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RESUMEN:

La granada es un fruto no climatérico que no madura fuera del arbol. La fruta se almacena
en refrigeracion para prolongar el periodo de comercializacion, siendo los dafios por frio
la problematica principal de perdida de producto durante el almacenaje. El objetivo de
este trabajo es encontrar métodos eficaces para reducir lesiones inducidas por el frio en
granada ecoldgica. Se ha realizado un tratamiento a base de compuesto natural, jasmonato
de metilo, para intentar apaliar los dafios por frio en granada ecoldgica. El tratamiento

consiste en la aplicacion de jasmonato de metilo mediante bafio de agua a dos



concentraciones ImM y 10mM. Se ha realizado muestreo en recoleccion y posteriormente
cada 30 dias hasta los 90 dias en conservacion a 10°C y humedad relativa 90%. El estudio
se centra en el posible papel del jasmonato de metilo para reducir los dafios por frio y
para aumentar la vida util de la granada ecolégica durante el almacenamiento prolongado.
La fruta control ha resultado mayores niveles de pérdidas de peso, tasa de respiracion,
produccion de etileno, ablandeamiento, pardeamiento de color externo de la fruta, y el
incremento de concentracion de fenoles totales. Las imégenes de coloracion interna de la
fruta han desvelado una reduccion del pardeamiento interno en la fruta tratada con
jasmonato de metilo. La fruta tratada con jasmonato de metilo a concentracion 10mM ha
sido mas eficaz, obteniendo ligeramente mejores resultados en todas las determinaciones
mencionadas frente a la fruta tratada a concentracion 1mM. Los resultados nos sugieren
que el tratamiento con jasmonato de metilo es una aplicacion potencial en poscosecha
para reducir los dafios por frio, mantener la calidad y mejorar los beneficios en el consumo

de la fruta del granado por el incremento de su capacidad antioxidante.



EFECTO SOBRE LA CALIDAD POSCOSECHA DE GRANADA ECOLOGICA
POR LA APLICACION DE JASMONATO DE METILO

1.- INTRODUCCION

El cultivo del granado ha ido adquiriendo cada vez mas importancia y es objeto
de interés desde diferentes puntos de vista (agricola, industrial, alimentario,
médico, etc.). Por todo ello, esta especie ha dejado de ser, poco menos que
marginal, para adquirir en sus lugares tradicionales de cultivo, la consideracion
gue merece. Como consecuencia de todo ello se trabaja e investiga con el

material vegetal.

El granado es conocido desde muy antiguo, su cultivo se ha realizado
tradicionalmente en la zona de Oriente proximo, extendiéndose por el resto de
Asia y el Mediterraneo. Actualmente, ya extendido por los cinco continentes,
presenta unas excepcionales expectativas de cultivo debido a su rentabilidad y
a la posibilidad de cultivo en zonas aridas y con menores requerimientos hidricos
gue otros cultivos, siendo capaz de vegetar y producir en condiciones en las que
otros frutales mas importantes no lo harian de manera rentable. El conocimiento
del material vegetal y la seleccion de nuevos individuos capaces de dar
abundantes cosechas y frutos de calidad, unido al descubrimiento de sus
numerosas propiedades alimenticias, farmacolégicas, funcionales y cosméticas,
ha hecho que este frutal sea cada dia mas demandado por los consumidores, lo
que esta provocando, junto a todo lo expuesto anteriormente, un incremento muy
considerable de las plantaciones de la especie en todos los paises en los que es

posible su cultivo.

Imagen 1. Cultivo de granado (Elche, Alicante)



1.1.- Origen e Historia

Este arbol es originario de la region que abarca desde Iran hasta el norte de
los Himalayas en India, y fue cultivado y naturalizado en toda la region
del Mediterraneo incluida Armenia, desde la Antigliedad. Muy apreciado en las
zonas desérticas, ya que estd protegido de la desecacion por su piel gruesa y
coriacea, lo que permitia que las caravanas pudieran transportar su fruta
grandes distancias, conservando sus apreciadas cualidades. Testimonios de su

consumo se recogen en muchos documentos antiguos.

Se sabe del cultivo de la granada, desde hace al menos 5000 afios en Asia
occidental y en el Norte de Africa; se plantaba en los jardines colgantes de

Babilonia y se encuentra esculpido en los bajorrelieves egipcios.

Los antiguos egipcios preparaban con su jugo unvino ligero con sabor
a frambuesa. HipoOcrates recomendaba el jugo de la granada contra la fiebre y
como fortificante contra la enfermedad. Los antiguos egipcios eran enterrados
con granadas. Los babilonios creian que masticar sus granos antes de las
batallas los hacia invencibles. Los romanos conocieron la granada gracias a
los fenicios que la trajeron de Fenicia (aproximadamente en el actual Libano)

a Roma, de ahi su nombre cientifico de Punica.

1.2.- Produccion e Importancia econdémica de la ganada ecoldgica

Espafia es el primer productor y exportador de granadas de la Union Europea.
Mas del 90% de las plantaciones comerciales de este frutal estan situadas en la
zona de Elche (Alicante). La importancia de este cultivo a nivel mundial esta
aumentando debido a la creciente demanda por parte del consumidor de
alimentos de alto nivel nutricional y terapéutico. Como alternativa al cultivo
tradicional, en los ultimos afos se esta implantado el cultivo ecologico, dado que
existe un sector importante de la poblacion que demanda cada dia productos
mas naturales, mas sanos. En algunos frutales como olivo, almendro, vifiedo,
etc., ya existe una amplia experiencia de cultivo en ecoldgico, pero son mas
recientes las explotaciones de granado que se estan cultivando en agricultura

ecologica. El granado es un cultivo que por la forma de cultivarlo a lo largo de los
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afos se adapta muy bien al cultivo ecoldgico. Existen algunas explotaciones que

ya lo han implantado con resultados muy buenos en diferentes provincias.
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Grafico 1. Zona de produccion y Produccién mundial de granadas

A pesar del buen momento que, en general, ha atravesado el sector en Espafia,
el aumento de la produccién podria afectar negativamente al precio percibido por
el agricultor, si no se adoptan medidas que favorezcan el consumo de este
producto; en el afio 2009 Espafia export6 mas de 18.000 t de granadas
(estimacién por encuesta personal), lo que supondria un porcentaje de
exportacion entorno al 70%, cifra muy alta si se compara con lo que ocurre en
otros frutales cultivados en nuestro pais. Por otro lado, muchos paises se estan
convirtiendo en serios competidores de Espafia en el mercado europeo y
mundial, como ocurre con Iran, India o Turquia (grandes productores) o con otros
de mas reciente incorporaciéon al sector (Chile, Perd, Argentina) que exportan
tanto a EE.UU. como a Europa. Algunos paises del continente americano estan
creciendo muy considerablemente, especialmente EE.UU., y pronto pueden
convertirse en serios competidores de Espafa; también otros paises como
Sudafrica o Australia aparecen ya en la lista de productores de granada. En
California las granadas se recolectan entre agosto y mediados de noviembre
(como en Esparfia). EEUU export6 a Japéon (17.000 t), también exporta a Canada,
Méjico e Inglaterra, destinando el 80% de su produccion a la obtencién de zumo,
que en 2006 alcanzo6 los 0,35 $/Kg, (Simonian, 2007), precio muy interesante
para su procesado industrial. Otro referente en América del Sur es Chile, pais en
el que las exportaciones estan creciendo muy rapidamente y que exporta a

EEUU y a Europa; aqui la recoleccion se realiza entre marzo y abril. La superficie



dedicada al cultivo del granado en el mundo se estima en mas de 300.000 ha,
de las que mas del 50% se encuentran en tres paises (India, China e Iran)
(Grafico 1); sin embargo, los paises que les siguen en superficie (Turquia,
EE.UU., Espafia, Egipto e Israel), con superficies entre 16.000 y 2.400 ha, son
los de mayor desarrollo en materia de exportaciones, investigacion,

rendimientos, desarrollo de mercado y nuevas variedades (Quiroz, 2009).

Como alternativa al cultivo tradicional, en los ultimos afios se esta implantado el
cultivo ecologico, dado que existe un sector importante de la poblacion que
demanda cada dia productos mas naturales, mas sanos. En algunos frutales
como olivo, almendro, vifiedo, etc., ya existe una amplia experiencia de cultivo
en ecolbgico, pero son pocas las explotaciones de granado que se estan
cultivando en agricultura ecologica. El granado es un cultivo que por la forma de
cultivarlo a lo largo de los afios se adapta muy bien al cultivo ecoldgico. Existen
algunas explotaciones que ya lo han implantado con resultados muy buenos en
diferentes provincias, asi en Gibraleon (Huelva) la granada cultivada en
ecolégico se llegd a cotizar a 2,35 €/kg la variedad “Mollar” y a 3,15€/kg la
variedad Wonderful. Seria importante que los productores de granada se
plantearan como alternativa de técnica de cultivo la agricultura ecologica en sus

plantaciones de granado.

1.3.- Calidad de la granada ecoldgica

El término calidad implica el grado de excelencia de un producto o de su
conveniencia para un uso particular. La calidad es un punto de vista humano que
abarca muchas propiedades o caracteristicas. La calidad del producto abarca las
caracteristicas sensoriales (aspecto, textura, gusto y aroma), los valores
nutritivos, los componentes quimicos, las propiedades mecanicas, las

caracteristicas funcionales y los defectos (Abbott, 1999).

El dltimo objetivo de la produccion, el manejo y la distribucion de fruta y verdura
fresca es satisfacer al consumidor. Se entiende generalmente que la satisfaccion
del consumidor esta relacionada con la calidad del producto. Mientras que el
término calidad se ha definido de muchas maneras y contexto, hay poco acuerdo

de qué es esto, como puede ser medido, y como se relaciona con la
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aceptabilidad de consumidor. La calidad se puede ver como la ausencia de
defectos o grado de excelencia. La calidad de la fruta abarca tanto las cualidades
sensoriales que son percibidas facilmente por los sentidos humanos y las
cualidades ocultas tales como la seguridad y la nutricion (Shewfelt, 1999).
Shewfelt (1999) sugiere que la combinacion de caracteristicas del producto por
si mismo esté definida como calidad y que la opinidbn y la respuesta del
consumidor a esas caracteristicas estén definidas como aceptabilidad. La
definicion del diccionario de la calidad abarca ambos conceptos (Webster 's;
Neufeldt, 1988).

Las frutas y verduras son notoriamente variables, y la calidad de las piezas de
individuales de fruta puede diferir en gran medida del promedio. Es esencial
determinar estadisticamente el nimero de pedazos y el nUmero de mediciones
requeridas por pieza para alcanzar un muestreo significativo y representativo
(Abbott, 1999). La calidad del producto segun lo determinado por el ultimo
consumidor esta afectada por los factores pre y post-recoleccion. La interaccion
entre solo las variables de pre y o post-recoleccion y como afecta a la calidad en
general de los productos de la fruta serédn descritos usando efectos pre-
recoleccion y efectos de almacenaje (post-recoleccion).

1.3.1 — Factores pre-recoleccidon que afectan la calidad

El aspecto y la calidad de frutas y verduras frescas es un primer criterio para
tomar decisiones en nuestras compras. La apariencia del producto esta
caracterizada por el tamafo, la forma, el color, y la condicién y ausencia de
defectos. Una amplia gama de factores pre-recoleccion puede modular la calidad
del producto cosechado. Estos incluyen los factores bioldgicos (patoldgicos,
entomoldgicos, animales), factores fisioldégicos (desordenes fisiologicos,
desequilibrio alimenticio, madurez), factores ambientales/culturales (p.ejemplo:
clima, tiempo, suelos, relaciones del agua, intensidad de luz), dafios mecanicos,
materia extrafla (crecimiento medio, residuos quimicos) y variaciones y

aberraciones genéticas (Kays, 1999).
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1.3.1.1 — Plagas, factor pre-recoleccion que afecta a la calidad del fruto

-Barreneta o barrenillo (Anisandrus dispar): Son pequefios insectos que excavan

galerias en la corteza del granado.

-Pulgones (Aphis laburoi): Ataca las brotaciones, a las flores y a los frutos;
provoca la caida de las flores y frutos debilitando al arbol que se hace propenso

al ataque de otras plagas.

-Caparreta negra (Ceroplastes sinensis) y cotonet (Planococus citri): Sus
ataques no son econémicamente muy importantes. Aparecen en los pomos de

granadas y en la corona de la fruta.

-Cochinilla de la tizne (Saissetia oleae): Su ataque se aprecia por el color del

hollin que deja en el granado.

1.3.1.2 — Enfermedades, factor pre-recoleccién que afecta a la calidad del

fruto

-Podredumbre del fruto (Botrytis cinerea): La podredumbre del fruto es la
enfermedad mas importante del granado. Es una enfermedad criptogdmica que
provoca podredumbre de la pulpa, afecta también a los tabiques y membranas,
torneandose todo el interior de la granada de un color negro, y la piel queda
intacta, dado que esta enfermedad penetra al interior por el pistilo.
No hay ningun remedio para combatir la enfermedad, aunque se pueden hacer

pulverizaciones con productos fungicidas a base de cobre para prevenirla.

-Cribado (Clasterosporium carpophilum): Los sintomas de la enfermedad se
manifiestan con manchas necréticas en la superficie del fruto, rodeadas de un
halo de color mads o menos rosa. El desarrollo de esta enfermedad se ve

favorecido por las lluvias primaverales y de verano.
1.3.1.3 — Fisiopatias, factor pre-recoleccion que afecta a la calidad del fruto

- Granadas bardeadas o soleadas: Este accidente se produce por una fuerte

insolacion del fruto. Aparecen en la corteza pequefias grietas y una mancha de
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color marron a negro en la zona afectada. En el interior del fruto los granados

toman un sabor agrio desagradable.

-Granadas abiertas: Se cree que el agrietado de los frutos se produce como
consecuencia del desequilibrio hidrico entre la fase de crecimiento y maduracion
del fruto; este problema se acentla en afios secos. Con el riego por goteo, al
evitar estos desequilibrios hidricos, las frutas son de mejor calidad y mas

uniformes.

1.3.2 — Factores post-recoleccion de que afectan a la calidad

La calidad de una fruta fresca o de una verdura cambia desde que llega de la
cosecha hasta que llega al consumidor. La importancia relativa de la calidad se
atribuye a cambios desde la direccion hasta la compra del consumidor. Qué
calidad depende entonces de la perspectiva del espectador. Un entendimiento
de las diferentes perspectivas de diferentes participantes en la distribucion post-
recoleccion es esencial en cualquier tentativa de mejorar la calidad de una fruta
fresca o de una verdura para el consumidor (Shewfelt, 1999). La susceptibilidad
del producto cosechado fresco a desordenes fisiologicos y al aumento de
enfermedades post-recoleccion aumenta durante un almacenamiento
prolongado, como resultado de los cambios fisiolégicos que permiten al
patégeno desarrollarse en el fruto (Eckert y Ogawa, 1 988).

Los principales factores que afectan a la calidad de la fruta en post-recoleccion,
vienen marcados por el almacenamiento de los frutos. El almacenamiento se
realiza a temperaturas de refrigeracion, el cual es factor por si solo mas
importante que gobierna en la calidad post-recoleccion de frutas almacenadas.
Puede reducir enfermedades, control de insectos parasitos o procesos de

modificacion en la maduracion, pero puede también causar dafios por frio.

La granada tiene un periodo extendido de cosecha, dependiendo de la variedad
y zona puede variar entre las 2 semanas y 8 semanas. Aun asi, la refrigeracion
y almacenamiento en camara frigorifica es el inico método para ampliar su vida
atil de la fruta fresca, pudiendo llegar hasta 3 meses. Las granadas son
susceptibles a dafios por frio si se almacenan por mas de dos meses a

temperaturas por debajo de 5°C (Elyatem y Kadar, 1984). Una de las metas
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principales de la investigacion sobre los dafos por frio en materiales horticolas
es encontrar métodos eficaces para reducir lesiones inducidas por el frio. El
producto fresco sensible al frio no puede recibir la ventaja completa de la
conservacion en camara frigorifica, sino el deterioro de no ser refrigerado con
rapidez. Si la tolerancia al frio en estos tejidos sensibles puede ser aumentada,
o si el desarrollo de los sintomas de dafios por frio puede ser retrasado, entonces
seria factible almacenar estas materias a temperaturas mas bajas para reducir
la tasa de deterioracion. Los sintomas potenciales de los dafios por frio varian
entre cosechas. Algunos de ellos se pueden manifestar internamente, mientras
que la mayoria de ellos son externamente visibles y presentan diferente
sintomatologia. Los sintomas mas comunes al frio son, la decoloracion y el
pardeamiento interno, la formacion de las lesiones superficiales, el
empapamiento de agua, la maduracion anormal, y el decaimiento creciente. Esta
variedad diferente de sintomas por frio muestra que el problema de los dafios
por frio no es simple ya que los mecanismos implicados en estos sintomas
pueden diferir entre materias (Lafuente et al., 2004). Los sintomas de dafios por
frio en la fruta de la granada incluyen: el pardeamiento de la cascara, picaduras,
descascarillado, sensibilidad mas alta para el decaimiento y la decoloracién y el
pardeamiento interno de las semillas (Rahemi y Mirdehghan, 2003; Mirdehghan
y Rahemi, 2004).

En las ultimas décadas, se han publicado numerosos informes respecto a las
técnicas que se pueden utilizar durante el periodo de post-recoleccion para
disminuir las lesiones por frio durante su almacenamiento. Estas técnicas se
pueden categorizar como condicionantes de temperatura, calentamiento
intermitente, atmdsfera controlada, uso de los reguladores de crecimiento (acido
abscisico, triazoles, etileno, poliaminas), otros tratamientos quimicos, capa de
ceray otra capa. Algunas de estas técnicas son mas eficaces en ciertas materias

gue en otras, y las condiciones 6ptimas varian con las cosechas.

Durante los ultimos afios ha habido un aumento de interés en el uso de los
tratamientos de calor post-recoleccion para controlar los dafios por frio. Debido
a la preocupacién del consumidor con respecto a los problemas ecolégicos
causados por muchos de los productos agro-quimicos usados en post-

recoleccion y de su dafio potencial a los seres humanos, hay un interés renovado
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en ampliar el uso de tratamientos fisicos alternativos para aliviar los dafios por

frio, particularmente tratamientos termales.

1.4.- Problematica Poscosecha de la granada ecologica

La granada es un fruto no climatérico que no madura fuera del arbol ni siquiera
mediante tratamientos con etileno y se deberia recolectar cuando esta
totalmente maduro para asegurar un sabor optimo. Actualmente, la industria de
la granada en Espafia esta claramente interesada en prolongar el periodo de
almacenamiento de los frutos para alcanzar el mercado mas all4 del periodo
actual de comercializacion. Algunos estudios indican que la variedad ‘Mollar de
Elche’, el cultivar de granada mas extendido en Espafia, deberia almacenarse a
temperaturas de 5°C y humedades relativas (HR) del 90% o mayores para evitar
pérdidas de peso y el desarrollo de dafios por frio (escaldado o decoloracion
marron de la piel y/o picado superficial), que son los principales problemas que
limitan la frigo conservacion de la granada (Artés et al., 2000). Sin embargo, el
almacenamiento en estas condiciones puede favorecer el desarrollo de
enfermedades de poscosecha si se compara con una conservacion a
temperaturas mas bajas (0-1°C). Segun el tipo y el momento de la infeccién,
existen dos tipos de enfermedades de poscosecha, las causadas por patbgenos
de herida, que infectan el fruto en el campo o en poscosecha exclusivamente a
través de microheridas o heridas visibles en la piel del fruto, y las causadas por
patogenos latentes, que infectan las flores, los frutos jovenes o los frutos
maduros en el campo pero que permanecen inactivos o latentes hasta que,
debido a cambios fisicos o fisiolégicos en el fruto huésped o a cambios en las
condiciones ambientales, se desarrollan en la fase de poscosecha. El patégeno
de este tipo mas importante es el hongo Botrytis cinerea Pers.: Fr., que causa la
enfermedad conocida como podredumbre gris. Ademas de B. cinerea, se han
citado otros hongos causantes de podredumbres en poscosecha de granada en
distintas zonas productoras, entre ellos Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Rhizopus spp., Alternaria spp., Nematospora spp., Coniella spp., Colletotrichum
gloeosporioides o Pestalotiopsis versicolor. La incidencia de enfermedades de
poscosecha depende tanto de factores de precosecha (cultivar, clima,

condiciones de crecimiento, etc.), como de la propia cosecha y de factores
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posteriores a la recoleccion (manejo, condiciones de almacenamiento, etc.). Por
tanto, esta incidencia potencial deberia determinarse especificamente para cada
zona de cultivo pues muchos de estos factores presentan un marcado caracter

local.

1.5.- Herramientas Poscosecha para su uso en ecoldgico

La granada ecologica presenta serios problemas de calidad durante el
almacenamiento post-recoleccion, tales como desecacién por pérdida de peso,
podredumbres y pardeamiento, que se ven agravados cuando se almacenan a
temperaturas de refrigeracion apareciendo los denominados sintomas de dafios
por frio. Existen estrategias post-recoleccion consideradas no contaminantes,
como son la aplicacion de choques térmicos suaves, y el uso de compuestos
naturales tales como poliaminas, acido salicilico, acido acetil salicilico, acido
oxalico, salicilato de metilo y jasmonato de metilo, que tienen su influencia en la
reduccion de dafios por frio y mantenimiento de la calidad organoléptica, nutritiva

y funcional de la granada ecoldgica.

1.5.1 —=Tratamiento térmico del fruto

El uso de los tratamientos con calor, es una herramienta que se ha estudiado

con diferentes métodos, bafio de agua caliente, aire caliente forzado y vapor.

Estas técnicas se han mostrado efectivo para inducir la tolerancia de la fruta a
temperaturas frias y a la reduccion de los sintomas de dafios por frio durante de
almacenamiento (Lurie, 1988; Ferguson et al ., 2000; Fallik, 2004), de este modo
se produce un incremento de la posibilidad de almacenamiento vy
comercializacion de una amplia gama de producto almacenado. Hay diversas
combinaciones de temperatura y duracion del tratamiento por calor, con un rango
gue oscila entre 43-53°C y desde unos pocos minutos hasta 2h, dependiendo de
la especie y el tamafio de la fruta. Un calentamiento intermitente a 20°C cada 6
dias a 2 6 5°C o una curacion a 33°C durante 3 dias anteriores a un
almacenamiento a 2°C reduce el decaimiento y alivia los sintomas producidos

por dafios por frio (Artés et al., 1998; 2000).
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1.5.2 — Tratamiento con compuestos naturales

Compuestos, tales como el jasmonato de metilo y el acido acetil salicilico, son
compuestos naturales de los 6rganos de las plantas. Jasmonato de metilo (éster
metilico activo volatil y derivado del &cido jasmaonico) es una sustancia endégena
que regula muchos aspectos del desarrollo y crecimiento de las plantas,
incluyendo la floracion, la maduracién de los frutos y la senescencia (Creelman
& Mullet, 1995). Por otro lado, el &cido acetil salicilico es también un compuesto
vegetal volatil sintetizado a partir de acido salicilico que tiene un papel en el
mecanismo de defensa de la planta, asi como durante el crecimiento y desarrollo
de la planta, que podria convertirse de nuevo en acido salicilico (Hayat y Ahmad,
2007). Ambos compuestos, han sido descritos como moléculas de sefial en las
respuestas de estrés de las plantas, tanto los tipos bidticos y abiéticos,
incluyendo heridas, dafos por plagas, dafilos mecanicos, la sequia y los dafios
por frio, entre otros (Creatman y Mullet, 2007). Durante la baja temperatura de
los productos frutales, se produce disfuncién de la membrana celular que se
considera como el principal evento molecular que conduce en ultima instancia al
desarrollo de los sintomas de dafios por frio (Zhang & Tian, 2009). La disfuncién
afecta la fluidez de la membrana, que esta fuertemente influenciada por su

composicion lipidica.

Recientes investigaciones han demostrado que el tratamiento con jasmonato de
metilo redujo el desarrollo de los sintomas de dafios por frio en una amplia gama
de frutas, incluyendo el mango (Gonzalez-Aguilar, Fortiz, Cruz, Bdez y Wang,
2000), guayaba (Gonzélez-Aguilar, Tiznado-Hernandez, Zavaleta -Gatica, &
Martinez-Téllez, 2004), tomate (Ding, Wang, Gross, & Smith, 2001) y nispero
(Cao, Zheng, Wang, Rui y Tang, 2010). Ademas, el tratamiento con jasmonato
de metilo ex6geno aumento la resistencia del tomate (Fung et al., 2006) y la fruta
del melocotén (Han, Tian, Meng, & Ding, 2006) al estrés a baja temperatura a lo
largo de la mejora de la actividad de las enzimas antioxidantes, Membranas de
la disfuncion causada por lesion lipidica peroxidativa. Estudios mas recientes
han demostrado que la aplicacion de tratamientos con jamosnato de metilo y
acido acetil salicilico alivian los sintomas y gravedad de los dafios por frio

(Sayyari, Babalar, Kalantari, Matrinez-Romero, Fabian, Serrano, Valero, 2011).
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El desarrollo de dafios por frio implica cambios en la fase de transicion de la
membrana induciendo a efectos de deterioro en los tejidos con un incremento de
la permeabilidad de la membrana por la alteracion de los lipidos y de las
proteinas. Ademas, se han descrito aumentos en las concentraciones de la
poliaminas (Bouchereau et al., 1999), Aunque, no esta claro aun si esta mejora
en las poliaminas es el resultado del stress por el frio o por un mecanismo de
proteccion en contra de los dafios por frio. Asi, se ha descrito que la Putrescina
actua como protector del estrés por frio en la planta del tomate (Kim et al., 2002),
mientras la Espermidina previno los dafios por frio en pepino (Shen et al., 2000)
y calabacin (Martinez-Téllez et al., 2002). Ademas, el papel protectivo de las
poliaminas ha sido también descrito en otros tipos de tension tales como dafios
mecanicos (Valero et al., 2002) o salinidad (Chattopadahayay et al., 2002).
Estudios sobre aplicacion de poliamidas por presion e inmersion en granada han
demostrado reducciones significativas en el desarrollo de dafios por frio, mejoras
en los parametros de calidad y menores perdidas de peso (Mirdehghan et al,
2006).
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2.- OBJETIVOS

De acuerdo con los antecedentes comentados en la introduccidn, la refrigeracion
es el unico método para prolongar su vida util hasta los 3 meses, aunque si se
prolonga el almacenamiento durante 2 meses a temperaturas por debajo de 5°C,
la fruta de la granada comienza a experimentar dafios por frio. Los sintomas mas
comunes al frio son, la decoloracién y el pardeamiento interno, la formaciéon de
las lesiones superficiales, el empapamiento de agua y la maduracion anormal.

El principal objetivo de esta investigacion ha sido el de encontrar métodos
eficaces para reducir las pérdidas de calidad en granada ecoldgica durante su

conservacion poscosecha a temperaturas que no producen alteraciones por frio.

El tratamiento consiste en la aplicacion de jasmonato de metilo mediante bafio
de agua. El estudio se centra en el posible papel del jasmonato de metilo para
reducir los dafios por frio y para aumentar la vida util de la granada ecoldgica

durante el almacenamiento prolongado.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- Material vegetal

Las frutas utilizadas en este experimento han sido granadas (Punica granatum
L. Cv. Mollar Elche). Las granadas fueron seleccionadas de entre las

recolectadas en octubre 2016 de un huerto situado en Orihuela (Alicante).

Figura 1. Granadas ecoldgicas recolectadas en campo de Orihuela utilizadas en el experimento.

Los frutos se recogieron cuando estuvieron completamente maduros de acuerdo
con la practica comercial e inmediatamente llevados al laboratorio. Las granadas
con defectos (soleadas, abiertas, magulladuras, roturas y cortes en la corteza)

fueron descartadas.

3.2.- Disefio Experimental vegetal

La fruta resultante de la recoleccion y posterior seleccion, fue dividida de forma
aleatoria en tres lotes de 45 frutos para llevar a cabo un tratamiento por inmersién
a dos concentraciones respecto a un control. Ademas, se muestrearon 15
granadas el mismo dia que fueron recolectadas y llevadas al laboratorio como
Dia 0. La realizacion del experimento se fundamenta en realizar muestreos
mensuales, concretamente 3, de 15 granadas por tratamiento divididas en 3
réplicas de 5 unidades sobre los que se probo un tratamiento poscosecha con

Jasmonato de Metilo (JaMe).
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Dicho tratamiento consistia en lo siguiente:

- El tratamiento se realizaba mediante inmersion en dos bafios diferentes de
agua con el compuesto Jasmonato de Metilo (JaMe) a dos concentraciones: 1
mM para el primer lote y 10 mM para el segundo lote. El tercer lote control se
bafidé en agua destilada sin el compuesto. El método de inmersion se realizo en
recipientes de agua de una capacidad de unos 10 Litros y se bafiaban 15 frutos.
El tiempo de duracion era de dos minutos aproximados para cada replica. El
tratamiento se renovaba cada 15 frutos bafiados con el fin de que no perdiese
eficacia en la siguiente replica a tratar. Seguidamente, las granadas se secaban

en papel de kraft a temperatura ambiente.

Figura 2. Granadas ecoldgicas divididas en lotes; control-agua sin tratar y tratadas con Jasmonato de Metilo (JaMe) a

dos concentraciones (1 y 10 mM).

Una vez secas, se dispusieron en camara frigorifica con temperatura controlada
a 10 °C, en oscuridad permanente y una humedad relativa del 90 %. Después
de 30, 60 y 90 dias, 15 frutos por cada lote fueron muestreados.

La preparacion del tratamiento de inmersion consistia en disolver previamente el

compuesto comercial Jasmonato de Metilo, en estado liquido, con ®Tween-20
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(tensoactivo) y, posteriormente, llevarlo al volumen final del recipiente de

inmersién con agua destilada.

Figura 3. Solucién de inmersién en recipiente de capacidad de unos 10 Litros con el tratamiento JaMe.

Los parametros a estudiar en el presente disefio experimental fueron fisico-
quimicos y funcionales, entre ellos: Pérdida de peso, tasa de respiracion,
produccion de etileno, firmeza, color externo, sélidos solubles totales (SST),
acidez total (AT), imagenes internas y fenoles totales. Todo el plan experimental
anteriormente descrito, se puede observar de forma resumida en el esquema
(Figura 7).

3.3.- Determinaciones analiticas
3.3.1.- Parametros fisico-quimicos
3.3.1.1.- Determinacién de las pérdidas de peso

La pérdida de peso es la principal causa de pérdida de calidad del producto en
la conservacion poscosecha del producto fresco (Barba-Teodoro, 2015). Para la
determinacién de dicha, ha calculado en % de pérdida de peso con respecto al
peso inicial de los frutos antes de la conservacion o dia 0, que se considera como
el 100 %.

El pesado se efectudé con una balanza de la categorizacion Gram Precision, Serie
BH-600, con una precision de + 0,01 gramos y una capacidad de 600 gramos.
Las pérdidas de peso acumulativas se expresaron como la media + ES de los 15
frutos de cada lote en cada muestreo.
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Firgura 4. Balanza utilizada para el pesado de las granadas ecol6gicas muestreadas.

3.3.1.2.- Determinacién de la produccion de etileno y la tasa de respiracion

Las granadas de cada lote de muestra (control, JaMe 1 mM y JaMe 10 mM)
fueron divididas en 5 submuestras de 3 réplicas (15 frutos totales), cada una de
las cuales se introdujeron en un bote teniendo finalmente 3 botes representativos

de cada muestra estudiada.

Los envases de plastico utilizados eran de una capacidad de 11 Litros llenados
cada uno con 5 frutos (Figura 5). Las extracciones se realizaron a los 60 minutos
de haber estado cerrados los botes de forma hermética, pinchando a través del

septum con una jeringuilla de gases de 1 mL. Se extrajeron 2 muestras de 1 mL.

Cada mL de la atmésfera del tarro era inyectado en un cromatdgrafo de gases
HP-PACKARD GC-2010 (Figura N° 7), provisto de un detector de ionizacion de
llama (FID) y una columna de acero inoxidable, de 3 m de longitud total y de 2

mm de diametro interno, con relleno de alimina activada de 60/80 mesh.
Las condiciones de trabajo empleadas fueron:

* Flujo del gas portador (He): 50 mL-min-t.
* Flujo de hidrégeno: 40 mL-min-t,

* Flujo de aire: 400 mL-min.

» Temperatura del inyector: 100 °C.

» Temperatura del detector: 150 °C.

» Temperatura de la columna: 100 °C.

El cromatografo de gases estaba conectado a un registrador integrador
HEWLETT-PACKARD modelo 5890 (Figura 6).
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Figura 5. Sistema estatico de botes de cierre hermético para la determinacién de la produccién de etileno y de la tasa

de respiracion de las granadas muestreadas.

El etileno fue identificado por su tiempo de retencion caracteristico en la columna,
gue en las condiciones empleadas fue, aproximadamente, de 1 minuto y 27
segundos. Como estandar externo se utilizé un patron de calibracion con una
concentracion de 10 ppm de etileno en nitrégeno. Con él, se construyeron rectas
de calibrado que permitieron cuantificar de forma directa el etileno desprendido
por los frutos. Los resultados obtenidos para el etileno son la media + ES de 6
medidas para cada lote y se expresan como nanolitros de etileno desprendido
por gramo de fruto y hora (nL de C2H4 -g'*-h™Y).

Para determinar la emision de CO:2 por los frutos se utilizé el método de Kader
(1992), descrito anteriormente. Las muestras del contenido gaseoso de los botes
donde se habian encerrado los frutos, se inyectaron simultdneamente a las del
etileno, en un cromatégrafo de gases para CO2 SHIMADZU GC-14B, equipado
con un integrador SHIMADZU C-R6A CHROMATOPAC (Figura 6).

Los resultados se expresan como miligramos de diéxido de carbono desprendido
por kilogramo de fruto y hora (mg CO2 - kg - h'!) y son la media + ES de 6
medidas por lote. Las condiciones de trabajo empleadas fueron:

* Flujo del gas portador (Helio): 16 mL-min-.
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» Temperatura del detector: 150 °C.

» Temperatura del inyector: 115 °C.

» Temperatura del horno: 35 °C.

» Tipo de calibracién: Patrén externo (Aire atmosférico).

= Tiempo de retencion del COz2: 0,6 min.

= Detector conductividad térmica (TCD).
» Columna de separacion y determinacion del CO2: CHROMOSORB 102
80/100de 2 mx 1,8”.

Figura 6. Cromatografos gaseosos descritos para la determinacion de la produccion de etileno (imagen izquierda) y la

tasa de respiracion (imagen derecha) de las granadas.
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RECEPCION DE GRANADAS ECOLOGICAS

APLICACION DEL TRATAMIENTO JaMe:
Control, JaMe 1 mM vy JaMe 10 mM

LOTEADO Y MUESTREO: CONSERVACION A 10 °C 'Y 90 % HR:
Dia 0 (15 frutos) Dias 30, 60y 90 (15 frutos)

DETERMINACION ANALITICA DE LOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS Y FUNCIONALES:

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS: PARAMETROS FUNCIONALES:

PERDIDAS DE PESO FENOLES TOTALES

TASA DE RESPIRACION
PRODUCCION DE ETILENO
FIRMEZA
COLOR EXTERNO

SSTYAT
IMAGENES INTERNAS

Figura 7. Esquema del disefio experimental y de las determinaciones analiticas llevadas a cabo.

3.3.1.3.- Determinacion del Firmeza

Para determinar las propiedades mecéanicas de los frutos se utiliz6 un
texturometro TA-XT2i (Texture Analyzer, Stable Microsystems, Godalming, UK)

gue es valido para hacer ensayos de traccion, compresiéon y flexiéon, con una
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fuerza maxima de ensayo de 25 KN y una precision en la medida de 0,5-1 %.
Este aparato esta conectado a un ordenador personal para el procesado de
datos (Imagen 8).

Para determinar la firmeza de los frutos se utiliz6 una sonda P100, consistente
en un plato de compresion de 100 mm de diametro de base plana, montada
sobre el Texturometro TA-XT2i (Figura 8), determindndose la fuerza ejercida
sobre el fruto hasta producirle una deformaciéon del 5 %. La velocidad de
descenso del disco fue fijada en 18 mm-seg, expresando los resultados como
la relacién existente entre la fuerza necesaria para ejercer la deformacion

mencionada y la distancia de dicha deformacién (N-mm-1).

Figura 8. Texturémetro TA-XT2i (imagen izquierda) con los accesorios empleados en el ensayo de compresion (imagen

derecha).

Las medidas de firmeza se realizaron sobre cada una de las 15 granadas
muestreadas, siendo los resultados, para cada muestra, expresados como la

media + ES de 15 medidas por muestreo.

3.3.1.4.- Determinacion del color externo

Los cambios de color normalmente suponen la pérdida de clorofilas, y la sintesis
de nuevos pigmentos como antocianinas o carotenoides que daran los colores
caracteristicos de cada fruto. En el caso de la granada, las antocianinas son los

pigmentos responsables de otorgarle su coloracion caracteristica. Estas tienen
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colores que oscilan del rojo al morado, azul o casi negro y se acumulan
fundamentalmente en las vacuolas.

Para la determinacion del color de los frutos se utilizé un colorimetro triestimulo
MINOLTA modelo CR-300 (Figura 9). Este aparato esta provisto de una fuente
luminosa constante que proyecta una luz sobre la muestra formando un angulo
de 45°y la refleja verticalmente a través de los correspondientes juegos de filtro
y fotocélula para dar valores a los parametros L*, a* y b*.

b+ amarilio

a- verde

arvilado a+ magenta

Figura 9. Colorimetro triestimulo MINOLTA CR-300 (imagen izquierda) y sistema CIELab (imagen derecha).

Para cada fruto se efectuaron 2 medidas repartidas uniformemente por toda su
superficie, siendo el valor que aparece en las figuras la media de las dos medidas
de los 15 frutos de cada lote. Para la determinacion del color se utilizo el sistema
CIELab (L*, a* b*). Las coordenadas del sistema CIELab (Figura 9) estan
correlacionadas con tres indices basicos que se pueden distinguir en toda
apreciacion del color: luminosidad y cromaticidad (tono y croma).

El parametro L* (eje Y) indica la luminosidad del fruto, varia de 0 (negro) a 100
(blanco). Los pardmetros a* y b*, indican conjuntamente la cromaticidad, a*
representado en el eje X, va desde colores verdes (-a*) hasta rojos (+a*) y b*
representado en el eje Z (perpendicular) evoluciona desde el azul (-b*) hasta el

amarillo (+b*). Los indices de croma y tono se calculan de la siguiente manera:

Croma = Va2 + b?

Hue = arctg (a* / b*)
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3.3.1.5.- Determinacién de los sélidos solubles totales y acidez total

La determinacion de sélidos solubles totales (%) o ° Brix se realizé con el zumo
de las muestras de granada obtenido tras el corte, pelado y triturado de los arilos
de las granadas muestreadas. La medicion se realizo directamente utilizando un
refractometro digital (mod. HANNA (HI 96801) (Figura 10) previamente calibrado
antes de cada medida con agua destilada. Todas las muestras se analizaron por
duplicado y los resultados se expresaron como la media + ES de los 6 datos
obtenidos de las 3 réplicas de cada lote de 15 frutos.

Por otro lado, la determinacion de la acidez total se realizé con un titrador (mod.
CRISON PH-MATIC 23) (Figura 10). Para ello, se tom6 1 mL de cada zumo
(previamente triturando los arilos) y se afadieron 25 mL de agua destilada.
Todas las muestras se analizaron por duplicado y los resultados de acidez fueron
expresados como % de acido malico o g de acido malico/100 g de zumo, ya que

este es el 4cido organico mayoritario en la granada.

Figura 10. Refractémetro digital (imagen izquierda) y tritador o valorador de acidez (imagen derecha).

3.3.1.6.- Realizacion de fotografias internas mediante escaner

De cada réplica de cada lote, se cogieron al azar 2 mitades de granadas (6
mitades) que se sometieron a un escaner de imagen digital interno para poder
apreciar las diferencias en coloracion y defectos internos de los lotes estudiados.
Para ello, se pudieron comparar 6 frutos en cada muestreo y asi, estudiar cuales
fueron las diferencias, existentes o no, entre el lote Control, JaMe 1 mM y JaMe
10 mM. Para ello, se utiliz6 un escaner digital EPSON Perfection V600 Photo
acoplado a un PC portatil.
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3.3.2.- Parametros funcionales

3.3.2.1.- Determinaciéon de fenoles totales

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes en la dieta (Scalbert y

Williamsom, 2000) e incluyen a un amplio rango de componentes con actividad

antioxidante, tales como los acidos hidroxicinamicos, hidroxibenzodicos,

flavonoles, flavanoles, antocianinas, etc. Para analizar el contenido en fenoles

totales, se ha utilizado la metodologia de Folin-Ciocalteu. Dicha metodologia

analitica se dividia en dos fases:

1° FASE: EXTRACCION DE FENOLES TOTALES. Se cortaban las
granadas en mitades y se extraian los arilos internos como material
vegetal a extraer. Cada lote contenia 3 réplicas de 5 frutos/réplica, por lo
tanto, se realizaban 3 extracciones por lote. Se pesaban 10 gramos de
arilos en tubos de centrifuga introducidos en una gradilla con hielo, y se
les adicionaba 10 mL de Metanol + Fluoruro de sodio (MeOH + FNa) para
parar la fotdlisis, es decir, la ruptura de los enlaces quimicos por causa de
energia radiante. Dicho solvente fue empleado como agente extractante
de la solucién. Posteriormente, se homogeneizd en el desintegrador de
tejido vegetal Polytron® modelo PT3100 durante 60 segundos a 24000
r.p.m. (Figura 11) y se centrifug6 durante 10 minutos a 20000 r.p.m. a una
temperatura de 4 °C en una centrifuga modelo C30P CENTRIFUGE, B.
Braun. Biotech.

Antes de centrifugar, se calibraban los tubos con arena. La duracion de
dicha etapa era influyente en las oxidaciones y pardeamientos de las

muestras.

2° FASE: DETERMINACION DE FENOLES TOTALES. Una vez los tubos
fueron sacados de la centrifuga, se tomo con una pipeta 1 mL de la
muestra para la determinacion de fenoles totales. El método empleado
fue el descrito por Wood y cols. (2002), con ligeras modificaciones. Este
método, se basa en la medida de la absorbancia para la posterior
comparacion con una recta de calibrado construida con las medidas de
absorbancia correspondientes a distintas concentraciones de un patron

conocido de contenido en fenoles totales. En este caso, el patrén
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empleado fue el acido galico. La ecuacion de la recta de calibrado que se

empled es la siguiente:
Y =0,035x + 0,0078
Siendo;
Y = Unidades de absorbancia (ABS).
x = Concentracion de Acido galico (ug/cubeta).

e r2=Valor de 0,995.

Figura 11. Desintegrador de tejido vegetal Polytron® modelo PT3100.

Se prepararon 2 tubos de ensayo por cada extraccion. En cada uno de los tubos,
se afiadieron 2,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1/10 (100 mL de folin-fenol +
900 mL H20 ultrapura). Al tubo rotulado como “BLANCOQ”, se le adicion6 500 pL
de Tampon Fosfato 50 mM y pH 7,8. Mientras que al resto de tubos rotulados
como “MUESTRAS”, se les afnadié 300 uL de Tampon Fosfato 50 mM y pH 7,8,
y 200 pL de la muestra extraida. Por ultimo, se agitaron todos los tubos.

Al cabo de 2 minutos de reposo, la reaccién se paraliz6 con la adiciéon de 2 mL
de carbonato sodico (Na2COs) y se volvieron a agitar los tubos de ensayo
previamente a ser introducidos en un bafio de agua a 50 °C durante 5 minutos.
Finalmente, y una vez frias, se vertieron cada una de las muestras en cubetas

reciclables y se introdujeron en el espectofotometro modelo Uvikon XS, Bio- Tek
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Instruments donde la absorbancia producida por la coloracién azul era medida a

una longitud de onda de 760 nm.

Los resultados obtenidos se expresan en mg equivalentes de Acido Galico
por 100 g de peso fresco y son la media + ES de las determinaciones realizadas
por duplicado en cada una de las 3 extracciones realizadas en cada muestra.

3.3.3.- Datos

En todos los experimentos realizados se ha utilizado un disefio completamente
aleatorio. El efecto de los tratamientos realizados sobre las diferentes variables
determinadas se ha estudiado mediante Analisis de la Varianza. Todos los

analisis se han realizado con el Software SPSS v. 12.0.

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Pérdidas de peso

—@— Control MeJa
—&— MeJalmM
8 A —8&— MeJa 10 mM

Pérdidas de Peso (%)

T T T T

0 30 60 90

Dias desde la Recoleccién a 10 °C

Figura 12. Pérdida de peso de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios periodos

de almacenamiento a 10°C. Los datos son la media * EE.

Como cabia esperar, durante el almacenamiento, las pérdidas de peso se
incrementaron en cada muestreo. Al final del experimento, la fruta control perdio
8.691+0.28%. La pérdida de peso se vio afectada por los tratamientos con
jasmonato de metilo, ya que las granadas tratadas mostraron menores pérdidas
de peso durante el almacenamiento (Figura 12). No se encontraron diferencias

significativas en los tratamientos con jasmonato de metilo después de 30 y 60
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dias por las diferentes concentraciones, mientras que a los 90 dias el tratamiento
con jasmonato de metilo 1mM presenta ligeramente mayores pérdidas de peso
frente el tratamiento con jasmonato de metilo 10mM. El tratamiento jasmonato
de metilo 10mM perdio 7.79+£0.52% al final del experimento.

Sin embargo, encontramos la diferencia mas significativa a los 60 dias de
almacenamiento, donde la fruta control perdi6 7.41+0.53%, mientras que ambos

tratamientos con jasmonato de metilo perdieron = 5.5%.

Hay muchos factores que afectan a la apariencia externa de las granadas, tales
como la perdida de agua, decaimiento y la aparicion de desoérdenes fisiolégicos,
como los dafios por frio. La pérdida de agua es acelerada en condiciones de
almacenamiento por encima de 5°C, y a esta temperatura el decaimiento
aparece comunmente (Mirdehghan et al, 2006). Experimentos previos con
compuesto naturales han registrado pérdidas de peso = 15% en condiciones de
almacenamiento a 2°C, producidas en gran medida por las alteraciones celulares
gue provocan los dafos por frio. Cabe entender que la conservacion a 10°C
reduce significativamente la pérdida de peso en las granadas, asi a esta
temperatura el jasmonato de metilo disminuye las pérdidas de peso en granadas
ecolégicas.

4.2.- Tasa de Respiracion y produccion de etileno
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Figura 13. Tasa de respiracion de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios periodos
de almacenamiento a 10°C. Los datos son la media * EE.
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La fruta control no tratada, ha mostrado una reduccion ligera de la tasa de
respiracion al final del experimento, siendo inapreciable después de 30 dias, si
bien del dia de recoleccion presentd una tasa de respiracion 17.67+0.71 mg kg
L hty al final de experimento 13.80+1.8 mg kg h* (Figura 13). Las granadas
tratadas con jasmonato de metilo han disminuido la tasa de respiracion
considerablemente después de 30 dias, si bien estos niveles de respiracion se
han mantenido = 10 mg kg* h! después de 60 y 90 dias. Encontramos una
mayor reduccion de la tasa de respiracion después de 30 dias en la fruta tratada
con jasmonato de metilo 10mM frente a la fruta tratada con jasmonato de metilo
1mM, mientras que ambos tratamientos presentan similar resultado después de

60 y 90 dias de almacenamiento.
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Figura 14. Produccion de etileno de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios
periodos de almacenamiento a 10°C. Los datos son la media + EE.

La produccion de etileno ha sido minima en la fruta control después de 30 y 60
dias, mientras que se encontré un aumento notable después de 90 dias (Figura
14). Las granadas tratadas con jasmonato de metilo present6 una produccién de
etileno muy baja durante todo el almacenamiento. No se registro diferencia entre
los tratamientos con jasmonato de metilo. Al final de experimento, la fruta control

registro una produccién de etileno 0.075+0.016 nL g* h'l, mientras que ambos
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tratamientos con jasmonato de metilo registraron valores inferiores 0.03 nL g* h-
1

La tasa de respiracion se vio afectada por el tratamiento con jasmonato de metilo,
reduciéndose frente a la fruta control, esta reduccion en la tasa de respiracion
podria llevar consigo una disminucion en el metabolismo del fruto, que se podria
relacionar con una mayor vida util. Entretanto, la produccion de etileno mostré
Gnicamente un incremento en las granadas control a los 90 de la recoleccion,
este incremento podria ser una respuesta al estrés de la fruta, ya que ha sido
descrito que diferentes alteraciones poscosecha en frutas y hortalizas pueden
mostrar una sefial de etileno previo a las apariciones, entre estas alteraciones,
una de las mas comunes son las podredumbres, Que en la mayoria de los casos
estas estan causadas por Botrytis cinerea, que se desarrolla en la zona calicinal
a partir de esporas procedentes del campo, aunque también puede afectar a
otras zonas de la superficie de la piel que hayan sufrido dafios mecénicos o por

frio.

4.3.- Firmeza
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Figura 15. Firmeza de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios periodos de

almacenamiento a 10°C. Los datos son la media + EE.
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La firmeza de la granada decrecio significativamente durante el almacenamiento
desde un 16.45+0.48 hasta 12.29+0.91 N mm- de la fruta control, mientras el
tratamiento con jasmonato de metilo llevé a una fruta més firme, siendo este
efecto observado después de 30 dias del tratamiento (Figura 15). La aplicacion
del tratamiento a la mayor concentracion, presentd un valor de firmeza de
14.21+0.72 N mm™ a los 90 dias de la recolecciéon, y en esta misma fecha la
concentracion de 1 mM presentaba una firmeza del fruto de 15.38+0.8 N mm-.

Durante el almacenamiento de las granadas en periodos prolongados se
producen una serie de cambios que afectan a la calidad organoléptica del fruto,
entre los que se encuentra el ablandamiento. Como podemos ver en la figura 5,
los frutos control exhiben un proceso acelerado de ablandamiento con una
pérdida de firmeza gradual a medida que va transcurriendo el almacenamiento.
El tratamiento mediante bafios con jasmonato de metilo conllevd a un retraso en
la pérdida de firmeza de los frutos para largo periodo de almacenamiento.
Estudios previos realizados por (Sayyari et al., 2009; 2010; 2011) en granada
convencional con jasmonato de metilo presentaron similares resultados en
cuanto a la firmeza de la fruta en periodos de conservacion. Si bien el mecanismo
por el cual estos compuestos retrasan los procesos de ablandamiento no se
conoce auln, y por tanto se necesitan investigaciones mas profundas. En frutos
se ha comprobado que durante el almacenamiento post-recoleccion viene
acompafiado por una pérdida en la integridad de la pared celular debido a la
ruptura de las sustancias pécticas y un incremento de las pectinas solubles, que

son las responsables de la pérdida de firmeza (Valero y Serrano, 2010).
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4.4 .- Color Externo
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Figura 16. Color de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios periodos de

almacenamiento a 10°C. Los datos son la media + EE.

Los valores de color Hue apenas presentaron cambios durante la conservacion
en la granadas control y las granadas tratadas (Figura 16). Aunque, al momento
de recoleccion las granadas presentaron un angulo Hue de 48 grados, y al final
del experimento la granada control registr6 53°, mientras que la fruta tratada con
jasmonato de metilo 10mM registro el valor mas bajo con un Hue de 46°. La
variacion registrada después de cada muestreo no es significativa para ninguna
de las réplicas, asi como la diferencia minima entre la fruta control y fruta tratada

después de 90 dias de almacenamiento.
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4.5.- Sélidos solubles totales y acidez total
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Figura 17. Solidos solubles de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios periodos
de almacenamiento a 10°C. Los datos son la media * EE.

La fruta registr6 15.81+0.13 °Brix en el momento de recoleccion (Figura 17). Las
granadas control no tratadas, registraron variaciones poco significativas después
de 30y 60 dias de almacenamiento, mientras que después de 90 dias registraron
una perdida en solidos solubles, resultando14.53+0.11 °Brix. La fruta tratada con
jasmonato de metilo registré una pérdida de solidos solubles constante después
de cada muestreo para ambos tratamientos. Al final del experimento, no se
registro diferencias significativas entre la fruta tratada con jasmonato de metilo
ImMy 10mM.
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Figura 18. Acidez total de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios periodos de
almacenamiento a 10°C. Los datos son la media + EE.
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La acidez en las granadas al inicio del experimento resulto 0.27+0.05 g acido
malico/100g de zumo. Tanto las granadas control como las granadas tratadas
con jasmonato de metilo presentaron similares resultados después de cada
muestreo. Un ligero aumento en el % de acido malico se registré después de 30
y 60 dias de almacenamiento, mientras que al final del experimento resulto =

0.32g acido mélico/100g de zumo para todas las muestras (Figura 18).

Durante la conservacion post-recoleccion se producen cambios que afectan al
sabor, ya que disminuye significativamente el contenido de acidez (Mirdehghan
et al., 2007a), debido fundamentalmente a disminucion en los acidos
mayoritarios. Ademas, se producen pérdidas de firmeza y evolucion del color,
asi como aumento en el indice de madurez, expresado como relacion sélidos
solubles/acidez, lo que indica la evolucion del proceso de maduracién después
de la recoleccion (Valero, 2010). En nuestro experimento el contenido de acidez
total calculado no ha presentado cambios significativos durante el periodo de
conservacion, si se ha registrado una pérdida de solidos solubles, representado
asi el proceso de maduracion indicado, expuesto como °Brix (solidos solubles) /

acidez.

4.6.- Imagenes internas

Control JaMe 1mM JaMe 10mM

Figura 19. Color interno de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo (JaMe) después de 30 dias de

almacenamiento a 10°C.
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Control JaMe 1mM JaMe 10mM

Figrua 20. Color interno de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo (JaMe) después de 60 dias de
almacenamiento a 10°C.

Control JaMe 1mM JaMe 10mM

Figura 21. Color interno de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo (JaMe) después de 90 dias de

almacenamiento a 10°C.

La coloracion interna de las granadas control no tratadas presentaron
decaimiento en la intensidad de color rojo durante el almacenamiento, siendo
leve después de 30 y 60 dias (Figura 19 y 20), y pronunciado después de 90
dias donde presenté un pardeamiento interno tanto de la membrana como lo
arilos (Figura 21). La fruta tratada con jasmonato de metilo registré similares
resultados después de 30 y 60 dias en cuanto a la coloracion interna. Si bien
después de 90 dias en la fruta tratada con jasmonato de metilo 1mM se observé
una pérdida de coloracion en arilos, mientras que la fruta tratada con jasmonato
de metilo 10mM present6 una coloracién mas intensa de arilos rojos con un tono

mas oscuro (Figura 21).
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4.7.- Calidad funcional: Fenoles totales
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Figura 22. Fenoles totales de las granadas control y las tratadas con jasmonato de metilo después de varios periodos de

almacenamiento a 10°C. Los datos son la media + EE.

El contenido total de compuestos fendlicos al momento de recoleccion fue
46.94+0.87 mg 100g*, y se acrecent6 a lo largo del almacenamiento en la fruta
no tratada. Y después de 90 dias una concentraciéon de 57.24+2.69 mg 100g*
(Figura 22). Del mismo modo, para ambos tratamientos con jasmonato de metilo
las réplicas aumentaron el contenido en fenoles totales durante el
almacenamiento. No hay diferencias significativas después de 30 dias entre la
fruta control y la fruta tratada. Después de 90 dias, la fruta tratada con jasmonato
de metilo 1mM obtuvo una concentracion de fenoles totales 58.62+2.24 mg 100g
1, mientras que la fruta tratada con jasmonato de metilo 10mM obtuvo 61.94+1.45
mg 100g?. Se observa una concentracion de fenoles totales creciente en el
tratamiento con jasmonato de metilo 1 mM después de 60 y 90 dias. Sin
embargo, la fruta tratada con jasmonato de metilo 10 mM alcanza su mayor
concentracion de fenoles totales después de 60 dias, y manteniendo la

concentracion de compuestos fenodlicos después de 90 dias.

Durante el desarrollo en el fruto también se producen cambios en la
concentracion de fenoles totales, ya que disminuye bruscamente en la etapas

iniciales y después el descenso es muy pequefio, siendo las concentraciones en
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el fruto maduro también diferentes dependiendo de la variedad, oscilando en el
rango de 90 a 210 mg/100 g (Kulkarni y Aradhya, 2005; Mirdehghan et al., 2006;
Ozgen et al., 2008; Sayyari et al., 2010; 2011) y siendo los fenoles mayoritarios
los acidos galico, clorogénico, caféico, feralico y los o- y p-cumarico, asi como
catequinay quercitina (Poyrazoglu et al., 2002). Ademas, es interesante destacar
qgue en la piel el contenido en fenoles es muy superior que en los arilos, por lo
que podria considerarse una fuente importante de antioxidantes (Li et al., 2006).
Por otra parte, hay que prestar atencion a los cambios que se producen en los
compuestos bioactivos y en la capacidad antioxidante de los arilos, ya que como
se ha comentado anteriormente son unos atributos cada vez mas apreciados por
los consumidores en su relacion con la salud. El alto contenido en polifenoles
gue se obtienen de todos los componentes de la fruta de granada se relaciona
con sus propiedades antitumorales. En este sentido, se ha comprobado que tras
periodos largos de almacenaje a 2 °C de granadas “Mollar de Elche”
recolectadas en estado de maduracion avanzado (Sayyari et al., 2010; 2011) se
produce una pérdida significativa de la concentracion de fenoles totales. Sin
embargo, en otros trabajos realizados con la misma variedad recolectada en
estado de maduraciébn temprano se han encontrado aumentos en las
concentraciones de antocianinas y fenoles y en la actividad antioxidante
(Mirdehghan et al., 2006; 2007c). De esta manera, podemos afirmar que la
conservacion de almacenamiento de largo periodo a 10°C y el tratamiento con
jasmonato de metilo beneficia al aumento de concentracion de fenoles totales,
representado asi una mejoria en relacion a la salud en el consumo de granadas

ecologicas.

5.- CONCLUSIONES

El tratamiento realizado en este experimento ha sido eficaz puesto que se ha
conseguido reducir la pérdida de peso, tasa de respiracion, produccion de
etileno, ablandeamiento, pardeamiento de color externo de la fruta, y el

incremento de concentracion de fenoles totales.
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Los valores de acidez total y solidos solubles totales no han presentado variacion

significativa en la fruta tratada.

Las imagenes de coloracion interna de la fruta han desvelado una reduccion del

pardeamiento interno en la fruta tratada con jasmonato de metilo.

De los dos tratamientos aplicados, la aplicacion de jasmonato de metilo
concentracion 10mM ha sido la mas eficaz, resultando ligeramente mejores

resultados en todas las determinaciones, excepto en la firmeza de la fruta.

En los tratamientos realizados se han empleado compuestos naturales, siendo
totalmente aceptables para su uso en granada ecoldgica. Ademas, no suponen
ningun tipo de contaminacion, siendo completamente inocuos pudiendo ser
utilizados sin ningun tipo de impedimento para el procesado en la Industria
Agroalimentaria, por lo que este podria ser un paso a seguir posteriormente,

aunque seria necesario repetir los experimentos para una mayor fiabilidad.
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