los ensayos colorimétricos
a) Acidos uronicos:

Se tomaron soluciones de 100, 200 y 300 pl, las cuales se llevaron a 400 pl
con agua destilada. En otro tubo de ensayo se prepar6 el blanco con 400 pul de
agua destilada. La curva estandar se obtuvo con una solucién de acido D-
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galacturdnico (0,18mg/ml), de la cual se tomaron soluciones de 50, 100, 200,
300 y 400 pl que eventualmente se llevaron a 400 pl con agua destilada.

I. Se agreg6 a cada tubo de ensayo 40 ul de solucién A y se agitd. Luego se
adicionaron 2,4 ml de solucion B a cada tubo de ensayo y se volvio a agitar.
Los tubos se colocaron en un bafio de agua hirviendo, tapados en su extremo
para evitar la evaporacion de las muestras por 20 minutos y luego se enfriaron
sumergiéndolos en un bafio de hielo por 10 minutos. Se agregd a cada tubo 80
ul de la solucion C y se agit6. En un periodo de tiempo de entre 10 minutos y 1
hora, se leyd la absorbancia a 525 nm del blanco, las muestras y curva
estandar.

Reactivos:

- Solucion A: acido sulfamico/ sulfamato de potasio 4 M (pH 1,6). Colocar en
envase 0scuro.

- Solucién B: Tetraborato de sodio 75 mM en 4cido sulfurico concentrado
grado analitico.

- Solucién C: m-hidroxidifenilo (0,15 %) en hidroxido de sodio acuoso al
0,5%.

b) Azucares totales (método del fenol-acido sulfurico)

Se tomaron soluciones de cada muestra de 50, 100 y 150 pl, las cuales se
llevaron a 500 pl con agua destilada. En otro tubo de ensayo se preparo el blanco
con 500 ul de agua destilada. La curva estandar se efectué con glucosa
(0.1mg/ml). Se tomaron soluciones de 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pl y se
llevaron a 500 pul con agua destilada.

Se agregaron a cada tubo de ensayo 0,5 ml de fenol al 5% y se agité en
vortex. Una vez mezclados, se adicionaron 2,5 ml de acido sulfurico
concentrado directamente sobre la superficie de la solucion a fin de asegurar
un calentamiento maximo a cada tubo de ensayo y se agité cuidadosamente. Se
dejo enfriar y se leyeron en espectofotometro las absorbancias a 490 nm tanto
del blanco, como las muestras y curva estandar.

Reactivos:

- Solucién de fenol al 5 % (p/v). Esta solucion es estable a temperatura
ambiente durante varios meses conservada en frascos de color caramelo

- Acido sulfurico 98% grado analitico.

De la curva estandar de cada método se utiliza la pendiente y luego se incorporan
los datos a la siguiente ecuacion para el calculo del contenido de 4cidos uronicos o
azUcares totales:

absorb/pendiente x 5ml  x 100
% componente = ml alicuota

peso fraccion (ug)
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Posteriormente se calculo el valor anhidro para cada uno de los datos

(multiplicando por (PM-18)/PM).

2.2.3.3.2 Métodos cromatograficos

a) Determinacion de azUlcares neutros componentes por conversion a acetatos de
alditoles (Blakeney et al 1983).

Se realizd6 analizando por cromatografia gaseosa los derivados de los

monosacaridos provenientes de la hidrolisis de los polisacéridos.

e Procedimiento: Hidrolisis acida

L.

IL.

Se pesaron muestras de aproximadamente 4 mg en viales provistos con cierre de
teflon y se adiciond una solucion de 1 ml de TFA (4&cido trifluoroacético) 2 M
conteniendo 3 mg de myo-inositol, dejando proceder la hidrélisis en estufa a
121°C durante 90 minutos. Los viales se dejaron enfriar, y se colocaron bajo
campana hasta evaporar el acido completamente bajo corriente de aire.

Posteriormente los hidrolizados fueron redisueltos en agua y nuevamente
evaporados. Este tratamiento se realizd las veces necesarias hasta eliminar
totalmente el 4cido (reconocible por el olor). Las muestras fueron colocadas en
un desecador al vacio durante una noche.

Preparacion de los alditoles peracetilados

I1I.

IVv.

VL

VIL

VIIL

IX.

A las muestras secas (provenientes de las hidrélisis) contenidas en los viales se
les agregaron 0,5 ml de hidréxido de amonio 1M y se redujeron con 5 mg de
borohidruro de sodio. Se mezcld a temperatura ambiente dejando los viales
durante toda la noche destapados para permitir la evolucion de hidrégeno.

Se adicion6é a cada vial unas gotas de acido acético diluido para destruir el
exceso de agente reductor, hasta cese de la efervescencia y se descationizd
agregando resina Amberlite IR-120 (H+). Se filtré y llevo a seco evaporando
con aire.

El 4cido borico se elimind6 como borato de metilo, mediante 5 agregados
sucesivos de 0,5 ml de metanol a cada vial y luego se evaporo con aire a seco en
cada oportunidad. Se guardaron los viales durante la noche en desecador al
vacio.

Acetilacion: A cada vial se le agregé 1 ml de una mezcla de anhidrido acético:
piridina en relacion 1:1. Se llevaron los viales tapados a estufa por 45 minutos a
100°C.

Una vez frios, se pasé el contenido de los viales a tubos de ensayo. Se extrajo
con 1.5 ml de cloroformo-agua (1:1). La fase acuosa se recuperd y se extrajo
nuevamente con una mezcla de iguales caracteristicas.

Los extractos cloroférmicos recuperados se lavaron 3 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.
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X. El residuo obtenido se disolvié en 20 pl de cloroformo inmediatamente antes de
ser inyectado en el cromatdgrafo gaseoso.

Las cromatografias gas-liquido se realizaron en un cromatografo Hewlett Packard
5890 A equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y un integrador HP3395.
Se utilizd nitrogeno como gas portador y las corridas se efectuaron con una relacion de
split 80:1. Se utiliz6 una columna capilar SP-2330 (Supelco), de 30 m de largo, 0,25
mm de didmetro interno y 0,20 um de espesor de la fase liquida.

El flujo del gas portador fue de 1 ml/min y la presion en cabeza de columna fue de
15 Psi (= 1,02 atm). Se realizd una corrida isotérmica a 220°C y las temperaturas del
inyector y detector fueron de 240°C.

Se utilizé myo-inositol como estandar interno, y los diferentes acetatos de alditoles
fueron identificados por comparacion con estandares. El porcentaje de los diferentes
monosacaridos se calculd considerando que las respuestas FID son proporcionales al
peso molecular de los acetatos de alditoles.

b) Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). Determinacion de
despolimerizacion de pectinas y glicanos entrecruzantes

Se pesaron 3 mg de cada fraccion y se solubilizaron en el solvente adecuado (ver
luego) con agitacion magnética durante toda la noche. Se utiliz6 una columna de
exclusion por tamafio (SEC) de baja presion con bomba y colector a una tasa de 0,7
ml/min.

Las muestras de CDTA y NayCOs; fueron disueltas en 0.8 ml de imidazol
(0.4mg/ml). Tras agitar toda la noche, se le adicionaron 0.2ml de NH4AcO 1M (pH 5).
Las soluciones fueron centrifugadas y el sobrenadante se sembrd en una columna de
Sepharose CL-2B de 300mm x 9mm d.i. (Sigma Chemical Co., Saint Louis, Missouri)
eluyendo a temperatura ambiente con NH4AcO 0.2M, pH 5 (Brummell et al. 2004).

Las muestras de la fracciones acuosa, KOH 4 y 24% 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 9mm d.i. (Sigma Chemical
Co.), eluyendo a temperatura ambiente con 0.1M NaOH. Las fracciones fueron
colectadas y las alicuotas fueron analizadas para carbohidratos totales debido a que en
experiencias previas (Ponce et al. 2010) los perfiles de acidos urénicos y carbohidratos
totales fueron similares en consecuencia s6lo se llevd a cabo la metodologia para
carbohidratos totales de cada fraccion.

2.2.4 Andlisis estadistico

Los resultados de firmeza, peso, didmetro ecuatorial, solidos solubles, acidos
urdnicos y azucares neutros fueron analizados mediante ANOVA. La homogeneidad de
varianza y normalidad fueron probadas por medio de los test de Levene y Shapiro-
Wilk’s respectivamente. Las comparaciones entre medias de los tratamientos se
realizaron mediante el test de tukey (P < 0.05).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Evolucidn del peso, firmeza y porcentaje de solidos solubles de los
frutos durante ontogenia.

La curva de crecimiento de los frutos de carozo presenta una forma doble
sigmoidea con tres estadios visibles de crecimiento. Esto es lo que se observa en este
caso en cerezas (Figura 2.1 A y B), el estadio I es de activa division celular y aumento
de peso del fruto luego de floracion y polinizacion, el estadio II es la fase lag o de
lignificacion del endocarpo, desarrollo del embrion y reducida tasa de crecimiento del
fruto, y finalmente el estadio III es el de expansion celular y rapido incremento del
tamafio del fruto y maduracion. Generalmente, para las variedades tempranas (Newstar)
no suele observarse el estadio II (Fig. 2.1A), debido al breve periodo en que se produce
el endurecimiento del endocarpo y la maduracion del fruto. En este trabajo se considera
el estadio IV o de madurez, en el cual el fruto alcanza en el arbol las caracteristicas
organolépticas para cosecha y consumo.

El peso final promedio del fruto de la variedad Sweetheart (Fig. 2.1B) fue mayor
que el de la variedad Newstar (8,8 g vs. 7,2 g respectivamente) teniendo en cuenta que
la primera tiene un tiempo de maduraciéon mucho mas largo con una diferencia de casi
dos semanas, resultando en una variedad de maduracion tardia.

El didmetro ecuatorial (Fig. 2.1C y D) mostrdé un patrén similar a la curva de
crecimiento en ambas variedades, verificindose ademas que sdlo ‘Sweetheart’ presentod
una etapa II bien marcada ya que se detuvo el incremento en didmetro, y también logrd
llegar a un diametro significativamente mayor que ‘Newstar’ pero en un lapso de
tiempo mas prolongado.

Los solidos solubles de la variedad Sweetheart (Fig. 2.1F), aumentaron desde el
estadio I, disminuyeron levemente cuando el fruto entrd en el estadio II (donde no se
observa un aumento significativo del peso) y luego volvieron a aumentar hacia el
estadio IV de madurez comercial, para finalmente disminuir levemente cuando el fruto
estaba sobremaduro. Al mismo tiempo, la firmeza medida como la fuerza de
deformacion que se ejerce sobre el fruto (Fig. 2.1H), sigui6 un patron diferente debido a
que el fruto en el estadio I poseia un elevado nivel de firmeza, mayor a 8 N, y luego
cayo abruptamente a alrededor de 1,35 N cuando el fruto estaba sobremaduro.
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Figura 2.1 Curva de crecimiento (peso expresado en gramos), didmetro ecuatorial (mm), contenido de
solidos solubles (%) y firmeza (N) de frutos de las variedades Newstar (A, C, E y G) y Sweetheart (B,
D, F y H) desde cuaje hasta madurez (dias después de plena floracion). Los valores representan las
medias y las barras verticales indican error estandar. Las letras indican diferencias significativas entre
fechas y variedades (p<0.05)

Por otra parte la variedad Newstar se caracterizo por tener frutos blandos (Fig.
2.1G) desde el inicio del estudio en el estadio I (inmaduros), presentando una firmeza de
2,08 N, la cual disminuy6 significativamente a medida que el fruto maduraba, a valores
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no comercializables. Los sélidos solubles en esta variedad (Fig. 2.1E) presentaron un
aumento de sélo 4,3 % entre los estadios [ y IV.

La firmeza de los frutos cosechados a los 44 ddpf (‘Newstar’) y 54ddpf
(‘Sweetheart’) era muy elevada como para ser medida con el penetrometro disponible.
De forma similar, la extraccion de jugo para la medicion de sélidos solubles no se hizo
en los primeros dias de crecimiento porque no era posible extraer suficiente jugo para
realizar la medicion.

2.3.2 Extraccion secuencial de la pared celular.

El residuo insoluble en alcohol (AIR) consiste principalmente en la pared celular
proveniente del epi- y mesocarpo de cerezas en cada uno de los 4 estadios ya descriptos.
Analizando la evolucién del contenido de AIR (cuadro 2.1), se observd que desde el
estadio I hacia el IV el contenido disminuy6 entre 63 y 66 % tanto en ‘Sweetheart’
como en ‘Newstar’, registrandose la mayor disminucion al pasar del estadio II al III,
coincidente con la etapa de crecimiento exponencial del fruto.

Cuadro 2.1 Rendimiento del residuo insoluble en alcohol cada 100g de peso
fresco de frutos blandos (Newstar) y firmes (Sweetheart) durante ontogenia
(estadios I a IV)

Rendimiento AIR (g/100 g PF)

Estadio Sweetheart Newstar
| 4,78 (81,2) 4,59 (70,7)
1I 3,54 (73,9) 3,28 (88,6)
111 1,85 (94,7) 1,75 (84,1)
1\Y 1,77 (112,2) 1,53 (108,6)

Los valores entre paréntesis indican rendimiento de AIR en mg/fruto

Los frutos firmes ‘Sweetheart’, mostraron un contenido levemente mayor de AIR
que los blandos ‘Newstar’. En cambio, expresando el rendimiento de AIR por peso
promedio del fruto se observé que no disminuy6 durante ontogenia (Cuadro 2.1), sino
mas bien hubo un leve aumento del contenido de AIR

El AIR de las dos variedades de cerezas fue fraccionado por extracciones
sucesivas con H,O (fraccion H,O), CDTA (fraccion CDTA), Na,CO; (fraccion
NayCOs3), KOH 4% (fraccion KOH4%) y KOH 24% (fraccion KOH24%), a partir de los
que se obtuvieron pectinas débilmente unidas (solubles en agua), pectinas unidas
i6nicamente (solubles en agente quelante de Ca y Mg), pectinas unidas covalentemente
(solubles en carbonato), fracciones ricas en glicanos entrecruzantes débil y fuertemente
unidas respectivamente.

En la variedad Sweetheart caracterizada por tener frutos firmes, los rendimientos
de las fracciones pécticas (Cuadro 2.2) mostraron un comportamiento variable, siendo
las pectinas solubles en H,O las que presentaron una disminucion en el estadio II, para
luego incrementarse levemente hacia el estadio IV. Contrariamente, las pectinas en
CDTA aumentaron hasta el estadio II y luego disminuyeron hacia el estadio IV. A
diferencia de las primeras fracciones, el contenido de la fraccion solubilizada en
Na,COs disminuy6 levemente hacia el estadio III pero en gran magnitud en el estadio
IV.
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Cuadro 2.2 Fracciones extraidas de cerezas ‘Sweetheart’ a través de los distintos estadios de
crecimiento (I-IV) expresadas en g/100g AIR.

Fracciones
Estadio H,O CDTA Na,CO; KOH 4% KOH 24%
I 6,18 9,17 29,34 9,61 6,74
1I 3,64 13,78 28,40 9,31 11,31
111 8,26 10,70 24,20 16,49 7,03
v 9,99 11,28 10,09 5,93 5,35

El contenido de la fraccion KOH 4% (correspondiente a glicanos entrecruzantes,
es decir hemicelulosas unidas débilmente) registr6 un aumento importante hacia el
estadio III de maximo crecimiento exponencial del fruto y luego un marcado descenso
en madurez. En cambio, la proporcién de glicanos entrecruzantes unidos fuertemente
(fraccion KOH 24%) aumento6 hacia el estadio II de endurecimiento del endocarpo y
luego disminuy6 hacia el estadio IV.

En cerezas ‘Newstar’ (cuadro 2.3) el rendimiento de la fraccion acuosa (pectinas
solubles) se incrementd continuamente, pero a partir del estadio III hacia madurez lo
hizo en mayor proporcioén que ‘Sweetheart’, mientras que la fraccion CDTA de pectinas
ionicamente unidas aument6 hacia el estadio I, disminuyo en el estadio III de rapida
expansion celular y volvio a aumentar en el estadio IV de madurez. El rendimiento de la
fraccion Na,COs3 disminuy6 hacia madurez pero no tan abruptamente en el Ultimo
estadio como ocurri6 en ‘Sweetheart’.

En las fracciones ricas en glicanos entrecruzantes, aquellas débilmente unidas
(KOH 4%) se incrementaron hacia madurez mientras que las fuertemente unidas (KOH
24%) no registraron cambios durante ontogenia.

Cuadro 2.3 Fracciones extraidas de cerezas Newstar en los distintos estadios de
crecimiento (I-IV) expresadas en g / 100 g AIR

Fracciones
Estadio  H,O CDTA  Na,CO; KOH 4% KOH 24%
I 4,57 10,87 28,75 9,16 7,15
II 495 13,25 27,03 11,42 7,01
1 9,62 11,52 25,24 13,51 7,06
v 12,10 14,55 21,31 15,99 6,99

2.3.3 Cambios en el contenido de 4cidos uronicos y azicares neutros de la
pared celular de cerezas firmes y blandas durante ontogenia.

2.3.3.1 ‘Sweetheart’

En esta variedad de frutos firmes, la proporcion de acidos uronicos por fraccion
(Cuadro 2.4) disminuy¢ significativamente hacia el estadio IV en las fracciones H,O y
KOH 24% (50% y 81% respectivamente). En cambio en las fracciones pécticas CDTA
y Na,COs se observaron aumentos leves en la proporcion de acidos urdnicos. La Unica
fraccion en la que no se observo variaciones fue KOH 4%. En los estadios intermedios
se observaron variaciones en las fracciones pécticas, tal es asi que en el estadio II hay
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un aumento del contenido de urdnicos en la fraccion CDTA produciéndose al mismo
tiempo que disminuye el contenido de uroénicos en las fracciones H,O y Na,CO;, En
cambio en el estadio III (de elongacion celular) disminuye el contenido de urdnicos en
la fracciones CDTA y Na,COs al mismo tiempo que aumenta en la fraccion H,O.

Si se analiza el contenido de acidos uronicos en funcion del AIR obtenido (Cuadro
2.4), se observa que las variaciones en las fracciones son coincidentes en muchos casos
con el rendimiento de AIR (Cuadro 2.2), como es de esperar. En consecuencia, en el
estadio II de la fraccion acuosa hay una gran disminuciéon de acidos urodnicos
relacionada al bajo rendimiento de la fraccion, pero aunque luego aumente el
rendimiento, de todas formas disminuye el contenido de 4cidos urdnicos hacia el estadio
IV por la ya mencionada disminucion de la proporcion de ese componente. De forma
inversa, en la fraccion CDTA el contenido de acidos urdnicos aumentd
significativamente hacia el estadio II, luego disminuy6 y volvié a aumentar en el estadio
IV.

Como era de esperar debido al mayor rendimiento obtenido de la fraccion Na,COs
(Cuadro 2.2) y ademas considerando que es una fraccion péctica, ésta fue la mas rica en
acidos urénicos de todas las fracciones. Sin embargo, el alto contenido inicial de acidos
uronicos fue disminuyendo, produciéndose una pérdida de aproximadamente el 60%
hacia madurez.

En el estadio II se puede observar que el contenido de acidos urénicos aument6 en
la fraccion CDTA mientras que disminuyd en las fracciones H,O y Na,COs. Sin
embargo, a continuacion en el estadio III aument6 el contenido de urdnicos solubles en
la fraccion H,O mientras que disminuyo en las fracciones CDTA y Na,COs. Por tltimo,
a madurez ocurre la misma situacién que en el estadio II, aumentando el contenido de
urdnicos en la fraccion CDTA y disminuyendo en las fracciones HO y Na,COs.

Cuadro 2.4. Contenido de acidos urénicos en porcentaje (%) y en miligramos por gramo de AIR en las
fracciones de pared celular de cerezas ‘Sweetheart’ durante diferentes estadios (I-IV) de su
ontogenia®.

Contenido de acidos urénicos (%)

Estadios
Fraccion 1 11 1 v
H,0 50+ 17 ¢ 259+ 09 a 375+ 17 b 260+ 08 a
CDTA 776 + 04 b 885+ 06 ¢ 693 + 07 a 878 + 09 ¢
Na,CO;, 656 + 1,7 ¢ 584 + 0,7 b 470 = 1,2 a 775 + 1,1 d
KOH 4% 10,2 + 08 a 77+ 1,7 a 75+ 08 a 89+ 04 a
KOH 24% 58+ 04 b 57+ 08 b 51+ 09 b 1,1l + 07 a
Contenido de acidos uronicos (mg/g AIR)
Estadios
Fraccion 1 1T 1 v
H,0 321« LI ¢ 94+ 03 a 31,0 « 14 ¢ 259+ 08 b
CDTA 71,1 + 04 a 1220 + 08 d 742 £+ 08 b 99,1 + 1,0 ¢
Na,CO; 1925+ 49 d 1658 + 19 ¢ 1136 + 30 b 782 + 12 a
KOH 4% 9,8 + 08 bc 7,1 + 1,6 ab 123+ 14 ¢ 53+ 02 a
KOH 24% 39+ 02 b 64+ 09 ¢ 36+ 06 b 06+ 04 a

"Los valores representan las medias + desviacion estandar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) en los diferentes estadios (p<0,05).

Las fracciones KOH 4 % y 24 % son ricas en glicanos entrecruzantes, no obstante
presentan algin contenido de acidos urdnicos. Aunque el porcentaje de urdnicos de la
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fraccion KOH 4% no se vio modificado durante ontogenia, el rendimiento de la fraccion
disminuy6 (Cuadro 2.2) y en consecuencia se observo una disminucion del contenido
total de acidos urdnicos hacia madurez. Por otro lado la fraccion KOH 24% mostré el
menor contenido de &cidos uroénicos los cuales disminuyeron de forma significativa
hacia madurez.

El contenido de azucares neutros fue determinado en cada una de las fracciones y
en los 4 estadios debido que éstos forman parte de las cadenas laterales de las
estructuras pécticas y son el componente principal de los glicanos entrecruzantes. En las
fracciones CDTA y KOH 4% (Cuadro 2.5) hubo una disminucion del porcentaje de
azlcares neutros (64% y 32% respectivamente), y una ganancia de azlicares neutros
solubles en las fracciones H,O y Na,COs; y KOH 24% (18%, 20% y 23%
respectivamente) desde el estadio I al IV. En los estadios intermedios II y III no parece
haber cambios significativos en cuanto a cambios en el porcentaje de azucares neutros
en las fracciones pécticas como ocurrié a madurez.

Teniendo en cuenta el rendimiento obtenido de cada fraccion durante ontogenia, el
contenido de azlicares neutros (en mg /g de AIR) varié en muchos casos de la misma
forma que el rendimiento de las fracciones, ya que las variaciones en el porcentaje de
azlcares, fueron menos significativas. En el caso de la fraccion H,O en el estadio II
disminuyd pero luego aumentd hacia madurez (49% del valor inicial) coincidiendo con
el rendimiento obtenido. En cambio la fraccion CDTA no registr6 cambios en el
contenido de azlicares neutros durante ontogenia excepto en madurez donde hubo una
pérdida significativa de los mismos (56% del valor inicial aproximadamente) producido
en gran parte por el bajo porcentaje de azucares neutros obtenidos en ese estadio.

A diferencia de CDTA, la fraccion Na,COs presentd pérdidas de azlicares neutros
mas temprano, en el estadio III hasta madurez disminuyendo alrededor del 56% del
valor inicial.

Cuadro 2.5. Contenido de azucares neutros en miligramos por gramo de AIR y en porcentaje (%) en las
fracciones de pared celular de cerezas ‘Sweetheart’ durante diferentes estadios (I-IV) de su ontogenia®.

Contenido de azUcares neutros (%)

Estadios
Fraccion 1 1T 1 v
H,0 35l £ 06 a 423+ 1,1 b 450+ 18 b 428 + 22 b
CDTA 194 + 03 ¢ 134+ 25 b 122+ 02 b 69+ 29 a
Na,CO, 255+ 1,7 a 279 £+ 0,7 a 264 = 17 a 320+ 16 b
KOH 4% 39,1 + 08 b 36,3+ 24 b 26,7 £+ 1,1 a 26,5+ 02 a
KOH?24% 41,0+ 04 b 378 £+ 0,6 a 471 + 07 ¢ 538+ L1 ¢
Contenido de azUcares neutros (mg/g AIR)
Estadios
Fraccion 1 1T 1 v
H,0 21,7 + 04 b 154+ 04 a 37,1 15 ¢ 428 L 22 d
CDTA 17,7 + 03 b 184 + 35 b 13,1 + 02 ab 77+ 33 a
Na,CO;, 74,8 L+ 50 ¢ 79,1 + 20 ¢ 639 . 40 b 322+ 16 a
KOH 4% 37,5+ 07 b 338+ 23 b 441 =+ 19 ¢ 157 + 02 a
KOH 24% 27,7 + 07 a 428 + 07 ¢ 33,1 + 05 b 288 + 06 a

Los valores representan las medias + desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias significativas
dentro de cada fraccion de pared celular (fila) en los diferentes estadios (p<0,05).

La variacion del contenido de azucares neutros (mg/g AIR) de la fraccion KOH
4% también coincidid con el rendimiento de esa fraccion, observandose pérdidas hacia
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madurez de alrededor del 58% del valor inicial. En KOH 24% el contenido de azucares
neutros aument6 en el estadio II, fase de lignificacion del endocarpo y desarrollo del
embrion, y luego disminuy6 hacia madurez en coincidencia con el rendimiento de la
fraccion, pero el valor final fue similar al valor inicial. Nuevamente en los estadios
intermedios se puede observar variaciones entre fracciones. Como ejemplo, en la
fraccion H,O disminuy6 el contenido de azucares neutros mientras que simultdneamente
hubo un gran aumento de los mismos en la fraccion KOH 24%. No obstante, en el
estadio III se dio el proceso inverso pero también aument6 el contenido en la fraccion
KOH 4%.

2.3.3.2 “Newstar’

En esta variedad de frutos blandos, el porcentaje (%) de acidos urdnicos
disminuy6 a medida que se alcanz6 la madurez en todas las fracciones excepto en la
fraccion CDTA en la cual se mantuvieron en niveles constantes (Cuadro 2.6). Los mas
afectados fueron los provenientes de las fracciones H,O, KOH 4% y 24% con pérdidas
de 41%, 49% y 57%, respectivamente. En cambio en los estadios intermedios se
produjeron variaciones entre las fracciones. Asi es como durante el estadio II hubo un
aumento de la proporcion de urdnicos de las fracciones CDTA y Na,COs y
simultdneamente una disminucion en la fraccion acuosa. En cambio en el estadio III
disminuyd la proporcion de uroénicos solubles de las fracciones H,O, Na,CO3; y KOH
24% mientras en el resto de las fracciones se mantuvo constante.

Por otro lado, el contenido de acidos urdnicos expresados en miligramos por
gramo de AIR obtenido, se relaciond también al rendimiento de cada fraccion (Cuadro
2.3). Las fracciones KOH 24% y Na,CO; presentaron pérdidas de urdnicos hacia
madurez de alrededor del 57% y 38% respectivamente mientras que se incrementaron
en las fracciones H;O y CDTA. La unica fraccion que no presentd variaciones fue KOH
4%, ya que el aumento en rendimiento de la fraccidbn se compensé con la menor
proporcioén de acidos urdnicos.

En los estadios intermedios acontecieron variaciones del contenido de urdnicos
entre fracciones. Es asi como en el estadio II aument6 el contenido de urdnicos de la
fraccion CDTA (relacionado al rendimiento de la fraccion) y disminuyd en las
fracciones H,O y KOH 24%. En el estadio III se observé lo contrario, disminuyendo el
contenido de urdnicos en las fracciones CDTA y Na,COs y aumentando en la fraccion
H,O.
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Cuadro 2.6. Contenido de acidos urénicos en mg/g de AIR y en porcentaje (%) en las fracciones de
pared celular de cerezas ‘Newstar’ durante diferentes estadios de su ontogenia®.

Contenido de &cidos urénicos (%)

Estadios
Fraccion 1 I 1 v
H,0 412+ 18 ¢ 333+ 09 b 254+ 03 a 243+ 1,1 a
CDTA 774+ 03 a 874+ 09 b 86,8+ 1,5 b 77,1 £+ 1,0 a
Na,CO, 59,7+ 01 ¢ 63,8+ 1,0 d 538+ 09 b 498 + 2,0 a
KOH 4% 93+ 1,7 b 57+ 1,0 ab 59+ 1,0 ab 47+ 19 a
KOH24% 73+ 02 b 26+ 18 ab 37+ 16 a 3,1+ 13 a
Contenido de &cidos urénicos (mg/g AIR)
Estadios
Fraccion 1 I 1 v
H,0 188+ 08 b 165+ 05 a 244+ 03 ¢ 294+ 13 d
CDTA 84,1 £+ 03 a 1158 + 1,1 d 999+ 1,7 b 1122 + 14 ¢
Na,CO;  171,6 + 03 ¢ 1725+ 26 ¢ 1359+ 24 b 1062 + 43 a
KOH 4% 85+ 1,6 a 6,5+ 12 a 8,0+ 14 a 74+ 31 a
KOH 24% 52+ 01 b 1,8+ 12 a 26+ 11 a 22+ 09 a

“Los valores representan las medias = desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias significativas
dentro de cada fraccion de pared celular (fila) en los diferentes estadios (p<0,05).

Analizando el contenido de aziicares neutros se observéd que la proporcion de estos
mismos no vari6 significativamente hacia madurez en las fracciones CDTA y KOH 4%.
Sin embargo, aument6 la proporcion en las fracciones H,O, Na,COs y KOH 24% (21%,
24% y 99% del valor inicial respectivamente). Por otro lado, en los estadios intermedios
se observaron algunas variaciones como la disminucion de la proporcion de azucares
neutros en la fraccion KOH 4% y el aumento en la fraccion KOH 24%. Luego en el
estadio III aument6 la proporcion de azucares en la fraccion Na,COs y disminuy6 en la
fraccion KOH 24%.

Cuadro 2.7. Contenido de azucares neutros en mg/g de AIR y porcentaje (%) en las fracciones de pared
celular de cerezas ‘Newstar’ durante diferentes estadios de su ontogenia®.

Contenido de azUcares neutros (%)

Estadios
Fraccion I 1I 1II v
H,0 39,7+ 06 a 40,0 + 03 a 421+ 39 a 482+ 05 b
CDTA 23,0+ 04 b 22,1 + 08 ab 20,6 £+ 16 a 239+ 06 b
Na,CO, 32,0+ 0,7 ab 300+ 09 a 38,0 £+ 4,5 be 396 + 07 ¢
KOH4% 46,9 + 36 ¢ 31,7+ 18 a 38,0+ 12 ab 42,6 + 29 bc
KOH?24% 40,1 + 06 a 664 £ 06 c 60,4+ 10 b 80,0+ 03 d
Contenido de azlcares neutros (mg/g AIR)
Estadios
Fracciéon 1 1I 1II v
H,0 18,1+ 02 a 198+ 01 a 40,5+ 37 b 584+ 06 ¢
CDTA 250+ 04 a 293+ 1,0 b 237+ 18 a 347 + 08 ¢
Na,CO, 920+ 21 a 834+ 25 a 96,0 + 113 a 8431 16 a
KOH4% 429 + 33 a 362+ 21 a 513+ L7 b 68,1 + 46 ¢
KOH?24% 28,7+ 05 a 46,6 + 04 427+ 07 b 559+ 02 d

“Los valores representan las medias + desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) en los diferentes estadios (p<0,05).
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El contenido de azlicares neutros (en mg / g de AIR) sufrié cambios importantes
hacia la madurez, siendo el cambio mas significativo el gran aumento (triplica el valor)
del contenido de azucares en la fraccion H,O, en gran parte debido al aumento del
rendimiento de la fraccion a mas del doble del valor inicial. Asimismo, otras fracciones
también sufrieron aumentos significativos como las fracciones KOH 24%, 4% y CDTA
(alrededor de 95%, 59% y 39% del valor inicial respectivamente). Por otro lado la
fraccion Na,CO3 no vario, manteniéndose constante durante todo el periodo analizado.

En los estadios intermedios hubo algunas variaciones en el contenido de azucares
neutros en las fracciones. En el estadio II se produjo el aumento del contenido en la
fraccion CDTA (en coincidencia con el rendimiento) mientras que disminuy6 en la
fraccion KOH 24%. En cambio en el estadio III disminuy¢ el contenido de azucares en
la fraccion CDTA y KOH 24% y aument? en las fracciones H,O y KOH 4%.

2.3.4 Cambios en la composicidon y concentracion de azicares neutros
durante la ontogenia del fruto.

Se analizo la composicion de azlcares neutros mediante la obtencion de acetatos
de alditoles, siendo ramnosa (Ram), fucosa (Fuc), arabinosa (Ara), xilosa (Xil), manosa
(Man), galactosa (Gal) y glucosa (Glc) los monosacaridos observados (en diferentes
proporciones) en cada estadio y fraccion. Tanto en frutos firmes (Cuadro 2.8) como en
frutos blandos (Cuadro 2.9), los azlcares preponderantes en las fracciones pécticas
(H,O, CDTA y Na,COs) fueron la arabinosa, la galactosa y en menor medida la
ramnosa.

2.3.4.1 ‘Sweetheart’

En frutos firmes la proporcion molar de arabinosa tendi6é a aumentar levemente en
la fracciones de glicanos entrecruzantes y a disminuir levemente en la fracciones
pécticas CDTA y Na,COs; a medida que avanzaba su ontogenia, mientras que en la
fraccion H,O presentd la misma concentracion inicial hacia la madurez. Tampoco la
galactosa exhibio variaciones significativas, aumentando muy levemente en la fraccion
H,0 y disminuyendo apenas en CDTA. En cuanto a la ramnosa, se observo un aumento
de la concentracién a madurez en las tres fracciones pécticas. El monosacérido xilosa,
mostrd una disminucion a madurez en estas fracciones: su disminucion en la fraccion
KOH 4% fue la mas notable de todas las observadas para cualquiera de los
monosacaridos estudiados.
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Cuadro 2.8 Composicion de azucares neutros en moles % de las fracciones pécticas y de glicanos de la
matriz en cada uno de los estadios de crecimiento (I: division celular, II: esclerificacion del endocarpo III:
crecimiento exponencial, IV: Madurez) de cerezas ‘Sweetheart’.

Concentracion de azlicares neutros (moles %)
Fraccion Estadio Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

H,O I 6 1 36 10 11 27 10
11 5 1 31 8 14 29 14
11 7 1 39 6 9 30 10
v 8 1 36 5 7 32 10

CDTA I 11 tr 70 3 tr 16 tr

11 11 1 62 3 15
111 12 1 72 2 2 10

v 13 1 65 2 2 13 3

Na,CO, I 7 tr 85 1 -- 7 --
I 8 tr 78 1 - 11 1

111 10 1 79 1 tr 7 1

v 12 1 78 1 - 7 1

KOH 4% I 5 2 53 16 3 11 11
I 5 1 63 10 3 11 7
111 4 1 60 11 4 10 10

v 6 1 64 9 3 9 9
KOH 24% I 3 2 25 20 10 13 27
11 3 3 24 21 10 15 25
111 3 2 23 18 11 16 27
v 3 2 29 17 10 14 26
tr: trazas

2.3.4.2 “Newstar’

En los frutos blandos (cuadro 2.9), la proporcién molar de arabinosa aument6
hacia la madurez en las fracciones pécticas mientras que disminuyd en la fraccion de
glicanos entrecruzantes fuertemente unidos. Simultdneamente, la concentracion de
galactosa disminuy6 hacia madurez en alta proporcion en la fraccion Na,COs, y en
mucha menor medida en las fracciones CDTA y KOH 4%, mientras que aumento
considerablemente la concentracion en la fraccion H,O y bastante menos en la KOH
24%. La ramnosa, que forma parte de las estructuras de ramnogalacturonanos mantuvo
practicamente constante su concentracion durante ontogenia, s6lo se observd un leve
aumento de la concentracion desde el estadio III hacia madurez en la fraccion Na,COs.
Por otro lado las moléculas de xilosa, que forman parte de las estructuras o
ramificaciones de glicanos entrecruzantes, no variaron su concentracion desde el estadio
I al IV en la fracciones de glicanos entrecruzantes.

Para estimar la proporcidon en que se encuentra la arabinosa en relacion a las
cadenas laterales ricas en galactosa de las fracciones pécticas (H,O, CDTA y Na,CO3)
se utilizdé la relacion arabinosa/galactosa (Ara/Gal). Se encontré que en los frutos
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blandos (Figura 2.2A) la proporcion de arabinosa con respecto a la galactosa era alta en
las fracciones Na,CO; y CDTA con relaciones entre 6,18 y 27,2. Lo mismo ocurri6 en
los frutos firmes (Figura 2.3A) donde se presentd6 un comportamiento similar en estas
fracciones pécticas y las relaciones variaron desde 4,1 hasta 11,4.

Cuadro 2.9 Composicion de azlcares neutros en moles %, de las fracciones pécticas y de glicanos de
la matriz en cada uno de los estadios de crecimiento (I: division celular, II: esclerificacion del
endocarpo III: crecimiento exponencial, [V: Madurez) de cerezas ‘Newstar’.

Concentracion de azucares neutros (moles %)
Fraccion Estadio Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc

H,0 I 6 - 41 10 14 20 10
11 6 1 33 9 13 28 11
111 6 1 44 7 8 25 9
1\ 6 1 46 6 6 28 7
CDTA [ 8 1 67 8 3 11
1l 9 1 74 3 3 9 2
111 8 1 78 1 1 10 tr
1\ 9 1 79 1 1 8 1
Na,COs I 8 1 74 4 - 13 tr
11 8 1 87 1 - 3 -
111 11 1 80 1 tr 6 1
v 11 1 80 1 tr 6 1
KOH 4% I 5 1 52 16 3 13 9
1l 5 2 45 20 5 13 12
111 5 1 60 11 4 10 10
v 5 1 51 14 5 11 12
KOH 24% i 3 3 22 21 10 15 27
1l 3 3 21 21 12 14 27
111 2 2 15 21 14 17 29
v 2 3 15 22 12 17 29

tr: trazas

Conociendo que la mayor parte de arabinosa y galactosa estan asociadas a
regiones “ramificadas” de las pectinas, se calcul6 la relacion (Ara + Gal)/ Ram para
estimar la importancia relativa de las cadenas laterales de azicares neutros con respecto
al esqueleto ramnogalacturonano (RG). En los frutos blandos (Figura 2.2B) esa relacion
aument6 levemente en las fracciones acuosa y CDTA a medida que avanzaba la
maduracion hasta el estadio III. En cambio en la fraccion Na,COs;, disminuy6 a partir
del estadio III, sugiriendo un aumento de la solubilidad de las pectinas mas ramificadas
a medida que progresaba la maduracion.
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Por otro lado en las tres fracciones pécticas de los frutos firmes (Figura 2.3B), la
relacion disminuyd a medida que avanz6 la maduracion, sugiriendo una pérdida de
cadenas laterales con la maduracion. Los glicanos entrecruzantes presentaron pequenas
proporciones de pectinas. De acuerdo a los datos obtenidos, las mismas presentaron una
relacion Ara/Gal inferior a las de las fracciones de pectinas (Figs. 2.2A y 2.3A).
Asimismo, la relacion (Ara+Gal)/Ram fue mayor que en las fracciones de pectinas
(Figs. 2.2B y 2.3B), sugiriendo que los restos pécticos que quedaron en los glicanos
entrecruzantes presentaron mayor proporcion de ramificaciones.
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Figura 2.2. Relacion Ara/Gal (A) y (Ara/Gal)/Ram (B) de pectinas y glicanos
entrecruzantes de la pared celular de cerezas ‘Newstar’. Las barras contiguas
reoresentan los 4 estadios de desarrollo.
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Figura 2.3. Relacion Ara/Gal (A) y (Ara/Gal)/Ram (B) de pectinas y glicanos
entrecruzantes de la pared celular de cerezas ‘Sweetheart’. Las barras contiguas
representan los 4 estadios de desarrollo.

Analizando comparativamente para cada variedad el total de azlcares neutros y
acidos urdnicos obtenidos de acuerdo al rendimiento de cada fraccion (Cuadro 2.10), se
observo que el total de azlicares neutros en los frutos blandos fue mayor en todos los
estadios que en los frutos firmes y ademas aumento progresivamente durante ontogenia,
mientras que en los frutos firmes, se mantuvo constante durante los primeros tres
estadios y luego disminuy6 en el Gltimo. Por otro lado, cuantificando el total de acidos
uroénicos, en frutos firmes se mantuvo estable el contenido de urdnicos hasta el estadio
IT y luego disminuy6 drasticamente a un valor ain mas bajo que los frutos blandos.
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Cuadro 2.10. Contenido total de azicares neutros y acidos urdnicos (expresados en mg/g de AIR) en
cada uno de los estadios de crecimiento (I: division celular, II: esclerificacion del endocarpo, III:
crecimiento exponencial, IV: Madurez) de cerezas blandas cv. Newstar y firmes cv. Sweetheart.

Azlcares Acidos Azucares Acidos
. L. neutros L.
Estadio neutros (mg/g urdénicos (mg/g (mgle de urénicos (mg/g
de AIR) de AIR) AIR) de AIR)
I 206,8 288,2 179,6 309,4
I 215,1 313,1 189,4 310,7
111 2542 270,8 191,2 234.,6
v 301,6 257,4 127,1 209,1

2.3.5. Despolimerizacion de pectinas y glicanos entrecruzantes

De cada una de las fracciones ricas en pectinas y glicanos entrecruzantes se
analizé la distribucion del tamafio molecular mediante filtracion en gel de Sepharose
CL-6B y CL-2B, respectivamente.

2.3.5.1 ‘Newstar’

Los resultados mostraron que en la fraccion acuosa de frutos blandos (Figura 2.4)
se presentaron dos picos, uno de polimeros de alto (pico de la izquierda) y otro de bajo
peso molecular (pico hacia la derecha). Estos se fueron modificando a medida que
avanzo6 la ontogenia del fruto, observandose una notable pérdida relativa de moléculas
de alto peso molecular en el estadio III (durante el alargamiento celular), que persistio
en el estadio IV de madurez. Debe apreciarse que en estos dos estadios, la proporcion de
fraccion acuosa aumentd, sugiriendo que se produjo un incremento relativo de los
productos de bajo peso molecular.
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Figura 2.4. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de
frutos blandos (cv. Newstar) de la fraccion H,O durante
ontogenia, fraccionadas en una columna de Sepharose CL-6B. V,,
volumen vacio; Vr, volumen total.

En la fraccion CDTA (Figura 2.5) se observo el aumento de moléculas de alto
peso molecular en el estadio III, que puede explicarse facilmente por la migracion de
aquellas de bajo peso molecular hacia la fraccion extraida con agua. Hacia madurez (est.
IV) hubo una recuperacion relativa del estado anterior, como lo indica también el
rendimiento, y se observo un incremento en la proporcion de aquellas de mediano peso
molecular. Mientras tanto, en la fraccion Na,COs no se observdé modificaciones durante
la ontogenia, indicandose que no hubo despolimerizacion durante la misma.
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Figura 2.5. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos blandos
(cv. Newstar) de las fracciones CDTA y Na,CO; durante ontogenia, fraccionadas
en una columna de Sepharose CL-2B. V,, volumen vacio; Vt, volumen total.

De acuerdo a los perfiles de peso molecular de glicanos (fracciones KOH 4% y
24%) en frutos blandos (Figura 2.6), la fraccion de glicanos unidos fuertemente, KOH
24%, fue la que tuvo un cambio mas evidente a través de la ontogenia, perdiendo
moléculas de alto peso molecular desde el estadio I hasta el IV. Esa disminucion fue
claramente observable pese a que esta fraccion presenté un solo pico caracteristico,
incluido dentro del volumen central de la columna en todos los estadios. Al mismo
tiempo, la fraccion de glicanos unidos débilmente, KOH 4%, que present6 dos picos de
alto y bajo peso molecular sufrieron solo cambios menores durante la ontogenia: se
aprecio una disminucion de la fraccion de mayor peso molecular en el estadio III que
luego se recuperd parcialmente en el estadio IV.
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Figura 2.6. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos blandos
(cv. Newstar) de las fracciones KOH 4% y KOH 24% durante el crecimiento,
fraccionadas en una columna de Sepharose CL-6B. V,, volumen vacio; Vr,

volumen total.

2.3.5.2 ‘Sweetheart’
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En esta variedad, la distribucién de tamafios moleculares de la fraccion acuosa
(Figura 2.7) presentdé una dispersion de pesos moleculares, y un incremento de la
fraccion de bajo peso molecular en el estadio II (de bajo rendimiento), pero ninguna otra
tendencia de cambios sustanciales durante la ontogenia.
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Figura 2.7. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos firmes
(cv Sweetheart) de la fraccion H,O durante ontogenia, fraccionadas en una
columna de Sepharose CL-6B. V, volumen vacio; Vt, volumen total.

En las pectinas unidas idnica y covalentemente, fracciones CDTA y Na,COs
respectivamente (Figura 2.8), no se observaron cambios mayores en ninguno de los
estadios, aunque para la fraccion de CDTA se pudo apreciar que la fraccion de mayor
peso molecular se resolvio mas claramente a partir del estadio III.
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Figura 2.8. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos firmes (cv.
Sweetheart) de las fracciones CDTA y Na,CO; durante ontogenia, fraccionadas en
una columna de Sepharose CL-2B. V, volumen vacio; Vt, volumen total.

La fraccion KOH 4% present6 dos picos (Figura 2.9), de alto y bajo peso
molecular los cuales no modificaron mayormente su magnitud hacia madurez. En
cambio, si sufrieron una pérdida de moléculas de alto peso molecular los glicanos de la
fraccion KOH 24%, desplazdndose la curva hacia aquellas moléculas de medio y bajo
peso molecular, tal como ocurri6 con la variedad Newstar.
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2.4 DISCUSION

En cerezas se ha relacionado la mayor firmeza de los frutos con la época de
maduracion tardia (Christensen 1995) y el genotipo (Choi et al. 2002a).
Coincidentemente con esto, las cerezas cv. Sweetheart, genotipo de maduracion tardia,
fueron mas firmes que la cv. Newstar de maduracion temprana. Sin embargo, a medida
que estas variedades maduran disminuye su firmeza llegando a valores casi similares a
madurez. Lo mismo ocurre en otras especies del género Prunus como duraznos, ciruelas
y nectarinas, donde la firmeza disminuye cuando el fruto comienza la etapa de
maduracion (Crisosto 1994). En este trabajo, la medicion de la firmeza en los frutos de
maduracion temprana no fue determinada antes de los 44 ddpf. En consecuencia, no se
pudo determinar la caida abrupta de la firmeza, como se habia observado en los frutos
firmes, debido al breve periodo de crecimiento. Fils-Lycaon y Buret (1990) mostraron
que la firmeza disminuy6 a menos de la mitad en menos de una semana.

En concordancia con la época de maduracion, los frutos blandos presentaron una
etapa II (lignificacion del endocarpo) casi imperceptible en comparacion con los frutos
firmes en concordancia con Looney et al. (1996a). Ademads, el contenido de sélidos
solubles, el peso y didmetro ecuatorial aumentaron constantemente durante todas las
etapas del crecimiento de los frutos blandos, mientras que en la etapa II de los frutos
firmes hubo un retraso en el aumento de estos parametros.

La pared celular constituida por pectinas, hemicelulosas y celulosa entre otros,
sufre cambios en sus componentes durante el crecimiento y maduracion de los frutos.
Estos cambios se expresan, entre otros factores, por el rendimiento de Residuo Insoluble
en Alcohol (AIR) expresado en g/100g peso fresco (%). En varios frutos se ha
determinado este rendimiento pero el método de extraccion ha variado dependiendo del
grupo de investigacion y a través de los afios. No obstante, en este trabajo se siguid la
metodologia utilizada por Brummell et al. (2004) para la extraccion de pared celular
(AIR). Considerando este punto, algunos autores han obtenido AIR con metodologias
similares, de diferentes cultivares de cerezas maduras con resultados entre 1,08 y 1,46%
(Choi et al. 2002a) y 1,5 % del peso fresco en cerezas Bigarreau Napoleon (Barbier y
Thibault 1982). En otros casos se obtuvo Soélidos Insolubles en Alcohol (AIS), método
en el cual no se hierve la muestra con etanol sino que se lava con el mismo y luego es
resuspendido en una solucion de cloroformo:etanol o solamente en etanol al 70%, con
rendimientos entre 1,05 y 2,13 g/100g peso fresco en cerezas ‘Lambert’ y ‘Bing’ a
madurez respectivamente (Facteau 1982b). En el presente trabajo los valores obtenidos
(1,77 y 1,53 g/100g peso fresco para ‘Sweetheart’ y ‘Newstar’ respectivamente) en el
estadio IV de madurez, fueron similares a los valores obtenidos por otros autores con
otras metodologias de extraccion.

La disminucion del rendimiento de AIR durante ontogenia y con valores andlogos
en cada estadio para ambas variedades, fue similar a lo encontrado por Batisse et al.
(1996b) cuando compararon frutos de texturas blandas y crujientes de una variedad de
cereza durante ontogenia. Sin embargo, cuando se obtuvo el rendimiento de AIR por
fruto no se observo tal disminucion sino mas bien un aumento hacia madurez lo que
concuerda con los resultados de Batisse et al. (1996b), Fils-Lycaon y Buret (1990) y
Mitcham et al. (1989). Estos autores sugieren que este aumento durante el crecimiento y
expansion celular es consecuencia de la permanente sintesis de los componentes de la
pared celular. A pesar que durante el crecimiento del fruto aumenta el contenido de
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agua del mismo, también lo hace paralelamente la superficie de pared celular y su
volumen y en consecuencia el contenido de AIR pareceria no disminuir.

Por otra parte también la metodologia de fraccionamiento de la pared celular ha
cambiado a través de los afios y en distintos grupos de trabajo; por lo tanto los
resultados de este trabajo no son totalmente comparables con los obtenidos por otros
autores. Anteriormente, la extraccion secuencial se realizaba con 1) agua, 2) oxalatos,
EDTA o hexametafosfato de sodio, 3) 0,05M HCI caliente o 0,05M NaOH frio para
obtener pectinas libres altamente metoxiladas, pectinas o pectatos libres de baja
metoxilacion y protopectinas (la parte insoluble de las sustancias pécticas solubles). En
cambio, aplicando la metodologia utilizada por Sozzi et al. (2002) se obtienen extractos
ricos en pectinas solubles en agua, pectinas idnicamente unidas solubles en CDTA y
pectinas covalentemente unidas solubles en NayCO;, extractos de glicanos
entrecruzantes solubles en KOH 4% (débilmente unidos) y KOH 24% (glicanos
entrecruzantes fuertemente unidos).

El fraccionamiento de pectinas y hemicelulosas de frutos blandos y firmes
concuerda so6lo parcialmente con los resultados de Batisse et al. (1996b), donde los
frutos crujientes sufrian una disminucion de los polimeros débilmente asociados a la
pared celular desde el estadio verde maduro mientras que los polimeros fuertemente
asociados aumentaban. En el presente trabajo, en frutos firmes aument6 la proporcion
de glicanos entrecruzantes (fracciones extraidas con KOH) que luego disminuyeron
marcadamente a madurez mientras que los frutos blandos, s6lo la fraccion KOH 4% (de
glicanos débilmente unidos) parece aumentar hacia madurez. Sin embargo, al igual que
en el trabajo de Choi et al. (2002a), los frutos blandos tuvieron una mayor cantidad de
pectinas solubles en H,O y CDTA que los frutos firmes hacia madurez.

El aumento de pectinas solubles en la fraccion H,O durante la maduracion se
observd en otros frutos como uvas (Nunan et al. 1998), cerezas ‘Bigarreau Napoleon’
(Fils-Lycaon y Buret 1990), ciruelas japonesas (Ponce et al. 2010), frambuesa (Vicente
et al. 2007), peras ‘Bartlett” (Ahmed y Labavitch 1980), banana (Duan et al. 2008) y
kiwi (Redgwell et al. 1992). Simultdneamente, este incremento se relaciond con la
disminucién de pectinas en las fracciones CDTA y/o Na,CO; (Brummell, 2006) en
manzana (Yoshioka et al. 1992), tomate (Carrington et al. 1993) y palta (Wakabayashi
et al. 2000). Tanto en cerezas blandas (cv. Newstar) como en las firmes (cv. Sweetheart)
hubo un aumento hacia madurez de pectinas solubles en agua y CDTA, posiblemente en
detrimento de las pectinas de la fraccion Na,COs.

Durante la maduracion, con el aumento de pectinas en la fraccion H,O también se
produce una pérdida de 4cidos urdnicos (componentes de las estructuras pécticas), como
ocurre en peras (Ahmed y Labavitch 1980; Yoshioka et al. 1992) y uvas (Nunan et al.
1998). En cerezas firmes (cv. Sweetheart) la proporcion de acidos urdnicos aumento
hacia madurez pero en el caso de las cerezas blandas el comportamiento fue el opuesto
ya que disminuyd la proporcion de urdnicos hacia madurez. En consecuencia, la
solubilizacion de pectinas en frutos blandos daria lugar a una menor firmeza que en los
frutos firmes. Sin embargo, cuando se analiz6 el total de azlcares neutros y acidos
urdnicos segun el rendimiento obtenido de cada fraccion (cuadro 2.10), los frutos firmes
tuvieron un menor contenido de azlicares neutros y acidos urdnicos que los frutos
blandos hacia el estadio IV de madurez pero se mantuvieron constantes en los primeros
estadios. Esto concuerda con el trabajo de Choi et al. (2002a), donde sugieren que la
firmeza estd vinculada a la cantidad total de azucares neutros y acidos urdnicos de las
pectinas, pero no a la de los glicanos entrecruzantes.
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Otros autores en cambio (Chen et al. 2009), dirigieron sus investigaciones a
diferenciar la forma y ubicacion de la estructuras de la pared de cerezas chinas (Prunus
pseudocerasus L.) y observaron que en frutos firmes, las ramificaciones de los glicanos
entrecruzantes se disponen en la misma direccidon y son mds anchas, mientras que en los
frutos blandos las ramificaciones se disponen de forma irregular y son mas angostas,
relacionando todo esto con las diferencias texturales de ambos tipos de frutos. De la
misma forma Batisse et al. (1996a) analiz6 a nivel ultraestructural la pared celular de
cerezas dulces y observé que a medida que avanza la ontogenia del fruto se produce la
solubilizacion de la laminilla media y la reestructuraciéon de la pared primaria en los
frutos firmes. Por el contrario en los frutos blandos la laminilla media estd mejor
preservada pero la pared primaria es fina y muestra mas vesiculas de degradacion
formadas por residuos de membrana. Se puede sugerir que en el presente trabajo la
conservacion de la estructura péctica seria la responsable de la firmeza y que esta
estructura rigida sea la que dificulta la actividad enzimadtica en la pared primaria de los
frutos firmes.

La despolimerizacion tanto de pectinas como hemicelulosas es un proceso que
ocurre normalmente en la maduracion de especies como palta, uva, kiwi, melon,
durazno, pera, tomate e higo, aunque en manzana no se produce (Goulao 2008). Tanto
en nectarinas como en kiwis (Dawson et al. 1992; Redgwell et al. 1992) los resultados
indican que la solubilizacién de pectinas precede a su despolimerizacion. Sin embargo
en cerezas, si bien las fracciones pécticas de los frutos blandos presentan solubilizacion,
ni los frutos blandos ni los firmes parecen sufrir despolimerizacion. En cambio si se
produjo despolimerizacion de los glicanos entrecruzantes especialmente los unidos
fuertemente durante ontogenia, de forma similar a lo que ocurre en frutillas (Huber
1984).

A diferencia de la mayoria de los frutos, el ablandamiento de las cerezas no parece
depender de la despolimerizacién de pectinas dado que se observo una insignificante
actividad de la enzima PG durante la maduracién de la fruta (Batisse et al. 1996b). No
obstante, hay evidencias en cerezas del aumento de la actividad de otras enzimas como
B-glucosidasa y [-galactosidasa durante ontogenia las cuales promueven la
solubilizacion de pectinas a partir de la desvinculacion de algunas uniones covalentes
entre ellas (Gerardi et al. 2001). La supresion de la actividad B-galactosiddsica en
estadios tempranos de la maduracion reduce significativamente el ablandamiento de los
frutos sugiriendo que la remocion de galactosa de las cadenas laterales de las pectinas es
un factor importante en los cambios en la pared celular que llevan a la pérdida de
firmeza durante la maduracion.

Se ha observado que la pérdida de galactosa es muy pronunciada en especies como
tomate, durazno, melén y manzana pero no parece ser importante en ciruelas, damascos,
peras europeas, arandanos o frambuesas (Brummell 2006; Gross y Sams 1984). En el
presente trabajo si bien es el segundo monosacarido mas importante en cantidad, no se
observaron variaciones de galactosa en frutos firmes durante ontogenia en comparacion
con los frutos blandos, en los cuales se produjo una gran disminucién en la fraccion
Na,COs al tiempo que aument6 en la fraccion H,O. Esto indicaria que la pérdida de
galactosa como componente de las de las cadenas laterales de las estructuras pécticas,
estaria involucrada en la disminucion de la firmeza sobre todo en frutos blandos. Sin
embargo, esto no concuerda con Redgwell et al. (1997b) quienes indican que la
disminucion de galactosa no es un proceso vinculado con el ablandamiento de los frutos
sino mas bien con la solubilizacion de las pectinas.
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En contraposicion, en ciruelas la arabinosa fue el azucar neutro que mas se perdio
(Ponce et al. 2010), mientras que en duraznos ésta pérdida se produjo en las fracciones
correspondientes a glicanos entrecruzantes (Brummell et al. 2004). En cambio en
cerezas el comportamiento fue diferente segin su firmeza. En cerezas este
monosacarido no parecio afectarse e incluso en algunas fracciones aument6d a medida
que avanzaba la maduracion. La aparicion de arabinosa en las fracciones de glicanos
hace suponer la presencia de pectinas que forman parte de una estructura que no es
facilmente extraible ni accesible a la accidon enzimadtica y que podria estar asociada a la
celulosa o a las hemicelulosas, lo que coincide con los resultados de Redgwell et al.
(1997b) quien obtuvo arabinogalactanos asociados fuertemente con celulosa. Brummell
(2006) indica que tanto la pérdida de galactosa como de arabinosa se pueden observar
en diversos frutos, con relacion a los procesos de maduracion, y que generalmente
ocurren en los extractos concentrados de alcalis mas que en los extractos de pectinas
débilmente unidas. También agrega que los azucares que se pierden en los extractos de
alcalis estarian ligados a los procesos de ablandamiento de los frutos. Sin embargo, en el
presente trabajo en cerezas, s0lo se observo la pérdida de galactosa en las fracciones
pécticas.

2.5 CONCLUSIONES

En conclusion, los cambios mas evidentes durante la ontogenia de las cerezas
dulces (Prunus avium L.) son la pérdida de firmeza, el aumento del contenido de sélidos
solubles y del peso, mientras que al mismo tiempo se producen cambios a nivel de pared
celular de forma diferencial segun la variedad. De este modo se puede corroborar la
hipotesis A, ya que en los distintos estados ontogénicos se determinan modificaciones
sustantivas en la constitucion de la pared celular de cerezas dulces de caracteristicas
contrastantes, durante su desarrollo en el arbol.

Durante ontogenia en los frutos blandos se producen la pérdida de azlcares
neutros como galactosa en las pectinas unidas covalentemente, la solubilizacion de
pectinas y la despolimerizacion de glicanos entrecruzantes unidos fuertemente (fraccion
KOH 24%). Por otro lado los frutos firmes presentaron despolimerizacion de glicanos
entrecruzantes unidos fuertemente (fraccion KOH 24%). Todo esto demuestra que
existen diferencias dentro de una misma especie dadas por la pérdida de azicares
neutros especificos segiin sean frutos blandos o firmes lo que parcialmente coincide con
la hipdtesis C la cual enuncia que durante la adquisicion de textura fundente, el
ablandamiento de las cerezas dulces se vincularia con la pérdida de azticares neutros de
las cadenas laterales de pectinas y glicanos entrecruzantes. En este trabajo no se observo
la pérdida de azucares neutros en los glicanos entrecruzantes. Asimismo se sugiere que
la solubilizacion de pectinas pareceria ser un factor importante que influye en la firmeza
de la variedad de frutos blandos (cv. Newstar). Esta solubilizacion de pectinas en frutos
blandos podria estar vinculada a la degradacion de la pared primaria y no de la laminilla
media e inversamente en los frutos firmes ya que lo que mas se afectaria es la perdida
de azucares neutros de la lamina media lo que podria estar afectando la union entre
células contiguas.

Por ultimo, la despolimerizacion de glicanos entrecruzantes durante ontogenia
parece ser un factor comun en ambas variedades de cerezas pero no se observo
despolimerizacion de pectinas. De esta forma se acepta s6lo en parte la hipotesis B la
cual enuncia que los cambios en la pared celular de las cerezas dulces se asociarian en
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primer término a una despolimerizacién de pectinas y glicanos entrecruzantes, unidos
mas o menos estrechamente a la celulosa y que este proceso ocurre a través de casi toda
la ontogenia del fruto.



CAPITULO 3

EFECTO DE LOS DANOS MECANICOS PRODUCIDOS EN CEREZAS
DULCES (PRUNUS AVIUM L.) SOBRE LA COMPOSICION DE LA
PARED CELULAR DE LOS FRUTOS.

3.1 INTRODUCCION

Algunos investigadores han estudiado los factores que influyen en la
susceptibilidad de los frutos de diversas especies a los dafios mecéanicos (Garcia et al.
1995; Underhill et al. 1998) y métodos para contrarrestar la incidencia de esos dafos
con el uso de poliaminas (Pérez-Vicente et al. 2002), I-MCP (De Martino et al. 2006) y
acido giberélico (Looney 1996b). Uno de los mas estudiados es el efecto de la
temperatura, en algunos casos como el tomate donde se vuelve mas susceptible al dafio
mecanico cuanto mayor es la temperatura de almacenamiento (12 vs 20°C) del fruto
(Van linden et al. 2006). En cambio, en el trabajo de Crisosto et al. (1993) se observo
que cerezas expuestas a bajas temperaturas (<10°C) en postcosecha eran mas
susceptibles al dafio por impacto. Mds aun, el estado de madurez de los frutos también
determina la susceptibilidad al pitting, ya que en cerezas, Toivonen et al. (2004)
observaron que en estadios de madurez mas avanzados la susceptibilidad disminuia en
los cultivares Bing, Lapins y Sweetheart (en orden decreciente de susceptibilidad).

En aquellos frutos de comportamiento climatérico, el daiio mecénico genera un
estrés que desencadena el proceso de maduracion gracias a la sintesis del etileno (Wang
et al. 2002) y la expresion de genes asociados a la maduracion y patogénesis. Al mismo
tiempo, este tipo de dafio estd vinculado con la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) las cuales causan dano en las organelas de las células debido a la
peroxidacion de los lipidos de membrana (De Martino et al. 2006). Por otro lado, en
respuesta al dafio mecénico se sintetizan enzimas que degradan la pared celular como
pectin metilesterasa y poligalacturonasa (Van linden et al. 2008). No obstante, también
se liberan de la pared celular fragmentos de oligogalacturonidos (OGAs), se sintetizan
sistemina y jasmonato, los cuales podrian inducir la sintesis de etileno en cultivos de
células de tomate (O’Donnell et al. 1996).

Se plantea entonces el problema de qué es lo que ocurre con la cereza ya que es
una fruta no climatérica y en consecuencia el etileno no seria el factor desencadenante
de cambios organolépticos durante la maduracién (Palou et al. 2003). En cambio, ante el
dafio mecdnico se adelantaria el proceso de senescencia; sin embargo, no existen
trabajos que estudien el efecto producido sobre la constitucion de la pared celular en
cerezas, excepto en tomate (Van linden et al. 2008).

Por lo tanto, para describir lo que ocurre en esta fruta se propone como objetivo de
esta seccidn caracterizar y comparar la composicion, el proceso de solubilizacion y
despolimerizacion de la pared celular de los frutos de cerezo dulce (Prunus avium L.)
dafiados mecanicamente, en dos cultivares de firmeza contrastantes. Para ello, se puso a
prueba la hipotesis que establece que el dafio mecanico en cerezas dulces, induce
modificaciones en los polisacaridos de la pared celular de la zona afectada de forma
diferencial seglin la firmeza de la variedad.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal

Para la determinacion de dafio mecdnico por impacto se utilizaron cerezas
‘Sweetheart” y ‘Newstar’ cosechadas en estado de madurez de cosecha seglin las
especificaciones para cada variedad (color: rojo y contenido de solidos solubles mayor a
14%), en la localidad de Los Antiguos, provincia de Santa Cruz (65° 3’ Latitud Oeste, y
46° 3’ Latitud Sur) a 250 m.s.n.m., al pie de la Cordillera de Los Andes. La fruta fue
transportada en cajas de cartén corrugado apoyadas sobre algodon para evitar dafios
durante el transporte. Previo a realizar las mediciones de indices fisioldgicos y el
analisis de pared celular se eliminaron frutos con cualquier tipo de dano y malformados.

Para evaluar el dafio por impacto se realizaron los siguientes tratamientos: Dafio
mecanico por impacto (D), consistié en dejar caer libremente los frutos desde una altura
de 70 cm y a una temperatura del fruto cercana a 20°C, de modo tal que cada uno
impacte sobre la superficie en los dos hombros del mismo (los hombros estan ubicados
a 90 grados de la sutura del fruto). La superficie de impacto era de ceramica, lisa y dura,
y se utilizaron muestras de 150 frutos de cada variedad. Mientras, otro grupo de 150
frutos de las mismas variedades no fueron expuestas a dafios por impacto
considerandolos frutos testigo (T). El primer dia del tratamiento se cont6 como dia 0.
Posteriormente, tanto los frutos testigo como los dafiados se almacenaron a 12°C y 90%
de humedad relativa hasta 10 dias. Al 7mo dia se comenz¢6 a visualizar levemente en la
piel del fruto el dafio mecénico como una zona de depresion mas obscura que el resto
del fruto y se extrajeron muestras de la zona danada para el andlisis de la pared celular
de los frutos tratados y testigo. A los 10 dias se volvieron a extraer muestras para el
analisis de pared celular.

3.2.2 Indices fisiologicos, indices de madurez de cerezas

Antes de iniciar el experimento se realizaron las siguientes mediciones en cada
una de las variedades:

3.2.2.1 Didmetro ecuatorial

Se determind individualmente en 30 frutos de cada variedad en el radio
ecuatorial de los mismos el didmetro mayor de los frutos con un calibre
electronico.

3.2.2.2 Firmeza

La firmeza se determind individualmente sobre el radio ecuatorial de 30
frutos en los lados opuestos a la sutura donde de se ubica el didmetro mayor, sin
remover la piel, midiendo la fuerza requerida para deformarlo hasta 2 mm. Se
utilizo el equipo Instron Universal Testing Machine (modelo 3342, Canton, MA,
USA). Cada fruto fue ubicado entre placas de acero y deformado con una
velocidad de cruceta de 20 mm min™'. La firmeza se expresé en Newton.

3.2.2.3 Color

La medicion de color se realizé utilizando un colorimetro Minolta CR-300
(Osaka, Japon), evaluando las coordenadas L* (‘lightness’ o luminosidad), C*
(‘croma’ o grado de saturacion del color de la muestra) y h® (‘hue angle’), segun el
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protocolo disefiado por Trinchero et al., 2004. La lectura se realizé en dos puntos
equidistantes en contraposicion a la sutura, sobre la altura de los hombros de cada
fruto, en 40 frutos de la variedad Newstar y en 60 frutos de la variedad
Sweetheart.

3.2.2.4 Contenido de solidos solubles

Se efectuaron mediciones de solidos solubles del jugo de ambas
variedades con un refractometro de mano autocompensado (Atago) tomando 3
repeticiones de 5 frutos por variedad. Los resultados se expresaron en porcentaje.

3.2.3 Extraccion, fraccionamiento y analisis de la pared celular (Ver
Capitulo 2 punto 2.4.3)

Se tomaron muestras de los frutos Testigo (T: sin dafio mecanico) y Dafiados (D) a
los 7 y 10 dias del inicio del experimento. De cada fruto se extrajo con escalpelo el
pericarpo (epi y mesocarpo) de frutos Testigo y el pericarpo de la zona afectada por
impacto en los frutos Dafiados. El tejido fue inmediatamente congelado a -18°C y
almacenado hasta su analisis.

3.2.4 Anélisis estadistico

Los resultados de color, firmeza, diametro ecuatorial, solidos solubles, acidos
uronicos y azuicares neutros fueron analizados mediante ANOVA. La homogeneidad de
varianza y normalidad fueron probadas por medio de los test de Levene y Shapiro-
Wilk’s respectivamente. Las comparaciones entre medias de los tratamientos se
realizaron mediante el test de Tukey (P < 0.05).

3.3 RESULTADOS

3.3.1. Caracteristicas fisicas de las cerezas firmes y blandas (‘Sweetheart’
y ‘Newstar’).

Se determind la firmeza de frutos ‘Sweetheart’ y "Newstar’ maduros antes de
realizar el tratamiento de dafio mecanico. Pudo observarse que en los frutos
‘Sweetheart” (Cuadro 3.1), este parametro fue significativamente mayor que los frutos
‘Newstar’. Ademas se evalu6 el porcentaje de solidos solubles antes de iniciar los
tratamientos y se observéd que los valores promedio fueron similares no encontrandose
diferencias significativas.

Cuadro 3.1. Comparacion de didmetro, firmeza, porcentaje de solidos solubles y color (L*,C*,h°)
de cerezas ‘Sweetheart’ y ‘Newstar’ a cosecha. —_

. ., . Color
Variedad Diametro Firmeza %SS L O ho
Sweetheart 25,7 a 1,8 a 18,1 a 30,8 a 274 a 28,1 a
Newstar 27,4 b 1,2b 19,5a 28,7 a 16,8 a 335a

Los valores representan las medias. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
variedades (columna) (p<0,05).
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El color de la piel de los frutos no fue significativamente diferente para ambas
variedades al momento de la cosecha en ninguno de los tres pardmetros analizados (L*,
C* y h°). Por otra parte se observan diferencias significativas en el didmetro de los
frutos siendo ‘Newstar’ los mas grandes.

3.3.2 Efecto del dafio mecéanico sobre la pared celular de cerezas firmes y
blandas (‘Sweetheart’ y ‘Newstar’).

3.3.2.1 Extraccion secuencial de pared celular.

De las muestras de ambas variedades se obtuvieron las paredes celulares (Residuo
Insoluble en Alcohol: AIR) de los frutos Testigo (T) y Dafiados (D) a los 7 y 10 dias de
iniciado el experimento. En estas variedades el rendimiento obtenido de AIR (Cuadro
3.2) fue levemente mayor en los frutos dafiados que en aquellos utilizados como testigo.

Cuadro 3.2. Rendimiento del Residuo Insoluble en Alcohol (AIR) cada 100g de
peso fresco de frutos firmes (cv Sweetheart) y blandos (cv. Newstar), expuestos a
dafio mecanico (D) y testigo (T), muestreados a los 7 y 10 dias después de iniciado
el tratamiento.

Rendimiento (g AIR/100gr PF)

Tratamiento  Sweetheart  Newstar

T 7 dias 1,51 1,51
T 10 dias 1,61 1,51
D 7 dias 1,80 1,92
D 10 dias 1,75 1,84

Para la variedad Newstar (Cuadro 3.3.), a partir del fraccionamiento de la pared
celular en diferentes pectinas y glicanos entrecruzantes, se observé como resultado mas
importante, un contenido notablemente alto de pectinas unidas idnicamente (fraccion
CDTA) y menor de pectinas unidas covalentemente (fraccion Na,CO;) tras el dafo
mecanico. Asimismo, los glicanos débilmente unidos (fraccion KOH 4%) parecen
disminuir tras el dafio a los 7 dias y aumentar a 10 dias, mientras que se mantuvieron
estables aquellos fuertemente unidos (fraccion KOH 24%).

Mientras que en los frutos testigo la cantidad de pectinas unidas covalentemente
(fraccién Na,COs) no sufrieron cambios, en los dafados aumentaron al pasar de los 7 a
los 10 dias. Ademés se observo que el contenido de glicanos entrecruzantes unidos
fuertemente (fraccion KOH 24%) no varid sustancialmente en los diferentes dias ni con
los tratamientos.

En los frutos danados, se observd el aumento de la fraccion de glicanos
entrecruzantes unidos débilmente (fraccion KOH 4%) mientras que en los frutos testigo
esta fraccion tiende a disminuir entre 7 y 10 dias.
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Cuadro 3.3. Fracciones extraidas de cerezas ‘Newstar’ en frutos dafiados (D) y
testigo (T) a los 7 y 10 dias de realizado el tratamiento expresadas en g/100g AIR.

Fracciones
Muestra H,O CDTA Na,CO; KOH 4% KOH 24%
T7d 10,66 7,61 19,75 14,64 5,67
T10d 12,30 12,06 19,02 10,20 6,78
D7d 10,85 18,65 7,33 11,51 6,20
D10d 7,48 28,14 12,90 14,36 5,44

A diferencia de ‘Newstar’, en la variedad Sweetheart (frutos firmes, Cuadro 3.4)
no se observaron cambios marcados en los frutos testigo del contenido de pectinas y
glicanos entrecruzantes. En los frutos dafiados s6lo se observo a los 7 dias un mayor
contenido de pectinas unidas i6nicamente y menor de aquellas unidas covalentemente
con respecto al testigo. Empero, en los frutos danados se observo una disminucioén
desde los 7 a los 10 dias del contenido de pectinas unidas iénicamente (fraccion CDTA)
y aumento de las unidas covalentemente (fraccion Na,CO3).

Al igual que en los frutos testigo, los glicanos entrecruzantes débilmente unidos
(fraccion KOH 4%) de los frutos danados no presentaron variaciones, pero en cambio
en la fraccion KOH 24% si se produjo un leve aumento hacia los 10 dias.

Cuadro 3.4. Fracciones extraidas de cerezas ‘Sweetheart’ en frutos dafiados (D) y
testigo (T) a los 7 y 10 dias de iniciado el tratamiento expresadas en g/100g AIR.

Fracciones
Muestra H,O CDTA Na,CO; KOH 4% KOH 24%
T7d 10,29 11,32 24,18 17,50 5,89
T10d 11,10 11,40 24,74 16,42 5,46
D7d 9,39 17,17 18,75 16,88 6,98
D10d 9,48 12,22 21,86 15,79 9,20

Si se comparan los valores totales de pectinas y glicanos entrecruzantes de ambas
variedades se puede observar que el contenido total de pectinas fue mayor en los frutos
firmes tanto en los testigos como dafiados a los 7 dias. Més aun, los frutos firmes
presentaron un mayor contenido de glicanos entrecruzantes (esto es fracciones KOH 4%
y 24%) que los frutos blandos y sobre todo en aquellos frutos que fueron dafiados.

3.3.3 Solubilizacion, composicion de azucares neutros y despolimerizacion
de pectinas y glicanos entrecruzantes de la pared celular de cerezas
‘Newstar’.

En esta variedad de frutos blandos, no se observaron cambios en los frutos testigo,
ni a los 7 ni a los 10 dias, del contenido de urénicos en las fracciones Na,CO3;, KOH 4%
y KOH 24% pero si hubo un aumento del contenido en las fracciones H,O y CDTA
(Cuadro 3.5). Por el contrario, en los frutos dafiados se observaron aumentos del
contenido de urdnicos entre los 7 y 10 dias en practicamente todas las fracciones. La
variacion entre los tratamientos en el contenido de uroénicos de la fraccion KOH 24%
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coincidié con los rendimientos similares (Cuadro 3.3). Ademadas gracias al mayor
rendimiento de la fraccion Na,COs, se observo un mayor contenido de acidos urénicos
en los frutos testigo que en los dafiados (Cuadro 3.5).

Tanto a los 7 como a los 10 dias de iniciado el experimento, en los frutos dafiados
se observo que el contenido total de acidos urdnicos en la fraccion CDTA es mas del
doble que en los frutos testigo. El gran incremento de urdnicos en esta fraccion
coincidié con su mayor rendimiento (Cuadro 3.3). Al mismo tiempo hubo un menor
contenido en las fracciones H,O y Na,COs con respecto a los frutos testigo, también
relacionado con los rendimientos obtenidos de estas fracciones.

Cuadro 3.5 Contenido de acidos uronicos en miligramos por gramo de AIR en las fracciones de pared
celular de cerezas ‘Newstar’ en frutos dafiados y testigos a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento.

Contenido de 4cidos urdnicos (mg/g de AIR)

Danados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,O 15,7 + 06 a 224 + 23 b 39,7 + 34 ¢ 56,1 + 1,0 d
CDTA 137,1 £ 2,7 ¢ 182,7 £ 11,5 d 482 £ 0,8 a 82,5+ 38 Db
Na,CO, 19,5 + 0,8 a 64,1 £+ 12 b 82,4 + 99 ¢ 94,5 + 34 ¢
KOH 4% 10,0 + 1,1 a 147 £ 06 b 92 + 1,0 a 94 + 1,0 a
KOH 24% 2,2 £ 0,1 ab 36+ 03 b 1,6 £ 0,1 a 2,6 £ 13 ab

Los valores representan las medias + desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias significativas
dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

Analizando los cambios en las proporciones de 4cidos urdnicos en las distintas
fracciones de los 2 tratamientos en ambas fechas de muestreo (Cuadro 3.6) se observo
que la fraccion CDTA es la mas rica en 4cidos urdnicos en todas ellas. En los frutos
testigo, tanto esta fraccion como KOH 24% no variaron entre los 7 y 10 dias pero si se
produjo un aumento en las fracciones H,O, Na,CO3; y KOH 4%.

Cuadro 3.6 Contenido de acidos urdnicos en porcentaje (%) en las fracciones de pared celular de
cerezas ‘Newstar’ en frutos dafiados y testigos a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento.

Contenido de &cidos urénicos (%)

Danados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,0 14,5 £ 0,5 a 299 + 3,0 b 372 £ 32 ¢ 45,6 £ 0,8 d
CDTA 735+ 15 b 649 £ 41 a 633 £ 1,1 a 68,4 £ 3,1 ab
Na,CO4 26,7 + 1,1 a 49,7+ 1,0 ¢ 41,7 £ 50 b 49,7 + 1.8 ¢
KOH 4% 87+ 10 b 10,3+ 04 b 6,3+ 07 a 92 + 1,0 b
KOH 24% 36 £ 02 a 6,7+ 05 b 2,8 £ 0,1 a 39 £ 1,9 ab

Los valores representan las medias + desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

Por el contrario, en los frutos dafiados disminuyo la proporcién de urdnicos en la
fraccion CDTA desde los 7 a los 10 dias mientras que aument6 en las fracciones H,O,
Na,CO; y KOH 24%. No obstante, la unica fraccion en la que no hubo cambios
significativos fue en KOH 4%. Mas alla de las variaciones en las proporciones de acidos



55

uronicos en las distintas fracciones, en la fraccion H,O de los frutos danados la
proporcion de urdnicos fue mucho menor que en los testigos.

Asimismo, la proporcion de acidos uronicos a los 7 dias de iniciado el
experimento fue menor en los frutos danados que en los testigos, pero a los 10 dias ya
no se observaron diferencias significativas.

El contenido de azucares neutros (los cuales forman parte de las ramificaciones de
pectinas y el esqueleto principal y las ramificaciones de los glicanos entrecruzantes) en
los frutos testigo (Cuadro 3.7) no presentaron cambios en las fracciones H,O, CDTA y
KOH 4%, mientras que si se observd una disminucion significativa en la fraccion
NayCOs y un leve aumento en KOH 24%. Por otro lado, los frutos dafiados presentaron
aumentos significativos desde los 7 a los 10 dias en casi todas las fracciones excepto en
la fraccion CDTA. Ademas es de destacar que en estas fracciones, excepto CDTA, se
observo un menor contenido de azlicares neutros en los frutos dafiados con respecto al
testigo tanto a los 7 como a los 10 dias.

Cuadro 3.7 Contenido de azucares neutros en miligramo por gramo de AIR de las fracciones de pared
celular de la variedad Newstar en frutos dafiados y testigo a los 7 y 10 dias de iniciado el
experimento.

Contenido de azlcares neutros (mg/g de AIR)

Dafiados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,0 293 + 03 a 36,7+ 03 b 50,0 £ 1,8 ¢ 46,8 + 2,0 ¢
CDTA 294 + 0,7 ab 37,1 £ 57 b 234 £ 24 a 33,2 £ 4,5 ab
Na,CO, 143 + 15 a 425 + 25 b 95,8 + 23 d 66,2 + 03 ¢
KOH 4% 30,9 £ 3,1 a 394+ 33 b 479 £ 09 ¢ 45,1 £ 1,4 ¢cb
KOH 24% 20,0 £ 0,1 a 280+ 1,1 b 31,7 £ 09 ¢ 399 + 14 d

Los valores representan las medias + desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

Teniendo en cuenta la proporcion de azicares neutros en los frutos testigo (Cuadro
3.8), se observd que la proporcion de azucares neutros disminuy6 desde los 7 a los 10
dias en las fracciones HO y Na,COs, mientras que se mantuvo estable en las fracciones
CDTA y KOH 24% y aument6 en la fraccion KOH 4%. A pesar de que la fraccion
KOH 24% present6 bajo contenido de azlicares neutros con respecto a otras fracciones,
se observd que una gran proporcion de los mismos se encuentra en ésta fraccion.

En los frutos dafiados (Cuadro 3.8) se observo que la proporcion de azucares
neutros fue menor que en los testigos cuando se los compara a los 7 dias, siendo
variable esta situacion a los 10 dias de iniciado el tratamiento. De forma similar a lo que
se observo en el cuadro 3.6, se produjo el aumento de la proporcidon de azucares desde el
dia 7 al 10 en las fracciones H,O, Na,CO3; y KOH 24%, pero sin cambios significativos
en las fracciones CDTA y KOH 4%.
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Cuadro 3.8 Contenido de azicares neutros en porcentaje (%) de las fracciones de pared celular de la
variedad Newstar en frutos dafados y testigos a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento.

Contenido de azlcares neutros (%)

Dafiados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,0 27,0 £ 03 a 49,1 + 04 ¢ 46,9 + 1,7 ¢ 38,0 £ 1,6 b
CDTA 15,8 £ 04 a 132 £ 20 a 30,7 £ 32 b 27,5+ 37b
Na,CO; 19,6 + 2,0 a 329+ 19 b 48,5 + 1,1 ¢ 348 + 02 b
KOH 4% 269 £ 27 a 275+ 23 a 32,8 £ 0,6 b 442 £ 14 ¢
KOH 24% 323 + 0,1 a 53,1 £ 2,1 b 56,0 = 1,5 be 58,9 = 2,0 ¢

Los valores representan las medias + desvio estdndar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

Analizando la composicion de azicares neutros (Cuadro 3.9), se observo que los
azlcares mas importantes en proporcion molar son la arabinosa (Ara), galactosa (Gal),
glucosa (Glc), xilosa (Xil) y ramnosa (Ram) en orden decreciente. También se
encontraron otros componentes menores, como manosa (Man) y fucosa (Fuc). La
arabinosa fue el azicar que mas cambios sufrio bajo los diferentes tratamientos (Figura
3.1). En la fraccion CDTA, tanto en los frutos dafiados como en los frutos testigo
disminuyd la proporcion de arabinosa a los 10 dias de iniciado el experimento (Cuadro
3.9). Sin embargo a los 7 dias los frutos dafiados tienen menor proporciéon molar de este
azlcar con respecto a los testigos. En las fracciones H,O y Na,COj las proporciones de
arabinosa a los 7 y 10 dias son similares para frutos testigos y dafiados, aumentando
hacia los 10 dias. Una situacion inversa se produjo entre los glicanos entrecruzantes
donde en la fraccion KOH 4% se observé una gran disminucién en la proporcion de Ara
a los 10 dias en los frutos dafiados, con respecto al testigo.

La galactosa no presentdé cambios en su proporcion molar en los glicanos
entrecruzantes (fracciones KOH) y pectinas (fraccion CDTA y Na,CO3). Sin embargo,
se produjo una gran disminucion de este azucar desde los 7 a los 10 dias del inicio del
experimento, exclusivamente en la fraccién acuosa, y coincidente con el aumento de la
arabinosa en esas mismas fracciones. Tanto la fucosa como la manosa no presentaron
cambios en sus proporciones molares en todos los tratamientos. Ni en las fracciones
pécticas ni en las de glicanos entrecruzantes se produjo cambios en la proporcion molar
de ramnosa, con excepcion de lo que ocurrid en la fraccion CDTA donde se observé una
menor proporcidn en los frutos testigo en comparacion con los danados a los 10 dias.

La xilosa es un azucar importante en la estructura de la pared celular. Es un
componente menor de cadenas laterales de pectinas, pero uno fundamental como
constituyente de hemicelulosas. En los glicanos entrecruzantes no se observaron
diferencias en su proporcion excepto en KOH 24%, donde los frutos dafiados a los 7
dias tenian una menor proporcion de xilosa que los frutos testigo. En la fraccion CDTA,
se observo que la proporcion de xilosa fue mayor en los frutos testigo que en los
dafiados sobre todo a los 10 dias de iniciado el experimento.

Por tltimo, la proporcion de glucosa no presentd diferencias entre las distintas
fracciones y tratamientos.
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Cuadro 3.9 Composicion de azucares neutros en moles % de cerezas ‘Newstar’, en las fracciones de
pared celular de frutos dafiados (D) y testigo (T) a los 7 y 10 dias de iniciado el tratamiento.

Concentracion de azlicares neutros (moles%)

Fraccion Tratamiento Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc
H,0 D 7d 7 1 43 6 5 29 9
D 10d 7 1 51 6 5 22 8
T 7d 8 1 43 8 6 31 3
T 10d 7 1 50 8 5 23 6
CDTA D7d 10 1 80 1 1 8 1
D 10d 9 1 78 1 1 9 2
T 7d 8 1 84 2 1 5 -
T 10d 6 1 78 4 1 9 1
Na,CO4 D 7d 10 1 77 1 1 8 3
D 10d 9 tr 80 2 tr 7 2
T 7d 9 1 79 2 tr 7 2
T 10d 9 tr 82 2 -- 7 1
KOH4% D7d 6 1 61 7 3 10 13
D 10d 7 1 58 8 3 10 14
T7d 6 1 59 11 4 10 10
T 10d 5 1 65 9 3 10 8
KOH 24% D 7d 2 2 20 19 12 15 30
D 10d 2 2 18 23 11 14 30
T7d 2 2 19 23 11 15 28
T 10d 2 2 21 24 10 14 27
tr: trazas

El efecto del dafio mecanico sobre la composicion total de azlicares neutros del
AIR (Figura 3.1), donde se tuvo en cuenta para el calculo la contribucioén de cada azticar
y rendimiento de cada fraccion a los distintos tratamientos, dio como resultado un
menor contenido de arabinosa, galactosa y xilosa en los frutos dafiados (D) que en los
testigos (T). Ademas los dacidos urdnicos tampoco se vieron influidos por los
tratamientos a los 7 dias pero si se observo que el aumento de urdnicos a los 10 dias en
los dafados fue mayor que los testigos. El contenido de 4cidos urdnicos totales fue
llamativamente superior en ambos productos almacenados durante 10 dias que en
aquellos retirados a los 7 dias.
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Figura 3.1 Contenido de azucares neutros y acidos urénicos en miligramos por gramo de AIR de
cerezas ‘Newstar’, de los tratamientos Dafiados (D 7d y D 10d) y Testigos (T 7d y T 10d) a los
7 y 10 dias de iniciado el experimento.

El perfil en permeacion de geles de las fracciones pécticas (Figura 3.2 y 3.3) y de
los glicanos entrecruzantes (Figura 3.4) dan idea del peso molecular de las distintas
moléculas de polisacaridos que conviven en cada fraccién y como se afectan por los
diferentes tratamientos. En la fraccion H,O de los frutos testigo (Figura 3.2) hubo una
mayor proporcion de polimeros de peso molecular alto y medio, que disminuyd
levemente entre 7 y 10 dias, mientras que en los dafiados a los 7 dias ya se observd una
disminuciéon mayor de la proporcion de polimeros de alto peso molecular, con un
corrimiento hacia los de peso molecular medio y bajo.
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Figura 3.2. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafo de frutos blandos (cv
Newstar) de la fraccion H,O, fraccionadas en una columna de Sepharose CL-6B. Frutos
testigos (T) y frutos dafiados (D) a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento. V,,
volumen vacio; V1, volumen total.

En la fraccion CDTA (Figura 3.3) no se observo despolimerizacion de pectinas en
los frutos testigo a distintos tiempos. En estos se diferenciaron dos picos, uno de alto y
otro de bajo peso molecular bastante bien definidos. En cambio, en los frutos danados
desapareci6 el pico de alto peso molecular, con lo que s6lo se observd un pico ancho
correspondiente a pectinas de menor peso molecular. En los frutos dafiados a los 10 dias
se observo una degradacion aun mayor de las pectinas.
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Figura 3.3. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos blandos (cv. Newstar) de las
fracciones CDTA y Na,COs, fraccionadas en una columna de Sepharose CL-2B. Frutos testigo (T)y
frutos dafiados (D) a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento. V,, volumen vacio; Vt, volumen total.

La fraccion Na,CO; (Figura 3.3), correspondiente a pectinas unidas
covalentemente, solo presentd un pico ancho, caracteristico de polisacaridos de medio y
bajo peso molecular. No se observaron grandes variaciones con el tratamiento, aunque
en los frutos danados se apreci6 una tendencia a agudizarse el pico que corresponde a
los polisacéaridos de menor peso molecular.

La despolimerizacion de glicanos entrecruzantes débilmente unidos esta
representada por la fraccion KOH 4% (la Figura 3.4), con dos picos caracteristicos de
polisacaridos de alto y bajo peso molecular. En los frutos testigo se observéd un pequefio
tercer pico con moléculas de mediano peso molecular. En los frutos dafiados a los 7 dias
hubo una clara disminucion del primer pico y la desaparicion del segundo, evidenciando
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asi la despolimerizacion. A los 10 dias, los productos de mayor peso molecular
practicamente desaparecieron, de modo que ambos picos no se diferencian de forma
definida.
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Figura 3.4. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos blandos (cv. Newstar) de las
fracciones KOH 4% y KOH 24%, fraccionadas en una columna de Sepharose CL-6B. Frutos testigo
(T) y frutos dafiados (D) a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento. V, volumen vacio; Vr, volumen
total.

Por otro lado los glicanos entrecruzantes unidos fuertemente (Fraccion KOH 24%)
solo presentaron un pico de polisacaridos de medio y bajo peso molecular. Sin embargo,
en los testigos se observo cercano al volumen vacio (Vi) un hombro indicando una
pequefia proporcion de polisacaridos de alto peso molecular. En los frutos danados a los
7 dias, dicho hombro desapareci6, y el pico se desplazé levemente a la derecha,
indicando una despolimerizacion. A los 10 dias, esta degradacion fue atin mas evidente.



62

3.3.4 Solubilizacion, composicion de azucares neutros y despolimerizacion
de pectinas y glicanos entrecruzantes de la pared celular en cerezas

‘Sweetheart’.

En esta variedad caracterizada por tener frutos firmes, los frutos testigo
evidenciaron una disminucién en la proporcion de acidos urénicos (Cuadro 3.10) en la
fraccion CDTA, pero no en las fracciones H,O y Na,COj; donde se produjo el aumento
de los mismos desde los 7 a los 10 dias. Por otro lado, si bien hay presencia de urdnicos
en las fracciones KOH 4 y 24% (glicanos entrecruzantes unidos débil y fuertemente) no
hubo una variacién significativa de los mismos desde los 7 a los 10 dias ni por
tratamiento, en parte coincidente con los rendimientos (Cuadro 3.4). El contenido de
urdnicos en la fraccion H,O fue mayor en los frutos testigo que en los dafiados
vinculado ademds con el mayor rendimiento de esta fraccion en los frutos testigo
(Cuadro 3.4).

En los frutos dafiados, la fraccion CDTA tuvo un mayor valor inicial de urénicos
en comparacion con los frutos testigo, pero también se produjo la disminucién de
urénicos hacia el dia 10 de iniciado el experimento. En estos frutos, también se produjo
en la fraccion Na,COs el aumento del contenido de urdnicos hacia los 10 dias, al igual
que en los controles.

Cuadro 3.10 Contenido de acidos urénicos en miligramos por gramo de AIR de las fracciones de pared
celular de cerezas ‘Sweetheart’ en frutos dafiados y testigo a los 7 y 10 dias de realizado el tratamiento.

Contenido de acidos urénicos (mg/g de AIR)

Dafiados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,0 335 £+ LS5a 30,6 + 1,8 a 41,7+ 32 b 51,9 + 0,9 ¢
CDTA 1049 + 27 ¢ 752 + 2,6 b 736+ 05 b 64.8 + 0,1 a
Na,CO; 84,3 + 1,1 a 148,6 + 0,6 d 1132 + 24 b 127,6 + 3,1 ¢
KOH 4% 11,7 £ 46 a 11,9 £ 28 a 78+ 12 a 9,7+ 0,8 a
KOH 24% 36 £ 1,1a 6,0+ 22 a 42 £ 0,1 a 38+ 03 a

Los valores representan las medias + desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

Analizando la proporcioén de urdnicos (Cuadro 3.11) de las 5 fracciones de los 4
AlRs se observd un comportamiento similar en los frutos testigo al del Cuadro 3.9,
donde disminuy¢ la proporcion de urdnicos en la fraccion CDTA, desde el dia 7 al 10
de iniciado el experimento pero también se observo un aumento de los mismos en las
fracciones H,O y Na,COs;. Las fracciones KOH al igual que en el cuadro 3.10 no
presentaron diferencias significativas entre los dias 7 y 10.

Por el contrario, en los frutos dafiados no se observo disminucién de la proporcion
de urdnicos, sino un aumento de dicha proporcion en las fracciones Na,CO; y KOH
24%, y cambios no significativos en las demas fracciones. En comparacion con los
frutos testigo, en los dafiados no se produjo una variacion significativa de la proporcion
de urodnicos en la fraccion CDTA, mientras que la proporcion de urénicos en la fraccion
H,0 de los frutos dafiados fue menor.
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Cuadro 3.11 Contenido de acidos urénicos en porcentaje (%) de las fracciones de pared celular de
cerezas ‘Sweetheart’ en frutos dafiados y testigos a los 7 y 10 dias de realizado el tratamiento.

Contenido de acidos uronicos (%)

Dafiados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,O 35,7 £+ 1,6 ab 323 £+ 19 a 40,5 + 3,1 b 46,8 + 0,8 ¢
CDTA 61,1 £ 15b 61,5 £ 2,1 be 65,0 £ 05 ¢ 56,8 £ 0,0 a
Na,CO, 449 + 06 a 68,0 + 0,3 ¢ 46,8 + 1,0 a 51,6 + 12 b
KOH 4% 69 £ 27a 75 £ 18 a 44 £ 0,7 a 59+ 05 a
KOH 24% 51 £ 16 a 89 + 05b 72 £ 0,1 ab 7,0 £ 0,5 ab

Los valores representan las medias + desvio estindar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

El contenido de azucares neutros de los frutos danados (Cuadro 3.12) disminuy6
entre los 7 y los 10 dias para las fracciones H,O y Na,COs, mientras que las fracciones
KOH 4% y 24% (glicanos unidos débil y fuertemente) no presentaron variaciones
significativas entre los 7 y 10 dias de iniciado el experimento.

En los frutos testigo (Cuadro 3.12), se produjo la pérdida de azicares neutros en la
fraccion KOH 4% hacia el dia 10, mientras que estos aumentaron en las fracciones
CDTA y Na,COs. Las fracciones que no presentaron variaciones fueron H,O y KOH
24% en coincidencia con sus rendimientos (Cuadro 3.4). No hubo diferencias
significativas entre frutos dafiados y testigos a los 7 dias en cuanto al contenido de
azucares neutros pero si a los 10 dias, donde se registr6 una disminucion en las
fracciones pécticas en los frutos dafiados.

Cuadro 3.12 Contenido de azucares neutros en miligramos por gramo de AIR de las fracciones de
pared celular de cerezas ‘Sweetheart’ en frutos dafiados y testigos a los 7 y 10 dias de iniciado el
experimento.

Contenido de azucares neutros (mg/g de AIR)

Dafiados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,0 392 £+ 06D 32,7 £ 09 a 40,8 + 0,3 b 41,6 + 30D
CDTA 182 £ 1,7 a 242 £ 20b 159 + 1,2 a 293 £ 0,8 ¢
Na,CO; 80,8 + 3,4 bc 65,2 + 2,8 a 764 + 3,6 b 87,7+ 0,6 ¢
KOH 4% 47,8 + 5,1 ab 477 £ 1,5 ab 522+ 1,7 b 412 + 45 a
KOH 24% 36,0 £ 0,7 a 284 + 8,7 a 33,5+ 0,0 a 298 £ 04 a

Los valores representan las medias = desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

La proporcion de azucares neutros (Cuadro 3.13) se vio mas afectada por los
dafios mecéanicos dado que hubo una disminucion en la proporcion de azucares hacia los
10 dias en las fracciones H,O, Na,CO; y KOH 24% y un aumento en la fraccion CDTA.
La Unica fraccion que no presentd variaciones en la proporcion de azucares ni tuvo
diferencias significativas entre tratamientos fue KOH 4%. Sin embargo, los frutos
dafiados a los 7 dias presentaron una mayor proporcion de azucares en la fraccion
Na,CO; y menor en CDTA y KOH 24% que los frutos testigo.

En los frutos testigo, hubo muy pocas variaciones entre los 7 y 10 dias, salvo en la
fraccion CDTA, en la que al igual que en los frutos dafiados, se produjo un aumento
significativo de la proporcion de azucares. No obstante, también se observo un leve
aumento en la fraccion Na,COs.



64

Cuadro 3.13 Contenido de azficares neutros en porcentaje (%) de las fracciones de pared celular de
cerezas ‘Sweetheart’ en frutos dafiados y testigos a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento.

Contenido de azUcares neutros (%0)

Dafiados Testigo
Fraccion 7d 10d 7d 10d
H,0 418 + 07 ¢ 344 + 09 a 39,7 £+ 0,3 be 37,5 £ 2,7 ab
CDTA 106 £ 1,0 a 198 + 1,6 ¢ 141+ 1,1 b 25,7 £ 0,7 d
Na,CO, 43,1 + 18¢ 298 £+ 13 a 316 + 1,5 a 355+ 02 b
KOH 4% 283 + 3,0a 30,2 + 1,0 a 29,8 + 1,0 a 25,1 £ 2,7 ab
KOH 24% 51,5 £ 09b 425+ 0,7 a 56,9 £ 0,0 d 54,6 £ 0,7 ¢

Los valores representan las medias + desvio estandar (n=3). Las letras indican diferencias
significativas dentro de cada fraccion de pared celular (fila) entre fechas y tratamientos (p<0,05).

Segun el andlisis de la composicion de la pared celular en funcion de sus azlicares
neutros se puede observar que la arabinosa (Ara) también es el aziucar predominante en
esta variedad. En los frutos dafiados, la Ara present6 un aumento de su proporcioén en
las fracciones H,O, Na,COs; y KOH 24% y una leve disminucion en la fraccion KOH
4% al pasar de 7 dias a 10 dias. Mientras tanto en los testigos, se produjo aumentos s6lo
en las fracciones H,O y KOH 4% y leves disminuciones en Na,CO3; y KOH 24%. Otro
de los azucares neutros importantes es la galactosa (Gal) la cual disminuy6 desde los 7 a
los 10 dias en la fraccion H,O tanto en los frutos dafiados como en los testigos. Ademas
este azlcar no parecid variar en las fracciones Na,CO; y KOH 24% en ambos
tratamientos y dias. No obstante, en los frutos testigo se produjo una leve disminucioén
de la Gal en las fracciones CDTA y KOH 4% desde los 7 a los 10 dias.

La ramnosa (Ram), azlicar que forma parte de los ramnogalacturonanos (pectinas)
se encuentra presente en esta variedad. Solamente en la fraccion Na,CO; disminuy6
levemente en los frutos dafiados desde los 7 a los 10 dias, mientras que en los frutos
testigo ocurri6 lo contrario. En la fraccion KOH 4% (glicanos entrecruzantes unidos
débilmente) se observé una menor concentracion de este azucar en los frutos testigo.

Otros azlicares neutros como la xilosa (Xil), manosa (Man), glucosa (Glc) y la
fucosa (Fuc), también se encontraron presentes (Cuadro 3.14). De estos, la fucosa y la
manosa no presentaron cambios para ambos tratamientos y dias. La xilosa presente en
mayor proporcion en los glicanos entrecruzantes, presentd algunas diferencias. En la
fraccion KOH 4%, se observo en los frutos dafiados un leve aumento hacia los 10 dias
mientras que se mantuvo la misma proporcién en los frutos testigo.
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Cuadro 3.14 Composicion de azucares neutros en moles % de cerezas ‘Sweetheart’, en las
fracciones de pared celular de frutos dafiados (D) y testigo (T) a los 7 y 10 dias de iniciado el

tratamiento.
Concentracion de azicares neutros (moles%)
Fraccion  Tratamiento Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glc
H,0O D7d 7 1 38 5 5 33 10
D10d 7 1 58 7 5 17 6
T7d 7 1 36 5 7 33 11
T10d 7 1 49 6 6 22 8
CDTA D 7d 10 1 66 8 2 11 2
D10d 9 1 64 10 2 12 2
T7d 12 1 67 2 - 15 3
T10d 12 - 67 4 3 11 3
Na,CO; D 7d 9 1 78 2 tr 8 2
D10d 6 tr 83 2 tr 7 1
T7d 7 1 82 2 tr 8 1
T10d 10 1 78 2 - 8 1
KOH4% D7d 6 1 63 7 3 10 11
D10d 5 1 59 10 4 10 11
T7d 4 1 65 8 3 10 8
T10d 2 1 74 8 3 7 6
KOH 24% D 7d 3 2 28 18 10 14 26
D10d 3 2 34 18 9 13 22
T7d 3 2 29 19 10 14 23
T10d 2 2 25 22 11 14 24
tr: trazas

En esta variedad, no se evidencié marcadas variaciones en la proporcion de todos
los azucares neutros entre frutos dafiados y testigos (Figura 3.5). Sin embargo, como en
la variedad Newstar, los 4cidos uronicos si bien son similares entre testigos y dafiados al
dia 7, aumentan en ambos casos hacia el dia 10, haciéndolo en proporcion algo mayor

en los frutos danados.
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Figura 3.5 Contenido de azucares neutros y acidos urénicos en miligramos por gramo de AIR de
cerezas ‘Sweetheart’, de los tratamientos Dafiados (D 7d y D 10d) y Testigos (T 7d y T 10d) a los 7
y 10 dias de iniciado el experimento.

De los perfiles cromatograficos de las pectinas y los glicanos entrecruzantes se
observé que la fraccion H,O tuvo un pico amplio, donde en los frutos testigo (Figura
3.6) se observaron polisacaridos de alto y mediano peso molecular mientras que en los
frutos dafiados a los 7 dias se observo un corrimiento indicando una mayor abundancia
de polisacaridos de mediano y bajo peso molecular. Esta situacion se estabiliza a los 10
dias en los frutos dafiados donde se observa que los polisacaridos presentes son de
mediano peso molecular disminuyendo los mas pequenos.
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Figura 3.6. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos firmes (cv Sweetheart) de
la fraccion H,0O, fraccionadas en una columna de Sepharose CL-6B. Frutos testigo (T) y frutos
dafiados (D) a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento. V,, volumen vacio; Vrt, volumen total.

En la fraccion CDTA (Figura 3.7) no se observo despolimerizacion de pectinas en
los frutos testigo a los 7 y 10 dias. En estos se diferenciaron dos picos uno de alto y otro
de bajo peso molecular bien definidos. No obstante, en los frutos dafiados se observo un
pico preponderante indicativo de abundantes pectinas de bajo peso molecular y un pico
menor de pectinas de alto peso molecular cercano al volumen vacio (Vi) en
comparacion a los frutos testigo. En los frutos dafiados a los 10 dias se observo una
degradacion generalizada de las pectinas.
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Figura 3.7. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamafio de frutos firmes (cv. Sweetheart) de
las fracciones CDTA y Na,COs;, fraccionadas en una columna de Sepharose CL-2B. Frutos testigos
(T) y frutos dafiados (D) a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento. V,, volumen vacio; Vr,
volumen total.

La fraccion Na,COs; (Figura 3.7), correspondiente a pectinas unidas
covalentemente, sélo presentd un pico caracteristico de polisacaridos de bajo peso
molecular. Sin embargo, en los frutos dafiados ademés se observaron algunos
polisacaridos de mediano peso molecular. A los 10 dias se observo la pérdida de las
moléculas de mediano peso en los frutos dafiados agudizandose el pico.

La despolimerizacion de glicanos entrecruzantes unidos débilmente esta
representada por la fraccion KOH 4% (Figura 3.8), con dos picos caracteristicos de
polisacaridos de alto y bajo peso molecular. Tanto en los frutos dafiados como testigo
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no se observaron diferencias, lo que indicé que no se produjo despolimerizacion.
Solamente a los 10 dias siguieron diferenciandose los dos picos pero con menor
intensidad y la aparicién de polisacaridos de mediano peso molecular.

Por otro lado los glicanos entrecruzantes unidos fuertemente (Fraccion KOH 24%)
solo presentaron un pico de polisacaridos de medio y bajo peso molecular. Sin embargo,
en los testigos se observaron algunos polisacaridos de alto peso molecular cercano al
volumen vacio (Vy). Tanto en los frutos dafiados a los 7 como a los 10 dias se observo
la despolimerizacion de estos polisacaridos y los de mediano peso molecular.
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Figura 3.8. Perfiles de cromatografia de exclusion por tamano de frutos firmes (cv. Sweetheart) de
las fracciones KOH 4% y KOH 24%, fraccionadas en una columna de Sepharose CL-6B. Frutos
testigos (T) y frutos dafados (D) a los 7 y 10 dias de iniciado el experimento. V,, volumen vacio; Vr,
volumen total.
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3.4 DISCUSION

Las cerezas fueron arrojadas desde una altura de 70 cm, a temperatura ambiente
(20°C), a fin de generar dafio por impacto, sin embargo también menores alturas de
caida provocan dafios tal como muestran en sus experimentos con cerezas dulces
Crisosto et al. (1993), Lidster y Tung (1980b), Ogawa et al. (1972), y Patten y Patterson
(1985). En este trabajo, el dafio en cerezas aparecid6 después de 7 dias de
almacenamiento a 12°C mientras que en otros frutos como damascos (De Martino et al.
2002) y kiwis (Mencarelli et al. 1996), aparecen a los 3 y 6 dias después del tratamiento,
dependiendo de la temperatura del fruto, la temperatura de almacenamiento y la firmeza
inicial de la especie. Mas alla de la temperatura a la que se produce el daino mecanico, la
lesion se observa en forma de ligeras depresiones o pitting y amarronamiento interno
(Ogawa et al. 1972) tal como se observo en este trabajo.

Se ha indicado que el dafio por impacto es mayor sobre todo en aquellas
variedades susceptibles (por ejemplo el cultivar ‘Van’) donde con una altura de caida de
tan s6lo 2,5 cm ya se producen dafios (Patten y Patterson 1985). Las diferencias entre
cultivares en cuanto a la susceptibilidad a los dafios mecédnicos dependen no sélo de
factores externos (como el manipuleo rudo durante la cosecha, transporte y operaciones
de empaque), sino también de un factor interno como la alta tasa respiratoria tal como
determind Crisosto et al. (1993) en su trabajo sobre cerezas dulces. Coincidentemente,
en el presente trabajo se utilizo la variedad Sweetheart, la cual habia sido evaluada por
Toivonen et al. (2004) como de baja tasa respiratoria y de frutos firmes con respecto a
otros cultivares. Anteriormente Facteau y Rowe (1979) y Facteau (1982b) observaron
en sus trabajos que la firmeza de las cerezas estaba relacionada de forma inversa con la
susceptibilidad a los dafios habiéndose encontrado que los frutos firmes presentaron
menor dafio por impacto que los frutos blandos. Sin embargo, también destacan que a
veces pueden no estar relacionados debido a variaciones interanuales en las condiciones
del cultivo. Toivonen et al. (2004) discrepan en parte, ya que observaron que no existe
una relacion tan fuerte entre firmeza y susceptibilidad al dafio, sino que la firmeza es
s6lo uno de los factores determinantes.

A pesar de las diferencias interanuales mencionadas anteriormente, Kappel et al.
(2006) analizaron la susceptibilidad al dafio por impacto de distintas variedades de
cerezas, clasificando a ‘Sweetheart’” como una de las variedades menos susceptibles.
Justamente, esta variedad fue utilizada en este trabajo de tesis, evidenciandose que
ademas de ser mas firme, tiene una mayor duracion en postcosecha luego de producido
el dafio (datos no presentados).

Para explicar las diferencias en AIR entre frutos testigo y dafiados se puede hacer
mencion al trabajo de De Martino et al. (2006) en tomate: se observo que en la zona de
dafio por impacto las células del mesocarpo de tomate aparecen comprimidas y
escurridas. Probablemente ésto podria haber ocurrido también con las cerezas, ya que al
expeler el contenido celular el peso fresco es menor y el rendimiento de AIR es mayor
por peso fresco. Otra posible explicacion del aparente aumento de AIR se deba a que,
como sucede en peras ‘D’Anjou’, durante el proceso de cicatrizacion de heridas, se
produce el espesamiento de la pared celular y acumulacion de pectinas y compuestos
fenolicos en la zona de la herida que actian como barrera ante posibles infecciones y se
previene la pérdida de agua de las células subyacentes (Spotts et al. 1998).
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Por otro lado, el contenido de AIR de ambas variedades fue similar en los frutos
testigo a los 7 y 10 dias, lo cual indicaria que no hay relacion entre AIR y firmeza
inicial de la variedad. Otros autores como Facteau (1982b) y Lidster et al. (1980a)
asociaron el mayor contenido de AIR con mayor firmeza, alto contenido de materia seca
y menor susceptibilidad al dafio mecanico.

En el trabajo de Van linden et al. (2008) se analizo el efecto del dafio por impacto
en tomates sobre la constitucion de la pared celular. En el mismo, el autor asegura que
este tipo de dafio no produjo cambios significativos sobre la solubilidad de pectinas o el
grado de polimerizacion, con un analisis a solo tres horas del impacto. Sin embargo, los
autores sugieren que un mayor tiempo de incubacion post-dafio mostraria un mayor
efecto sobre la pared celular en general, y en la red de xiloglucanos en particular.
Ademas se debe tener en cuenta que este tipo de dafio o pitting se hace aparente después
de un periodo de almacenamiento a baja temperatura (Looney et al. 1996a). Asi es como
en el presente trabajo, el dafio por impacto observado a los 7 dias después del
tratamiento tuvo efecto sobre la constitucion de la pared celular de las cerezas. La
variedad Newstar de frutos blandos, parece ser la mas afectada por el dafio mecanico,
con una mayor cantidad de pectinas en la fraccion CDTA y una menor de pectinas
unidas covalentemente de la fraccion Na,CO;. No obstante, en estos frutos el dafio
mecanico alterd mas sensiblemente a las pectinas solubles en agua que al resto de las
fracciones. Algo similar ocurri6 en peras Huanghua (Pyrus pyrifolia Nakai, cv.
Huangua), pero con otro tipo de dafio mecanico, como el dafio por vibracion durante el
transporte, donde se observaron dafios superficiales y también internos los cuales
afectaron la integridad de la membrana plasmatica y se produjo una disminucioén del
contenido total de pectinas (Zhou et al. 2007).

Cabe resaltar que el contenido de glicanos entrecruzantes fue mayor en frutos
firmes y ain mdas en aquellos frutos dafiados, en consecuencia estos glicanos le
impartirian resistencia a la fractura en células de frutas maduras, tal como indican
Lidster et al. (1980b). Simultdneamente, la suma total de pectinas en los frutos firmes
fue mayor que en los frutos blandos y ademas se mantuvo invariable entre los frutos
testigo y dafiados. Asi en conjunto, las pectinas y los glicanos entrecruzantes con las
microfibrillas de celulosa representarian un modelo de fruto mas resistente al dafio por
impacto en los frutos firmes.

Existen pocos trabajos que analicen los cambios en la pared celular debido a los
dafios mecanicos. Estos dafios suponen una degradacion de la pared celular con lo cual
se veria afectada la composicion de pectinas y glicanos entrecruzantes. Teniendo en
cuenta que el contenido de pectinas totales fue mayor en frutos firmes, y también lo fue
el contenido de acidos urdnicos, no se observaron sin embargo diferencias del contenido
de urodnicos entre tratamientos. En cambio, en los frutos blandos a pesar de poseer una
menor cantidad de pectinas y acidos uroénicos, se observd un gran aumento de los
mismos a los 10 dias y mas atin en los frutos dafiados, algo similar a lo que ocurre en
peras en proceso de cicatrizacion de heridas (Spotts et al. 1998).

En pepinos (Cucumis sativus L. cv. Heinz 3534) expuestos a dafio mecanico, se
observo el aumento de acidos urdnicos de forma diferencial en la zona carpelar pero no
en el mesocarpo y de forma inversa se produjo la disminucidn de aziicares neutros en el
mesocarpo con importantes pérdidas de manosa y galactosa (Miller 1989). En cerezas
también se observo una gran pérdida de azlcares neutros en las fracciones pécticas y en
la de glicanos entrecruzantes en aquellos frutos danados en los frutos blandos, sin
embargo en los frutos firmes solo se observd ésta pérdida en las pectinas unidas
covalentemente (fraccion Na,CO;3) sobre todo a los 10 dias. Del andlisis de la
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composicion de azucares neutros se desprende que a diferencia de lo que ocurre en
pepinos, se produce la pérdida del contenido total de arabinosa, galactosa y xilosa en
frutos blandos pero no ocurre lo mismo en frutos firmes. Si bien no se sabe a ciencia
cierta cudl es la actividad de las enzimas degradativas de la pared celular en cerezas tras
la exposicion al dafio mecanico, en otros frutos como tomate, en respuesta a las heridas
producidas se redujo la expresion de estas enzimas, iniciando las vias de reparacion
(Chung et al. 2006). Por otro lado, Van linden et al. (2008) también observaron en
tomates expuestos a dafios mecanicos un ligero aumento de la actividad de las enzimas
pectinmetilesterasa (PME) y poligalacturonasa (PG) pero no pudieron observar
despolimerizacion de pectinas 3 horas después del dafio mecanico. En cambio, en
cerezas se pudo observar con un tiempo de incubacion mayor, la despolimerizacion
tanto de pectinas como glicanos entrecruzantes en frutos blandos pero en frutos firmes
solo se produjo la despolimerizacion de pectinas.

3.5 CONCLUSIONES

En este estudio se acepta la hipdtesis que enuncia que el dafio mecanico en cerezas
dulces induce modificaciones en los polisacaridos de la pared celular de la zona
afectada. Evidentemente el dafio mecénico produjo un aumento del AIR obtenido en
ambas variedades aunque se observaron claras diferencias entre frutos blandos y firmes
en la composicion de la pared celular.

Los frutos denominados blandos (cv Newstar), de baja firmeza inicial, mostraron
un menor contenido de acidos urénicos a los 7 dias con respecto a los frutos firmes,
ademas registraron solubilizacién de pectinas unidas covalentemente y aumento de
aquellas unidas i6nicamente, pérdida de azucares neutros (arabinosa, galactosa y xilosa)
y despolimerizacion de pectinas y glicanos entrecruzantes después de producirse el
dafo.

En cambio en los frutos firmes (cv. Sweetheart), los cuales mostraron una firmeza
inicial elevada, el nivel de 4cidos urdénicos fue alto pero sorprendentemente también
hubo un aumento del contenido de urdnicos hacia los 10 dias, y més atn en los frutos
dafados, al igual que ocurria en los frutos blandos. También se produjo la solubilizacién
de pectinas unidas covalentemente pero sOlo se registrdé aumento de las pectinas
ionicamente unidas a los 7 dias de producirse el dafio. A diferencia de los frutos blandos
no se registraron pérdidas de azucares neutros en los frutos dafados y la
despolimerizacion no se produjo de manera tan amplia en todas las fracciones como en
los frutos blandos, sino casi exclusivamente en las fracciones pécticas.

El dafio por impacto produce en cerezas firmes y blandas cambios en la
composicion de la pared celular de forma diferencial, en la que también intervienen
otros factores no analizados aqui como la actividad de las enzimas degradativas de
pared en cerezas. Poco se sabe en este tipo de fruto expuesto a dafio mecanico a nivel
enzimatico y seria de vital importancia identificar aquellas enzimas mas activas para
poder determinar una estrategia que mitigue la pérdida de calidad de los frutos
afectados. Por otra parte, otro factor importante puede surgir del plano hormonal, ya que
se conoce el efecto del acido giberélico para reducir la susceptibilidad a los dafios
mecanicos y aumentar la firmeza de los frutos.



CAPITULO 4
CONCLUSIONES GENERALES

La cereza dulce (Prunus avium L.) es una fruta muy perecedera por lo que luego
de cosechada se deben extremar las medidas de manejo para evitar que inicie su
senescencia y pueda llegar a destino manteniendo sus cualidades organolépticas. Para
lograr este objetivo, es conveniente elegir variedades cuyos frutos sean firmes,
resistentes al manipuleo, a los dafios mecénicos y las enfermedades, aunque también se
pueden adoptar diversas medidas antes o después de la cosecha. El manejo implica el
uso de giberelinas y/o calcio, el uso de atmosferas modificadas y controladas junto con
la conservacion en frio para mantener la integridad y firmeza de los frutos (Looney et al.
1996a).

Uno de los factores mas estudiados relacionados con la conservacion de la cereza,
es el ablandamiento de la fruta durante la maduracion, lo cual determina en gran medida
su vida en postcosecha. Para esto se han encarado diversos trabajos orientados hacia la
caracterizacion de la estructura de la pared celular, la cual le confiere rigidez a la célula
y al tejido del fruto (Barbier y Thibault 1982; Batisse et al. 1994; Batisse et al. 1996a;
Batisse 1996b; Choi et al. 2002a; Fils-Lycaon y Buret 1990), y por otro lado se
investigd sobre las diferentes enzimas que degradan la pared celular y como es su
actividad durante la maduracion y ablandamiento de los frutos (Alonso et al. 2006;
Andrews y Shulin 1994, 1995; Barret y Gonzalez 1994; Gerardi et al. 2001; Thibault
1983).

Hasta el momento muchos trabajos se han enfocado en la descripcion de los
componentes de la pared celular de diversos frutos como cerezas dulces (Barbier y
Thibault 1982; Batisse et al. 1994; Batisse et al. 1996a; Batisse et al. 1996b; Choi et al.
2002a; Facteau 1982b; Fils-Lycaon y Buret 1990), mango (Mangifera indica L., Muda
et al. 1995), grosellero negro (Ribes nigrum L.), arandano (Vaccinium myrtillus L., Hilz
et al. 2005), frambuesa (Rubus idaeus, Vicente et al. 2007), tomate (Lycopersicum
esculentum Mill., Huber y O’Donoghue 1993; Mitcham et al. 1989; Redgwell et al.
1997b), kiwi (Actinidia deliciosa y A. chinensis, Redgwell et al. 1992 y 1997b;
Sauvageau et al. 2010), palta (Persea americana, Huber y O’Donoghue 1993; Redgwell
et al. 1997b), sandia (Citrullus lanatus, Redgwell et al. 1997b), manzana (Malus
domestica Borkh., Barret y Northcote 1965; Redgwell et al. 1997b; Yoshioka et al.
1992), durazno (Prunus persica L. Batsch, Brummell et al. 2004; Kurz et al. 2008;
Yoshioka et al. 2011), nectarina (Prunus persica L. Batsch var. nectarina [Ait] maxim,
Dawson et al. 1992; Ortiz et al. 2010), damasco (Persea americana L., Kurz et al.
2008), frutilla (Fragaria ananassa, Redgwell et al. 1997b), pera asiatica (Pyrus
serotina, Redgwell et al. 1997b), pera (Pyrus communis L., Ahmed y Labavitch 1980;
Yoshioka et al. 1992), ciruela (Prunus domestica y P. salicina, Ponce et al., 2010;
Redgwell et al. 1997b; Renard y Ginies 2009), zarzamora (Rubus fruticosus, Redgwell
et al. 1997b), uva (Vitis vinifera L., Nunan et al. 1998; Vidal et al. 2001; Yakushiji et al.
2001), zapallo (Cucurbita sp., Kurz et al. 2008) y membrillo japonés (Chaenomeles
japonica, Thomas y Thibault 2002).

En estos trabajos y en las revisiones hechas por Goulao y Oliveira (2008) y
Brummell (2006) se puede observar que en general durante la maduracion de los frutos,
se produce la pérdida de azlicares neutros como arabinosa y/o galactosa a partir de la
solubilizacion y despolimerizacion de pectinas. Sin embargo, analizando caso por caso
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se presentan situaciones diferentes, ya que ademas, las técnicas para el analisis de la
pared celular se han ido modernizando a través de los afios.

En este trabajo de tesis se decidi6 estudiar las caracteristicas particulares de la
pared celular que estén relacionadas al diferente comportamiento en firmeza de las
cerezas y de esta manera se tomo como objetivo principal analizar los cambios en la
pared celular durante la ontogenia de las cerezas dulces (Prunus avium L.). Si bien
ambas variedades tienen buena aceptacion por parte del consumidor, la variedad
Newstar presenta un gran ablandamiento hacia madurez (San Martino et al. 2008) lo que
limita su vida en estanteria y duracion en almacenamiento (Brummell y Harpster 2001).

En consonancia al objetivo planteado, en el capitulo 2 se caracterizaron las
modificaciones que se producen en la pared celular de los frutos de cerezo dulce
(Prunus avium L.) durante el crecimiento y maduracion en dos cultivares de firmeza
contrastantes. Para esto se pusieron a prueba tres hipotesis: En la primera de ellas se
introdujo el concepto de que el estado ontogénico determina modificaciones en la
constitucion de la pared celular de las dos variedades de cerezas en estudio; en la
segunda, los cambios en la pared celular de las cerezas dulces se asociarian en primer
término a una despolimerizacion de pectinas y glicanos entrecruzantes, unidos mas o
menos estrechamente a la celulosa. Este proceso ocurriria a través de casi toda la
ontogenia del fruto; por ultimo, en la tercera hipdtesis se planted que, durante la
adquisicion de textura fundente, el ablandamiento de las cerezas dulces se vincularia
ademas con la pérdida de azucares neutros de pectinas y glicanos entrecruzantes.

Como resultado del andlisis de la pared celular se pudo observar que
efectivamente en cada uno de ellos se modifican tanto el contenido de pectinas y
glicanos entrecruzantes como la concentracion y composicion de azlcares neutros en
los cuatro estadios estudiados. Al mismo tiempo se observo que disminuia la firmeza
mientras aumentaba el peso fresco y el contenido de so6lidos solubles de los frutos, y
corroborandose parcialmente la segunda hipotesis ya que la despolimerizacion sélo se
produjo en los glicanos entrecruzantes fuertemente unidos (extraidos con KOH 24%).
Ademas la solubilizacion de pectinas sdlo se produjo en la variedad de frutos blandos
(cv. Newstar).

Durante la ontogenia, se corrobor6 parcialmente la tercera hipdtesis, ya que tanto
en frutos firmes como blandos se pudo demostrar que hubo pérdida de aztcares neutros
solo en las fracciones pécticas. No obstante, teniendo en cuenta la composicion de estos
azulcares, se observo que en frutos firmes no se produjo una pérdida, mientras que en
frutos blandos hubo una pérdida importante de galactosa.

A través de los afnos se ha comprobado que los dafios mecédnicos producen
cambios externos e internos en los frutos, siendo las cerezas dulces particularmente
sensibles ya que desarrollan una fisiopatia conocida como pitting, la cual disminuye su
valor econdmico. Los estudios sobre cerezas han analizado el efecto del dafio mecénico
en diferentes cultivares sobre la firmeza, el contenido de sélidos solubles, y la
respiracion (Crisosto et al. 1993; Toivonen et al. 2004), como asi también el efecto de la
temperatura sobre la incidencia de este tipo de dafio (Facteau y Rowe 1979; Lidster y
Tung 1980a; Ogawa et al. 1972). En cambio, todavia no se ha analizado en cerezas qué
ocurre a nivel de pared celular como consecuencia del dafio mecanico. Sélo un trabajo
realizado en pepino (Cucumis sativus L.) relacionado al dafio mecanico, menciona la
pérdida de azlcares neutros como manosa y galactosa y un aumento del contenido de
acidos urdnicos (Miller 1989).
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Por lo antes mencionado, en el presente trabajo, se plante6 como otro de los
objetivos principales (Capitulo 3), evaluar los efectos potenciales del dafio mecanico por
impacto en postcosecha, sobre la constitucion de la pared celular de los frutos firmes
(cv. Sweetheart) y blandos (cv. Newstar) de cerezo dulce. Evidentemente el dafio
mecanico produjo un aumento del AIR obtenido de ambas variedades, aunque se
observaron claras diferencias entre frutos blandos y firmes en la composicion de la
pared celular. Los resultados indican que los frutos dafiados presentaron un menor
contenido de acidos urénicos que los frutos testigo, siendo la disminucién atin mas
significativa en los frutos blandos (Figs. 3.1 y 3.5).

En los frutos blandos dafiados se da una situacion paralela a la maduracion
(capitulo 2) ya que se produce la solubilizacion de pectinas, sobre todo las unidas
covalentemente (fraccion Na,COs), y un aumento de aquellas unidas idnicamente
(fraccion CDTA), pérdida de azucares neutros (arabinosa, galactosa y xilosa). Pero
ademas, no solo se produjo la despolimerizacion de glicanos entrecruzantes sino
también la de pectinas debido al dafio causado.

En cambio, en contraposicion a lo que ocurre en el experimento de ontogenia, los
frutos firmes dafados presentan una pérdida o solubilizacién de pectinas unidas
covalentemente. En estos frutos no se registrd pérdidas de azlicares neutros y se produjo
una despolimerizacion mas acentuada de las fracciones pécticas.
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Cuadro 4.1 Resumen de la comparacion entre variedades de cerezas dulces firmes y blandas para las
diferentes variables analizadas durante el crecimiento y maduracion del fruto y cuando la fruta fue
dafiada mecanicamente. ++ a + representan una escala de mayor a menor contenido o intensidad.

PROCESO DE ABLANDAMIENTO DE CEREZAS

VARIEDAD FIRME VARIEDAD BLANDA
= Despolimerizacion de glicanos »  Pérdida de galactosa
ertrecruzantes

»  Despolimerizacion de glicanos

=+ Contenido tolal de azicares entrecruzantes

nEUtros & madurez » ++ Contenido total de aricares

=+ Dizminucidn del cordenido total de neutros a madurez

acidos uronicos & madurez «  ++ Disminucién del conterido total de

#ridos urdnicos & madure

«  Solubilizacion de pectinas

IMPACTO DEL DANO MECANICO SOBRE LA PARED CELULAR DE
CEREZAS

=  Despolimerizacion de pectinas v
glicanos entrecruzantes

«  Deszpolimerizacion de pectinas

* Mo varia la proporcion de pectinas
= Disminuye la proporcion de pectinas

unidas covalentemente

unidas covalente mente

=+ Disminuye &l contenido de acidos
urénicos n las pectinas unidas o ++ Disminuye e contenido de acidos
urdnicos en las pectinas unidas

covalentemente (Solubilizacion de

pectinas)

covalentemeante

« Mo varia el contenido de azicares
neutras en las pectinas unidas

«  Dizminuye el contenido de azicares
covalentemente .

neutros en 1as pectinas unidas

covalentemente

=  Dizminuye la proporcion de azucares
neutros en todas las fracciones

4.1 IMPLICANCIAS AGRONOMICAS DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS

En este trabajo no se analiz6 el efecto de las caracteristicas edafo-climaticas de la
ubicacion de estos cultivares, teniendo en cuenta que esto podria influir sobre la
respuesta del frutal a estas condiciones y afectando en consecuencia al crecimiento del
fruto. Aun asi estos frutos poseen diferente firmeza ya que han sido analizados
previamente (San Martino et al. 2008; Yommi et al. 2002), con lo cual se pudo
caracterizar los cultivares Sweetheart y Newstar como de frutos firmes y blandos
respectivamente.
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Como se mencionara anteriormente, la vida postcosecha del fruto esta relacionada
a la firmeza de éste y su mantenimiento desde que es cosechado hasta que llega al
consumidor. Por esto, se busca a través del mejoramiento genético la obtencion de
nuevos cultivares que entre otros items, produzcan frutos de buena firmeza y con largos
periodos de conservacion (Bargioni 1996).

Mientras tanto se han buscado tratamientos alternativos que promuevan una mayor
firmeza de los frutos como la aplicacion de giberelinas y calcio en precosecha ya sea
separados o combinados (Flore et al. 1996; Looney 1996b; Pugh et al. 2007). El calcio
por un lado actia como puente divalente entre cadenas de acido galacturénico no
esterificado creando estructuras en forma de “caja de huevo”, lo que le confiere mayor
rigidez a la célula. La aplicacion de este metal se ha utilizado en algunos cultivares con
efectos variables seglin el cultivar, por lo que en algunas ocasiones se prefiere realizar
un recambio de cultivares por aquellos con frutos mas firmes. Sin embargo, algunos
estudios realizados en el pais indican que en las variedades Lapins y Sweetheart, la
aplicacion de calcio no tuvo efecto sobre la firmeza (Pugh et al. 2007) mientras que en
otras variedades como Newstar y Sunburst la aplicacion de Ca aument6 la firmeza
(Pugh et al. 2007) y la capacidad de ser crocante al mismo tiempo que disminuy6 el
calibre del fruto (Raffo et al. 2003). Por lo tanto, el conocimiento de la estructura de la
pared celular permitiria relacionar porqué en frutos firmes este nutriente no tiene efecto
sobre la firmeza y si lo tiene sobre frutos blandos. En consecuencia, se podria inferir
que la aplicacion de Ca dificultaria la solubilizacion de pectinas en el caso de los frutos
blandos (cv. Newstar) y por esto los frutos serian mas firmes. En cambio la aplicacion
de Ca en frutos firmes no tendria efecto ya que en éstos no se produce la solubilizacion
de pectinas.

Por otro lado, la aplicacion de acido giberélico (AGs) en precosecha de cerezas ha
demostrado, en algunas variedades, incrementar la firmeza y el contenido de solidos
solubles (Choi et al. 2002b; Clayton et al. 2003; Facteau et al. 1985; Kappel y
MacDonald 2002) sobre todo en genotipos de maduracion tardia (Choi et al. 2002b). Al
mismo tiempo, esta hormona regula el ablandamiento controlando la actividad de las
enzimas hidroliticas de pared, evitando la pérdida de azucares neutros y la
solubilizacion de pectinas unidas covalentemente (Kondo y Danjo 2001), retrasando asi
el tiempo de maduracion (Facteau et al. 1985). En el presente trabajo, los frutos firmes
no presentan una marcada solubilizacién de pectinas ni pérdida de azlcares neutros por
lo cual se podria pensar que la aplicacion de giberelinas tendria efecto en los frutos
blandos. Ademas se ha observado que la aplicacién de AG; disminuye la actividad de
las enzimas poligalacturonasa (PG) y Cx-celulasa como asi también retarda el desarrollo
del color rojo caracteristico (Andrews y Shulin 1995). Por ultimo, el efecto mas
importante del uso de esta hormona es que puede suprimir o retardar el desarrollo de
pitting en los frutos dafiados (Looney 1996b; Looney y Lidster 1980).

4.2 APORTES ORIGINALES SURGIDOS DE LA TESIS.

1. Diferencias de composicion de pared celular entre cerezas dulces firmes y
blandas: La variabilidad no solo se encuentra entre especies sino también dentro
de una misma especie, tal como se puede observar en este estudio, donde los
cultivares analizados poseen distinto comportamiento en cuanto a firmeza. En el
proceso de ablandamiento ocurren cambios caracteristicos de la especie en
cuestion, tal como se ha desarrollado en algunos trabajos de revision. En
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consecuencia, la identificacion de la composicion de la pared celular es un
aporte al conocimiento sobre el ablandamiento de estos frutos que, como
caracteristica principal son no climatéricos, y por lo tanto el proceso de
maduracion difiere de los frutos climatéricos mas estudiados como tomate y
manzana.

2. Importancia del conocimiento de la composicion de la pared celular en relacion
con el uso y efecto de los reguladores de crecimiento o minerales: Estos
permiten mantener o mejorar la calidad de la fruta en postcosecha, ya que es un
fruto muy perecedero pero con un alto valor econdmico. Por lo tanto, la
estructura de la pared celular podria explicar y predecir en parte porqué no todos
los cultivares de cerezas presentan una respuesta frente a la aplicacion de estos
productos y también seria util para el desarrollo e investigacion en nuevos
tratamientos pre y/o postcosecha.

3. Efecto del dafio mecanico sobre la pared celular de cerezas como fruto no
climatérico: Si bien el dano mecanico en los frutos climatéricos estimula la
sintesis de etileno acelerando la maduracién, en el caso de las cerezas esto no
ocurre por presentar un comportamiento no climatérico y en consecuencia no se
desencadena ni la produccion de etileno ni la maduracion sino més bien se
acelera el inicio de la senescencia del fruto. La senescencia es un proceso
irreversible de desintegracion celular, con lo cual la estructura de la pared
celular juega un rol importante en la susceptibilidad o resistencia de los frutos
firmes y blandos a los dafios mecéanicos y su vida en postcosecha.

4.3 POSIBLES LINEAS DE INVESTIGACION GENERADAS A PARTIR
DE ESTE TRABAJO

* Identificacion de genes marcadores durante la maduracion, los cuales podrian
ayudar a predecir la textura y el comportamiento del ablandamiento de los
frutos antes que el frutal comience a cargar fruta (Harker et al. 1997), lo cual
disminuiria el tiempo para obtener nuevos cultivares.

* Andlisis del contenido de calcio en la pared celular en frutos firmes y blandos.
Esto permitiria explicar si el contenido de calcio difiere marcadamente entre
frutos firmes y blandos, comprobando si la aplicacion de este nutriente no es
efectiva en frutos firmes porque el empaquetamiento de pectinas es alto,
mientras que si en frutos blandos la concentracion fuera mas baja, podria
explicarse que la solubilizacion de pectinas fuera mas factible.

* Andlisis de la actividad de las enzimas degradativas de pared celular en frutos
firmes y blandos. Hasta el momento se sabe que no todas las enzimas que
acttan sobre la pared celular tienen un efecto directo sobre el ablandamiento
del fruto, como es el caso de la enzima poligalacturonasa (Smith et al. 1988).
En cerezas, se ha analizado la actividad enzimatica durante la maduracion,
pero no se sabe hasta el momento si actuan de forma diferencial en frutos
firmes y blandos, esto es, actuando en estadios mas tempranos en las
variedades blandas y viceversa en las variedades firmes.



79

* Andlisis de la actividad de las enzimas de degradacion de pared en frutos de
distinta firmeza expuestos a dafios mecdnicos, como asi también de aquellas
enzimas relacionadas con la sintesis de acido jasmoénico. Se ha observado en
tomate que por efecto del dafio mecanico no hay un aumento significativo de
la actividad de las enzimas poligalacturonasa, pectinesterasa, 3-galactosidasa
(Chung et al. 2006; Van linden 2008), por lo que el dafo en cerezas también
podria producir un efecto similar. Si bien el acido jasmonico se ha utilizado
en duraznos en los cuales produce un retraso de la maduracion, en cerezas el
efecto deberia ser estudiado ya que es un fruto no climatérico y por ende no
es notoria la produccion autocatalitica de etileno.

* Estudio nano-estructural de la pared celular de cerezas dulces firmes y blandas.
Mediante el uso del Microscopio de Fuerza Atdémica (MFA) se podria
describir y medir la nano-estructura de los polisacaridos como se ha hecho
en cerezas chinas (Chen et al. 2009).

* Andlisis de la estructura quimica de los polisacaridos de las paredes celulares de
cerezas de distintas variedades, estadios y con diferentes niveles de dafio. El
analisis fino de las cadenas laterales de las pectinas, asi como el de las
hemicelulosas podrian servir para complementar lo estudiado en esta Tesis,
asi como entender los procesos de despolimerizacion, pérdida de cadenas
laterales y modificacion de las mismas por maduracion o por dafio mecanico.
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