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RESUMEN

Las cerezas (Prunus avium L.) son muy apreciadas por los consumidores de todo
el mundo, por su excelente apariencia, precocidad y por sus atributos de calidad
organoléptica asi como por su contenido en compuestos bioactivos con actividad
antioxidante. En los ultimos afios, se han llevado a cabo diferentes estrategias pre-
cosecha para incrementar los atributos de calidad de cerezas en el momento de la
recoleccidn. Los salicilatos son compuestos naturales de las plantas y han mostrado

mejorar la calidad de los frutos cuando se utilizan como tratamientos post-cosecha.

En esta Tesis se evalué el efecto de los tratamientos pre-cosecha de cerezas
con 4cido salicilico (AS), acido acetil salicilico (AAS) y salicilato de metilo (SaMe), sobre
los parametros relacionados con la calidad oraganoléptica (tamafo, color, firmeza y
propiedades sensoriales), nutritiva (contenido en sélidos solubles totales, SST y acidez
total, AT) y funcional (compuestos bioactivos como antocianinas, fenoles y
carotenoides y actividad antioxidante hidrosoluble (AAT-H) y liposoluble (AAT-L) de las
cerezas, tanto durante su desarrollo en el arbol como durante el almacenamiento
refrigerado. Ademas, también se estudid el efecto de estos tratamientos sobre Ila
actividad de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), peroxidasa (POX), superdxido
dismutasa (SOD), y ascorbato peroxidasa (APX), por su relaciéon con los procesos de
sobre-maduracién y senescencia. Los experimentos se realizaron durante dos anos
consecutivos usando dos variedades, ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’ en 2013, y tres
variedades, ‘Sweet Heart’, ‘Sweet Late’ y ‘Lapins’ en 2014. Ademas, en el afio 2015 se
realizd6 un experimento de tratamientos post-recoleccién con SaMe en la variedad

‘Early Lory’.

En los experimentos de 2013, se aplicaron los tres tratamientos a tres
concentraciones (0,5, 1 y 2 mM) en tres puntos clave del desarrollo del fruto:
endurecimiento del hueso, inicio de los cambios de color e inicio de la maduracién. Los
resultados mostraron que la concentracion mas adecuada de AAS y de SaMe fue 1

mM, mientras que para AS fue 0,5 mM, en términos de incrementar algunos



pardmetros de calidad, tales como peso del fruto, color, firmeza, SST y AT, contenido
en compuestos bioactivos y propiedades antioxidantes de las cerezas en el momento
de la recoleccién. Sin embargo, los tratamientos no afectaron al proceso de
maduracion de las cerezas en el arbol y todas ellas, tanto las de arboles control como
las de arboles tratados se recolectaron en la misma fecha, de acuerdo con su estado de

maduracion comercial, segun su color externo y contenido en SST.

En 2014 se realizaron nuevos experimentos en los que se aplicéd la mejor
concentracion de cada uno de los compuestos y se evalud la calidad de los frutos
durante el desarrollo en el arbol y en el momento de la recoleccién, confirmando los
resultados del afio anterior. Ademas, estos frutos se almacenaron en refrigeracion,
para comprobar el efecto de los tratamientos sobre la evolucién de sus atributos de
calidad. Los frutos tratados con AS 0,5 mM y AAS 1 mM tuvieron mayor color, firmeza,
SST, fenoles totales, antocianinas totales y AAT-H en las tres variedades en el
momento de la recoleccion y durante el almacenamiento. Ademads, también la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT, POX, SOD, y APX en el momento de la
recoleccidn fuer mayor en las cerezas tratadas con AS y AAS que en las control. La
actividad de estas enzimas antioxidantes disminuyé durante la conservacion, pero este

descenso fue significativamente retrasado en las cerezas tratadas con SA y ASA.

En el caso del tratamiento pre-cosecha con SaMe 1 mM se evalud su efecto
sobre las propiedades organolépticas, contenido de compuestos antioxidantes y
enzimas antioxidantes durante el almacenamiento refrigerado en los experimentos de
los aflos 2013 y 2014. Todos los resultados mostraron que los tratamientos pre-
cosecha de cerezos con SaMe dieron lugar a frutos con mayor contenido en
compuestos antioxidantes, tales como fenoles y antocianinas totales, en el momento
de la recoleccién y durante el almacenamiento. Ademads, también se produjo un
aumento en las enzimas antioxidantes estudiadas, inducido por los tratamientos con

SaMe.

En general se observd un efecto de los tratamientos con AS, AAS y SaMe
ralentizando el proceso de maduracion post-cosecha de las cerezas, ya que se retrasé

la evolucion del color, las pérdidas de peso, firmeza y acidez y manteniendo mayores



niveles en la concentraciéon de compuestos bioactivos y de actividad antioxidante, asi
como de las enzimas antioxidantes. Por tanto, los tratamientos de los cerezos con AS,
AAS y SaMe, podrian ser herramientas pre-cosecha prometedoras para mejorar la
calidad de las cerezas en la recoleccién y retrasar sus pérdidas durante el

almacenamiento.

Ademas, se realizé un experimento en post-cosecha donde se estudié el efecto
de tratamientos con salicilato de metilo (SaMe) a dos concentraciones (0,1 y 1 mM) en
cerezas 'Early Lory’ sobre los atributos de calidad, los compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante. Los tratamientos con SaMe fueron efectivos reduciendo la tasa
de respiracién, la pérdida de peso, ablandamiento, y pérdida de acidez total y
aumentando el indice de madurez durante 20 dias de almacenamiento a 2°C, en
comparacion con los frutos control no tratados. Ademas, los fenoles totales, las
antocianinas totales y la AAT-H se mantuvieron a mayores concentraciones al final del

periodo de almacenamiento en los frutos tratados.

Por tanto, los tratamientos con salicilatos, como componentes naturales de las
plantas, podrian ser considerados como herramientas, seguras y respetuosas con el
medio ambiente para ser aplicados en pre-cosecha o en post-cosecha para mejorar los
atributos de calidad de los frutos en el momento de la recolecciéon y durante el
almacenamiento, asi como para mejorar los beneficios que aportan a la salud el

consumo de cerezas.

Estos resultados se han publicado en Food Chemistry (Giménez et al., 2014),
Scientia Horticulturae (Giménez et al.,, 2015) y Postharvest Biology and Technology

(Valverde et al., 2015).
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ABSTRACT

Cherries (Prunus avium L.) are highly appreciated fruit by consumers around
the world for their good appearance, precocity, their organoleptic attributes as well as
their content of bioactive compounds with antioxidant activity. In recent years, several
pre-harvest strategies have been conducted to increase the quality attributes of
cherries at time of harvest. Salicylates are natural compounds from plants and have

been shown to improve fruit quality when used as post-harvest treatments.

In this PhD Thesis the effect of pre-harvest treatments to cherry trees with
salicylic acid (SA), acetylsalicylic acid (ASA) and methyl salicylate (MeSA) on the
parameters related to the organoleptic quality (size, color, firmness and sensory
properties), nutritious (total soluble solids, TSS and total acidity, TA) and functional
(bioactive compounds such as anthocyanins, phenolics, carotenoids and hydrophilic
(H-TAA) and lipophilic (L-TAA) antioxidant activity were evaluated, both during
development on-tree and during refrigerated storage. Furthermore, the effect of these
treatments on the activity of the antioxidant enzymes catalase (CAT), peroxidase
(POX), superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX) was also studied,
due to their relationship with the over-ripening and senescence processes. The
experiments were conducted during two consecutive years using two varieties, 'Sweet
Heart' and 'Sweet Late' in 2013, and three varieties 'Sweet Heart' 'Sweet Late' and
'Lapins' in 2014. Also, in 2015 an experiment with post-harvest treatments with MeSA

in the variety 'Early Lory' was performed.

In the experiments of 2013, the three treatments at three concentrations (0.5,
1 and 2 mM) were applied at three key points of fruit development: pit hardening,
beginning of color changes and onset of ripening. The results showed that the best
concentration for ASA and MeSA was 1 mM, while for SA was 0.5 mM, in terms of
increasing quality parameters, such as fruit weight, color, firmness, TSS and TA,
content of bioactive compounds and antioxidant properties of cherries at time of

harvesting. However, the treatments did not affect the on-tree ripening process, and



all cherries (both control and treated trees) were picked the same date, according to

their commercial ripening stage based on external color and TSS.

In 2014, new experiments with the best concentration of each compound was
applied and the fruit quality was evaluated during development on-tree and at time of
harvest, confirming the obtained results from the previous year. Moreover, these fruits
were stored in refrigeration to assay the effect of treatments on the evolution of their
quality attributes. The treated fruit with SA at 0.5 mM and ASA at 1 mM had more
color index, firmness, TSS, total phenolics, total anthocyanins and H-TAA in the three
cultuvars at time of harvest and during storage. Furthermore, also the activity of
antioxidant enzymes CAT, POX, SOD and APX at harvest were greater in cherries
treated with SA and ASA than in control fruit. The activity of these antioxidant enzymes
decreased during storage, but this decline was significantly delayed in cherries treated

with SA and ASA.

In the case of pre-harvest treatment with 1 mM MeSA, the effect on the
organoleptic properties, antioxidants and antioxidant enzymes compounds were
evaluated during refrigerated storage in the experiments of 2013 and 2014. All results
showed that pre-harvest treatments to sweet cherry trees with MeSA resulted in fruit
with higher content of antioxidants compounds such as phenols and total
anthocyanins, at time of harvest and during storage. In addition, there was also an

increase in the studied antioxidant enzymes induced by MeSA treatments.

Overall, significant effects of the treatments with SA, ASA and MeSA on
delaying the postharvest ripening process of sweet cherries were observed, since color
changes, weight loss, softening and acidity loses were retarded while maintained
higher levels in the concentration of bioactive compounds, antioxidant activity as well
as the activity of the antioxidant enzymes. Therefore, pre-harvest treatments to cherry
trees with SA, ASA and MeSA could be promising tools for improving the quality of
cherries at harvest and delaying the normal post-harvest losses that normally occur

during storage.



In addition, an experiment with “Early Lory’ cultivar by applying post-harvest
treatments with MeSA at two concentrations (0.1 and 1 mM) and evaluating their
effects on quality attributes, bioactive compounds and antioxidant activity was carried
out. MeSA treatments were effective in reducing respiration rate, weight loss,
softening, and loss of total acidity and the normal increase of maturity index (TSS/TA)
for 20 days of storage at 2 °C, compared with untreated control fruits. In addition, total
phenols, total anthocyanins and H-TAA remained at higher concentrations at the end

of the storage period in the treated fruit.

Therefore, treatments with the natural occurring salicylates from plant origin
could be considered as safe tools and environmentally friendly to be applied either at
pre-harvest or post-harvest for improving the quality attributes of cherry fruit at time
of harvest and during storage, and to enhance the health-benefits related to the sweet

cherry intake.

These results were published in Food Chemistry (Giménez et al., 2014), Scientia
Horticulturae (Giménez et al., 2015) and Postharvest Biology and Technology (Valverde

et al.,, 2015).
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. VARIEDADES DE CEREZAS

Las principales especies de cerezo cultivadas en el mundo son el cerezo dulce
(Prunus avium), el guindo (P. cerasus) y el cerezo "Duke", hibrido de los anteriores.
Ambas especies son naturales del sureste de Europa y oeste de Asia. El cerezo dulce
tuvo su origen probablemente en el mar Negro y en el mar Caspio, difundiéndose
después hacia Europa y Asia, llevado por los pajaros y las migraciones humanas. Fue
uno de los frutales mas apreciados por los griegos y con el Imperio Romano se
extendid a regiones muy diversas. En la actualidad, el cerezo se encuentra difundido
por numerosas regiones y paises del mundo con clima templado, entre los que se

incluye Espafia (Nogueroles, 2005).

El cerezo pertenece a la Familia Rosaceae y dentro de ésta al Género Prunus. El
arbol es caducifolio y puede llegar a los 25 m de altura. Las hojas son simples, ovado-
oblongas, acuminadas, de 7,5-12,5 cm de longitud y 3,5-5 cm de altura, fasciculadas en
el extremo de cortas ramillas. Al caer las hojas adquieren una tonalidad rojizo-
anaranjada muy decorativa. Las flores son blancas de 2-3 cm de didmetro que
aparecen antes o al tiempo que las hojas. El fruto es una drupa de color rojo negruzco,

globoso o con figura de corazén. El hueso es globoso, casi liso.

Existen muchas variedades de cerezas, cada una de ella con unas caracteristicas
muy peculiares, grandes, pequefias, rojas, anaranjadas, dulces, acidas, etc. Al igual que
ocurre en la mayoria de los cultivos, las variedades existentes de cerezas son muy
extensas, por lo que esta diversidad provoca la seleccién de las variedades mas
comerciales para la produccién y venta de este fruto. Dicha seleccion, solamente en
Espana y segun el Ministerio de Agricultura, abarca alrededor de 50 variedades que
suelen ser las que combinan mejor el aspecto, tamafio y la calidad (MAPA, 2005).
Tanto por ser cada dia mayor la demanda en fresco y por la industria conservera, el
cerezo aumenta su presencia afo tras afio. En Espafa, es famoso el Valle del Jerte
(Caceres) como zona productora, aunque hay otras como las del Valle de Ebro, Sierra

de Alicante, Zona de Jiloca en Teruel, etc.
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Para describir las variedades se ha tomado como referencia la ‘Burlat’. Entre las
variedades comercializadas a nivel mundial se encuentran el "4-70 o Marvin’, 'Bing" y
‘Van’, mientras que las variedades cultivadas tradicionalmente en Espaia

principalmente son:

e 'Napoledn’. Muy estimada para la mesa y confitura.
e ‘Ambrunesa’. De consistencia crujiente y sabor dulce.

e Burlat’. De fruto grueso, pulpa roja, firme, jugosa y azucarada.
Otras variedades de nueva introduccion son:

e ‘Stella’. Semiprecoz.

e ‘lapins’. Precoz y muy productiva.

e Sunburst’. Buena tolerancia al transporte.

e Duroni 3’. De floracién tardia y buena productividad.

e ‘Early Van Compact’. De floracién precoz, muy productiva y de muy buena

calidad gustativa.

‘Summit’. De floracidn semitardia y muy abundante y excelente sabor.

La época de maduracidén tiene un efecto importante sobre los parametros de calidad,

por lo que se han establecido 4 categorias (Espada et al., 2005):

A) Variedades de recoleccion temprana: entre las variedades de recoleccion
temprana y utilizando como referencia la variedad ‘Burlat’, destaca por su
elevada precocidad de entrada en produccién y el peso medio de fruto la
variedad ‘Early Lory” y "Marvin’. Como inconveniente citar la alta sensibilidad

de sus frutos al agrietado por efecto de la lluvia durante la fase de maduracion.

B) Variedades de recoleccion semi-temprana: en esta época de maduracion
destacan por la precocidad de entrada en produccién las variedades: 'New
Star’, "Garnet’, "Celeste’, 'Sumesi’ y "Prime Giant’, la cual destaca por el gran
tamaio o peso del fruto. Un factor comudn a las variedades pertenecientes a
esta época de maduracion, es el bajo porcentaje de frutos dobles que se

obtienen.



INTRODUCCION

C) Variedades de estacion: en esta época donde hay una afluencia masiva de
fruto en el mercado, para que los frutos alcancen buen precio en origen,
ademas de la calidad gustativa y la firmeza, el calibre es el pardmetro basico
que lo determina. Si tomamos como referencia a la variedad ‘Stark Hardy
Giant’, antigua variedad, todavia cultivada en todas las areas tradicionales de
cerezo y conocida por los cultivadores como ‘Starking’, destacan por su
produccién: ‘Sunburst’, ‘Sonata’, Van” y ‘Sommerset’. En esta época de
maduracién, el porcentaje de frutos dobles en la cosecha de todas las

variedades ensayadas es muy bajo.

D) Variedades de recoleccion tardia: entre las variedades que maduran a partir de
la segunda quincena de junio destacan por su precocidad de entrada en
produccidn: ‘Sweetheart’, ‘Skeena” y ‘Lapins’. En este grupo de variedades el

porcentaje de frutos agrietados de la cosecha y el de frutos doble es muy bajo.

1.2. IMPORTANCIA ECONOMICA

La produccion de cerezas a nivel mundial es de 2.294.455 toneladas que
generan unos ingresos totales de 2.916.876.000 S. Entre los paises productores de
cerezas, Turquia contribuye en un 25 % a la produccién mundial de cerezas, seguido
por Estados Unidos, Irdn e ltalia, siendo Espafia el sexto pais productor con una
superficie cultivada en produccién de 23.637 hectdreas, con una produccién de mas de
97.000 toneladas. En la Figura 1 se representan las toneladas producidas de cerezas
producidas por los 15 paises con mayor produccién y el valor econémico alcanzado en

estos paises.
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Figura 1. Produccién mundial de cerezas (toneladas) y valor econémico (1000S) de los 15 paises con

mayor produccién. Afio 2013. Fuente: FAOSTAT (http://faostat.fao.org).

Espaina es uno de los principales productores de cerezas en Europa puesto que
diversas regiones espafiolas presentan condiciones éptimas para la produccion de
cerezas. Los precios mas elevados se pueden obtener en paises del norte de Europa,
como Noruega o Suiza, debido a que no son productores y a su elevado poder
adquisitivo. Por tanto el productor busca cerezas de desarrollo temprano, que lleguen
lo antes posible a estos mercados y asi obtener el maximo beneficio del cultivo (Remédn

et al.,, 2003).

En Espafia, las provincias donde el cultivo del cerezo tiene mayor importancia son
Céceres, Zaragoza, Barcelona, Castellon, Alicante, Rioja, Granada, Jaén, Salamanca y
Ledn. La superficie total dedicada al cultivo de cerezo y guindo en Espana ha superado
las 25.000 hectareas (MAGRAMA, 2013). En la Figura 2 se muestran las principales
areas productoras en Espaifa siendo Extremadura la Comunidad Auténoma con mayor
produccién, seguida por Aragdén, Cataluna, Andalucia, Galicia, Castilla Leén y
Comunidad Valenciana. De las 97.489 toneladas de cerezas producidas en Espaiia,
aproximadamente el 90 % se destinan al consumo en fresco frente al 10 % que se

derivan hacia la industria agroalimentaria.
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Figura 2. Produccion de cerezas en Espafia, donde se representan las toneladas producidas por
comunidades auténomas para el afio 2013. Fuente: Anuario de Estadistica Agraria. Avance 2014

(www.magrama.gob.es).

Como se observa en la Figura 2, en Extremadura se produce el 37 % de la
produccién total de Espafia. El Valle de Jerte es bien conocido por producir cerezas
tipo “Picota”, que son comercializadas bajo la denominacién de origen protegido
(D.O.P) “Cerezas del Jerte”. Son cerezas de elevada calidad y entre las principales
variedades autéctonas de “Picota” se encuentran ‘Ambrunes’, ‘Pico Negro’, 'Pico
Colorado” y "Pico Limdén Negro’. Las “Picotas” suponen aproximadamente el 60 % de la
produccién de cerezas en esta comunidad, y la variedad mas importante en términos
de volumen de produccién es "Ambrunes’ con 3.500 toneladas por ano, y cuyo destino
final es el consumo en fresco. El 40 % restante de cerezas cultivadas en esta zona se
debe al cultivo de otras variedades comerciales que han sido introducidas para
mantener una industria competitiva, siendo la mds importante ‘Sweetheart” (Serradilla

et al.,, 2012).

La Comunidad Valenciana tiene una produccién de 5.033 toneladas y Alicante es la
provincia con mayor superficie cultivada produciendo el 70 % de las cerezas en dicha
Comunidad. La mayor produccion de cerezas en la provincia de Alicante se encuentra

en la zona amparada bajo la Indicacién Geografica Protegida (IGP) “Cerezas de la
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montafia de Alicante”. Esta zona de produccién posee unas caracteristicas
agroclimdticas especiales caracteristicas para el cultivo del cerezo, entre las que
destacan el relieve montanoso, los suelos de alto contenido en carbonato cdlcico y
escasez de materia organica, un clima mediterraneo templado, con temperaturas frias
(13-15,5 °C) y mayor numero de precipitaciones (350-650 mm) que en el resto de la

Comunidad (Consejo regulador IGP Cerezas montafia de Alicante).

1.3. EL FRUTO: CRECIMIENTO Y MADURACION

Desde el punto de vista comercial y nutricional los frutos son considerados
productos alimenticios importantes debido al gran aporte de nutrientes tales como
azucares, acidos orgdnicos, vitaminas y minerales, y otros componentes que no son
nutrientes, incluyendo fibra dietética y metabolitos secundarios, con efectos
beneficiosos para la salud. Desde el punto de vista botanico, los frutos son muy
diversos y van desde capsulas de semillas secas (tanto dehiscentes como no
dehiscentes) hasta frutos relativamente grandes carnosos complejos que han
desarrollado colores brillantes y aromas complejos para hacer al fruto atractivo para
los animales y contribuir asi a la dispersion de las semillas. En muchos casos, los frutos
se forman a partir de un ovario fecundado aunque otras partes de la flor o
inflorescencia también pueden contribuir a la formacién del fruto, tales como los
tejidos del receptaculo y sépalos en la fresa y la pifia, respectivamente. Sin embargo,
en pocas especies los frutos cuajan y maduran sin fertilizacién y sin el desarrollo de
semillas. Este es el caso de los frutos partenocarpicos como por ejemplo, higos, pera,

manzana, melocotdn, cereza, uva de mesa, platanos y citricos (Agusti, 2008).

1.3.1. Crecimiento del fruto

El tiempo requerido para el crecimiento del fruto varia ampliamente entre
especies y genotipos, y oscila entre 3 semanas para fresa hasta 60 semanas en naranja
Valencia, pero en los frutos de muchas especies este intervalo esta alrededor de 15

semanas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la tasa de crecimiento del fruto
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varia mucho entre estaciones, condiciones medioambientales, practicas de cultivo e

incluso entre frutos de la misma planta.

El crecimiento del fruto implica varios grados de division y expansién celular.
Durante el cuaje del fruto, cuando una flor ha sido polinizada con éxito (y
excepcionalmente en frutos partenocarpicos), el fruto se convierte en un sumidero de
carbohidratos y muchos de sus tejidos se convierten en meristematicos. En algunos
frutos, tales como grosellas y moras, la divisién celular se completa con el momento de
la polinizacién, aunque en otros la divisidon celular ocurre durante un corto tiempo
después de la polinizacién y en otros incluso, la divisidn celular continda durante toda
la vida del fruto, siendo este el caso del aguacate. De este modo, en muchas especies,
el aumento del tamafio celular es el que mas contribuye a la expansion total del fruto.
Por ejemplo, en uva, el incremento del nimero de células representa la duplicacion del
tamafio de la fruta, mientras que el aumento del volumen celular representa un

aumento de tamafio de 300 veces (Monselise, 1986).

El crecimiento del fruto en las plantas puede seguirse mediante medidas fisicas
tales como peso, longitud, diametro y volumen. Dependiendo del tipo de fruto la
evolucidn de estos parametros sigue una curva simple o doble-sigmoide. En general, el
tipo doble-sigmoide es caracteristico de frutos de hueso tales como cereza, melocotdn,
albaricoque, ciruelas y aceitunas, al igual que algunos frutos sin hueso tales como uva y
grosella. En esta curva de crecimiento doble sigmoide, se pueden establecer cuatro
estados diferentes (S1-S4), como se observa en la Figura 3 para cerezas ‘Sonata’. S1 es
la primera fase de crecimiento exponencial y se caracteriza por la divisién y elongacién
celular. S2 muestra escaso o nulo crecimiento del fruto pero el endocarpo se endurece
para formar un hueso sélido. S3 se corresponde con la segunda fase de crecimiento
exponencial debido a la expansion celular, mientras que en la fase S4 la tasa de

crecimiento del fruto disminuye y se produce la maduracién del fruto.
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Fig. 3. Evolucidon del peso del fruto, firmeza, contenido en sélidos solubles totales (SST) y acidez total
(AT) durante el desarrollo y maduracion en el arbol de cereza “Sonata’. S1-S4 representan los 4 estados

de crecimiento doble sigmoide en esta fruta de hueso. (Adaptada de Diaz-Mula et al., 2009).

Por el contrario, los frutos que contienen una gran cantidad de semillas (tales
como manzana, pera, naranja, pimiento, platano, aguacate, fresa, mango y limon)
muestran una curva de crecimiento simple sigmoide. Como se muestra en la Figura 4,
el pimiento presenta una primera fase de division celular y crecimiento lento seguida
por una segunda fase de crecimiento rdpido debido a la expansidn celular y finalmente

una tercera fase que reduce el crecimiento hasta alcanzar el tamafio maximo del fruto.
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Fig. 4. Curva de crecimiento simple sigmoide de pimiento, en la que se muestra la evolucion del peso del
fruto, color y contenido de carotenoides totales durante su desarrollo y maduracién (Adaptada de

Serrano et al., 2010).

1.3.2. Maduracion del fruto

La maduracién del fruto es un proceso genéticamente programado que se
produce en las etapas tardias de maduracion e involucra una serie de cambios
fisioldgicos, bioquimicos y sensoriales que dan lugar al desarrollo de un fruto maduro,
comestible y con parametros de calidad deseables (Brady, 1987; Giovannoni, 2001).
Los cambios bioquimicos y fisioldgicos especificos que se producen varian entre
especies aunque generalmente incluyen el aumento de azlcares y disminucion del
contenido de acidos, ablandamiento (debido a la hidrélisis parcial de la estructura de la
pared celular), cambios de color (pérdida de color verde y desarrollo de color amarillo,
naranja, rojo y otros colores caracteristicos dependiendo de la especie y variedad),
sintesis de aromas volatiles (proporcionando el aroma caracteristico), e incremento de
la susceptibilidad a la infeccion de patdégenos, sugiriendo que los mecanismos
genéticos subyacentes que regulan la maduracion de los frutos son comunes en frutos

de especies diferentes (Adams-Philips et al., 2004; Giovannoni, 2004, Valero y Serrano,

11



INTRODUCCION

2010; 2013). Estos cambios asociados con la maduracién del fruto tienen lugar en
distintas partes de la célula y estdn muy coordinados, incluyendo la expresién de genes
nucleares y plastidicos y mecanismos de accion de hormonas vegetales (Cruz-

Hernandez y Paredes-L6pez, 2012).

Sin embargo, desde el punto de vista del consumidor, la maduracién del fruto
podria definirse como la secuencia de procesos que dan lugar a cambios en el color,
textura, sabor, aroma, azlcares, acidos organicos y otros componentes nutritivos que
ocurren desde las Ultimas etapas de crecimiento del fruto y las primeras etapas de la
senescencia, y que hacen que el fruto sea atractivo y apetecible para el consumo

humano (Tucker y Grierson, 1987).

El tiempo de maduracion varia con las etapas de desarrollo del fruto. En frutos
con un patréon de crecimiento simple-sigmoide, la maduracién usualmente ocurre
durante la fase final de crecimiento lento. Sin embargo, en frutos con una curva de
crecimiento doble sigmoide, la maduracion empieza durante la fase S3, junto con la

segunda fase de crecimiento rapido.

1.3.3. Cambios de color

Los cambios de color se deben a la pérdida de clorofilas, y la sintesis de nuevos
pigmentos caracteristicos de cada fruto, como antocianinas o carotenoides. Las
antocianinas se localizan en las vacuolas y son las responsables del color azul, rojo o
morado de los frutos. Son pigmentos hidrosolubles del grupo de los flavonoides,
concretamente, son derivados glicosilados del catién 3, 5, 7, 3 -tetrahidroxiflavilium

(Figura 5).
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OR,

Fig. 5. Estructura general de antocianidina (catién 3, 5, 7, 3’-tetrahidroxiflavilium).
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Las agliconas libres se denominan antocianidinas y son muy reactivas con
azucares para formar los glicésidos, que son las diferentes antocianinas. Las principales
agliconas encontradas en los frutos son pelargonidina, cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina y malvidina, mientras que los azucares con los que reaccionan
para formar las antocianidinas son D-glucosa, L-ramnosa, D-galactosa, D-xilosa y
arabinosa (Francis, 1989; Welch et al., 2008). En la Tabla 1 se muestran diferentes
sustituyentes para R1 y R2 para formar las diferentes agliconas libres que después

serdn glicosiladas para formar antocianinas.

Tabla 1. Diferentes sustituyentes para R1 y R2 para formar las diferentes agliconas libres que después

seran glicosiladas para formar antocianinas.

R1 R2 Aglicona ‘ Abreviatura  Color

H H Pelargonidina Pg Naranja

OH H Cianidina Cy Naranja-Rojo
OMe H Peonidina Pn Naranja-Rojo
OH OH Delfinidina Dp Malva-Rojo
OMe OH Petunidina Pt Malva-Rojo
OMe OMe Malvidina Mv Pdrpura

R3 y R4 pueden ser H o azlcar

En general, la concentracion de antocianinas aumenta durante la maduracion
en aquellos frutos de colores rosados, rojos y morados, tanto si se trata de frutos
climatéricos como no climatéricos, aunque existen grandes variaciones en el contenido
total de antocianinas en el momento de la recoleccién comercial entre especies y
variedades asi como en Ila antocianina mayoritaria. Asi, las fresas tienen
comparativamente menor concentracion de antocianinas totales, oscilando entre 20y
60 mg 100 g™, dependiendo de la variedad, siendo la antocianina mayoritaria cianidin
3-glucdsido (Lopes da Silva et al., 2007). En moras se han encontrado mayores
concentraciones, desde 70 a 200 mg 100 g, dependiendo de la variedad, siendo la
antocianina mayoritaria cianidin 3-glucdsido contribuyendo a mas del 70 % (Fan-Chian

y Wrolstad, 2005). Sin embargo, las mayores variaciones entre variedades han sido
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encontradas en cerezas, con concentraciones que oscilan entre 2 y 300 mg 100 g'l,
desde variedades de colores claros a oscuros, siendo en todas ellas las antocianinas
mayoritarias cianidin 3- rutindsido y cianidin 3-glucésido (Gao y Mazza, 1995; Mozetic
et al., 2002; Chaovanalikit y Wrolstad, 2004; Serrano et al., 2009). La concentracion de
antocianinas aumenta con la maduracién y este aumento se refleja en los cambios de
color como se puede observar en la Figura 3. También se han encontrado grandes
variaciones entre variedades de uvas de mesa (6-200 mg 100 g), e incluso la
antocianina mayoritaria fue diferente dependiendo de la variedad (cianidin 3-
glucdsido, peonidin 3-glucésido o malvidin 3-glucésido) (Carrefio et al., 1997; Orak.,
2007). Para las variedades de ciruela de color rojo-purpura la concentracion de
antocianinas totales es mayor en la piel (100-800 mg 100 g™) que en la pulpa (2-100
mg g7), y en ambos tejidos la antocianina mayoritaria es cianidin 3-glucdsido (Tomas-
Barberan et al., 2001; Vizzoto et al., 2007; Diaz-Mula et al., 2008). Las antocianinas
estdn también presentes en melocotones en concentraciones que oscilan entre 1,5y
260 mg 100 g'1 de genotipos con piel blanca a roja (Vizzoto et al., 2007). Sin embargo,
estos niveles de antocianinas podrian ser considerados como orientativos, ya que las
condiciones ambientales y practicas de cultivo tienen un efecto importante sobre el
contenido de antocianinas para cada fruto en particular. Por ejemplo, el contenido de
antocianinas totales de Cabernet Suavignon fue determinado como 108 y 194 mg 100

g-! en afios consecutivos, 2001-2002 (Gonzélez-Neves et al., 2004).

Por otra parte, los carotenoides o tetraterpenoides son el grupo de pigmentos
mas amplio en la naturaleza y estan presentes en todos los organismos fotosintéticos,
tanto en hojas como en frutos y en flores. Los carotenoides estan formados por
terpenoides con 40 atomos de carbono formados a partir de ocho isoprenoides C5
unidos cabeza con cola, dando lugar a una molécula simétrica y se localizan en los
cromoplastos. En su mayoria son solubles en solventes apolares y de coloraciones que
oscilan entre el amarillo (xantofilas) y el rojo (licopeno). Los carotenoides se clasifican
en dos grupos: carotenos y xantofilas. Los carotenos sélo contienen carbono e
hidrogeno (por ejemplo el R-caroteno, el licopeno, etc.), mientras que las xantofilas
contienen ademads oxigeno (por ejemplo la luteina). A los carotenoides generalmente

se les denomina con nombres comunes que incluyen las variaciones estructurales de
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los anillos laterales, en especial la posicion del enlace doble, y pueden ser aciclicos
(licopeno), monociclicos (Y-caroteno) o diciclicos (a- o B- caroteno). La Figura 6
muestra la estructura de los principales carotenoides encontrados en frutos, que
existen generalmente bajo la forma trans (forma mds estable), aunque también se
encuentran isdmeros cis a concentraciones mucho menores (Rodriguez-Amaya y

Kimura, 2004).

Licopeno

Zeaxantina

Fig. 6. Estructura quimica de los principales carotenoides encontrados en frutos.

En frutos y hortalizas la composicién de carotenoides varia cualitativa vy
cuantitativamente. En general, las hortalizas verdes tienen un patrén de carotenoides
mas definido, ya que en ellas los carotenoides mayoritarios son luteina, R-caroteno,
violaxantina y noxantina, mientras que los frutos tienen una composicidon de

carotenoides mucho mas compleja y variable.

Durante la maduracién del fruto, se han encontrado grandes variaciones no
sélo en el perfil de pigmentos sino también en la concentracidn, con un incremento
general durante el proceso de maduracidn para todos los frutos y mayor contenido en
la piel que en la pulpa. Asi, en la Figura 4 se puede observar el aumento de la
concentracion de carotenoides totales durante el desarrollo y maduracién del

pimiento. Sin embargo, existen diferencias importantes en la concentracion de
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carotenoides que presentan los frutos en el estado de madurez comercial, entre
especies y entre variedades de una misma especie, y también se ve afectada por
diversos factores tales como condiciones ambientales y de cultivo. La concentracién de
carotenoides totales, expresada en mg 100 g'1 oscila entre 0,1-4 en albaricoque (Kurz
et al., 2008), y 2-7 en tomate (Kaur et al., 2006), 0,02-5 para Citrus sp (Fanciullino et al.,
2008), 1,5-3 para papaya (De Souza et al., 2008), 0,1-2 para nispero (Zhou et al.,2007),
0,2-20 para pimiento (Topuz y Ozdemir, 2007; Serrano et al., 2010), y 3-7 para sandia
(Perkins-Veazie et al., 2001).

1.3.4. Composicion de acidos y aztcares

El crecimiento y expansion de las células de los frutos depende de la
acumulacién de agua a favor de gradiente de potencial hidrico, como consecuencia del
potencial osmdtico que genera en ellos la acumulacion activa de solutos, como
azlcares y acidos orgdnicos. En este aspecto es fundamental el papel de la vacuola, ya
gue es en este organulo donde se acumulan la mayor parte de los compuestos
responsables del sabor, como son los azucares y los acidos organicos (Shiratake y
Martinola, 2007). De este modo, los niveles de azUcares y dacidos organicos son
factores importantes que determinan el sabor del fruto maduro, y el contenido
relativo de estos constituyentes depende de la actividad y de la interaccion del

metabolismo de acidos y azucares (Rhodes, 1980).

La acumulacién de azlcares durante el crecimiento y maduracién del fruto, se
produce a partir de los compuestos que se reciben por el floema, fundamentalmente
sacarosa en la mayoria de las plantas y sorbitol en plantas de la familia de las rosaceas,
dando lugar al aumento de sdlidos solubles totales (SST). Asi, los SST incrementaron de
40 a 75 dias después del cuajado del fruto en cerezas ‘Sonata’ y al final del proceso de
maduracion (Figura 3). Sin embargo, se encuentran diferencias importantes en el
contenido de azucares en el momento de la recoleccion comercial entre especies y
variedades. Por ejemplo, en distintas variedades de ciruelas el contenido de azlcares
oscilé entre 11 y 16 % (Crisosto et al., 2007; Diaz-Mula et al., 2008), en distintas
variedades de tomate entre 4 y 7,5 °Brix (Guillén et al., 2006; Zapata et al., 2008) y en

variedades de cerezas entre 13 y 20 % (Usenik et al., 2008; Serrano et al., 2009).
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Sin embargo, en otros frutos como en mango, kiwi y platano, entre otros, los
azucares recibidos se emplean para sintetizar almidén, que se acumula en los
amiloplastos y es hidrolizado posteriormente en la fase de maduracién, cuando ya ha
terminado el crecimiento del fruto (Berlter, 2004). Ademas, en algunos frutos la
sacarosa acumulada se hidroliza en fructosa y glucosa durante la maduracién y en
otros, el sorbitol se convierte en glucosa y/o fructosa, por lo que el azlcar
predominante en el fruto maduro depende de la especie, como se puede ver en la

Tabla 2.

Tabla 2. Azucares y acidos organicos mayoritarios de algunos frutos.

Fruto Azucar Acido organico Refererencias ‘
Uva de mesa Glucosa Acido tartarico  Valero et al., 2006.
Fresa, arandano, persimon Fructosa Acido citrico Zapata et al., 2008; Valero y
mango, tomate (domesticado), Serrano, 2010.

Citrus spp. (lima, naranja, limén)

Albaricoque, ciruela, nectarina, Sacarosa Acido malico Amords et al., 2003; Valero y
melocotdn, nispero Serrano, 2010.

Tomate (silvestre) Sacarosa Acido citrico Kortstee et al., 2006.
Granada, cereza Fructosa Acido malico Mirdehgham et al.,, 2006;

Serrano et al., 2005a.

Ademads, la proporcion relativa de estos tres azlucares es un factor
determinante en la apreciacidn del dulzor de los frutos, puesto que la fructosa es un
80% mas dulce que la sacarosa, mientras que la glucosa es sélo un 60 % mas dulce que

la glucosa (Yamaguchi et al., 1970).

En general, los frutos son muy acidos durante su fase de desarrollo, debido a la
acumulacién de Aacidos organicos en las vacuolas, aunque durante la fase de
maduracion el sabor acido disminuye debido a la acumulacion de azucares y al
descenso en el contenido de acidos, aunque hay excepciones en este patrén general
de disminucién del contenido de acidos (Valero y Serrano, 2010). Asi, como se muestra
en la Figura 7 la acidez disminuye durante la maduracion de las ciruelas y nisperos en

el arbol, al igual que en la mayoria de los frutos carnosos, mientras que aumenta en las
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cerezas y los pimientos. También en los limones la acidez total (AT) aumenta durante

la maduracion del fruto en el arbol.

2,5 A
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S 15
IE —A— Cereza ('Prime Giant')
N —&— Ciruela (‘'Golden Japan')
S —e— Nispero (‘Algerie')
© 1,0 4 —v— Pimiento
<
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0 20 40 60 80 100 120 140

Dias desde la Plena Floracion

Fig. 7. Acidez total durante el crecimiento del fruto en el arbol, de cerezas, ciruelas y nisperos.

(Adaptado de: Amords et al., 2003; Diaz-Mula et al., 2008; Serrano et al., 2009).

Ademas, existen diferencias importantes en el contenido total de acidos en el
fruto maduro, entre especies y entre variedades de una misma especie. En diferentes
variedades de tomate la acidez oscila entre 0,4 y 1,7 % (Guillén et al., 2006; Zapata et
al., 2008), en cerezas entre 1,0 y 1,5 % (Usenik et al., 2008; Serrano et al., 2009), y en
ciruelas entre 0,7 y 1,6 % (Crisosto et al., 2007; Diaz-Mula et al., 2009). Otro factor que
influye en el grado de acidez de un fruto es el tipo de acido que acumule, siendo los
mas importantes el acido malico, citrico, tartdrico, quinico, oxdlico, fumarico vy
succinico, ya que cada tipo de acido tiene un sabor diferente que contribuye al sabor
general del fruto. En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de los &acidos

mayoritarios en diferentes frutos.

El acido malico es el mayoritario en frutos de la familia Rosaceae, a la que
pertenecen los géneros Prunus (ciruela, albaricoque, melocotdn, nectarina y cereza) y

Malus (manzana y pera). Por el contrario, el acido citrico es el mayoritario en frutos del
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género Citrus, como naranja, limén, lima, mandarina o pomelo, en los cuales supone el
50-80 % del total de &cidos, aunque en otros frutos como el tomate, el mango y
pequeiias bayas, también es el citrico el predominante. Finalmente el acido tartarico
es el acido predominante en la uva y disminuye durante la maduracion, siendo el nivel
de acidez total un parametro muy apropiado para determinar el estado de madurez de

este fruto (Mato et al., 2005; Valero et al., 2006).

No obstante, con fines practicos la relacién entre sélidos solubles y acidez total
(SST/AT) es un indice de madurez mas apropiado que sélo considerar el valor de
sélidos solubles o el valor de acidez de forma independiente, ya que estd mads
relacionado con la percepcién del sabor por los consumidores. Por otro lado, la
proporcién de los diferentes acidos también es importante, puesto que por ejemplo, el
citrico enmascara la percepcion de la sacarosa y de la fructosa y el malico aumenta la

percepcion de la sacarosa (Lobit et al., 2003).

1.3.5. Cambios en la firmeza

Durante el desarrollo de los frutos de hueso se producen cambios en la firmeza
que reflejan diferentes estados fisiolégicos del mismo como se puede observar en
cerezas (Figura 3). Durante la primera fase de desarrollo la firmeza aumenta hasta
alcanzar un maximo en la fase Il, que coincide con la lignificacién del endocarpo. A
partir de entonces, la firmeza disminuye progresivamente durante la fase Il o fase de
crecimiento rapido del fruto, y este descenso de firmeza se atribuye al aumento del
tamafio de las células del mesocarpo que hacen que este tejido sea cada vez menos
compacto y por tanto, se refleja en una disminucién de la firmeza. Finalmente, durante
la fase IV de desarrollo, la firmeza continda disminuyendo debido a la degradacién
parcial de los componentes de la pared celular, en un proceso caracteristico de la
maduracion y estimulado por el etileno en los frutos climatéricos (Diaz-Mula et al.,

2008).

Entre los sucesos metabdlicos responsables de los cambios texturales que dan
lugar al ablandamiento de frutos durante la maduracidon destacan los siguientes:

pérdida en la presidon de turgencia debido a la acumulacién de solutos en el apoplasto,
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modificaciones en la relacién simplato/apoplasto, degradacion de almidén y
modificaciones en la estructura y dindmica de la pared celular. La contribucidn relativa
de cada uno de estos procesos en el ablandamiento no esta clara, y probablemente
depende de la especie, aunque los cambios en la composicién y estructura de la pared
celular, especialmente la resistencia mecanica de la pared celular y la adhesién célula-
célula, se consideran los factores mas importantes causantes del ablandamiento
caracteristico de la maduracidon (Lasbrook, 2005; Brumell, 2006; Goulao y Oliveira,

2008; Valero y Serrano, 2010; Paniagua et al., 2014).

Cuando se examinan al microscopio electrénico las células del fruto, el primer
cambio que se observa durante la maduracion es la disolucién de la Idmina media, lo
qgue disminuye la adhesién celular, y a continuacién se desorganiza la estructura
ordenada de la pared celular primaria y ésta se hace mds delgada. Sin embargo, la
hidrélisis y desestructuracién de la pared celular varia considerablemente entre
especies, e incluso entre variedades, aunque, en general, las enzimas mas implicados
en el ablandamiento son las que degradan las pectinas, principalmente
poligalacturonasa (PG), pectin metilesterasa (PME), B-galactosidasa (B-GAL), y pectato
liasa (PL), seguidas de aquellas que actuan sobre la celulosa y hemicelulosas de la
pared celular primaria como xiloglucano endotransglicosilasa  (XETs),
endo-B-1,4-glucanasas (EGases), [-D-xilosidasa, endo-B-manan transglicosilasa
(manasas) y expansinas (Brummell y Harpster, 2001; Lasbrook, 2005; Brummell, 2006;
Prasanna et al., 2007; Goulao y Oliveira, 2008; Mercado et al., 2011; Panigua et al.,
2014).

Es probable que los frutos de todas las especies tengan todas estas enzimas
implicadas en la degradacion de los componentes de la pared celular y de la lamina
media, actuando todas ellas de manera cooperativa para producir los procesos de
ablandamiento durante la maduracion. Sin embargo, existen diferencias entre especies
y entre variedades de una misma especie en cuanto a la actividad relativa de estas
enzimas, ya que su expresion estd regulada en el tiempo y en cada fruto en particular
(Brummell, 2006; Bennett y Labavitch, 2008; Goulao y Oliveira, 2008). En general, la
despolimerizacion de la matriz de glicanos que ocurre durante las fases tempranas de

la maduracion, que es seguida por la rotura de las cadenas laterales del
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ramnogalacturonano | (RGI), la de-esterificacidon de los homogalacturonanos (HGA) y la
despolimerizacion de las pectinas ocurre por la accién de las exo- y endo-PG. Ademas,
en los frutos que conservan una estructura crujiente cuando estan maduros (manzana,
sandia pimiento) el grado de solubilizacién y despolimerizacion de las pectinas es bajo,
por lo que se mantienen las células unidas por la ldmina media comun, sugiriendo que
la integridad de estas conexiones es fundamental para que se mantenga el atributo de
crujibilidad. Por el contrario en aquellos en los que la firmeza disminuye mucho y son
muy blandos en estado maduro (cereza, fresa, kiwi) la degradacién de la lamina media

es total (Mercado et al., 2011; Paniagua et al., 2014).

1.3.6. Aromas

Los aromas de los frutos, debidos a compuestos volatiles, se perciben por el
epitelio olfativo, un area relativamente pequefia de la mucosa que recubre la
superficie de la cavidad nasal. La mayoria de los frutos producen un nimero bastante
grande de compuestos aromaticos y su composicién cuantitativa y cualitativa
determina en conjunto el aroma del fruto. En algunos casos se producen cantidades
muy pequefias de un determinado compuesto que estan por debajo del limite de
deteccidon de algunas técnicas e instrumentos, pero que pueden ser percibidos por el
olfato humano (Zhu et al., 2005; Goff y Klee, 2006; Song y Forney, 2008; Defilippi et al.,
2009).

La composicién de aromas de un fruto incluye compuestos quimicos como
alcoholes, aldehidos, ésteres, cetonas y terpenos y es un atributo fundamental en la
calidad y en su aceptacion por los consumidores. Ademas, el aroma caracteristico de
un fruto normalmente no se encuentra en el fruto verde, sino que se adquiere a lo
largo de la maduracidn, como consecuencia de la sintesis de compuestos volatiles en
sus tejidos. Estos compuestos volatiles se pueden clasificar como primarios o
secundarios, si se pueden identificar en el fruto intacto o después de la rotura de los
tejidos, respectivamente. En este sentido, los aromas primarios son los que puede oler
el consumidor antes de comerse el fruto, mientras que los aromas secundarios serian
los que se pueden percibir después de romper los tejidos, mediante la masticacion

(Song y Forney, 2008).
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Se han identificado un gran numero de compuestos quimicos como
compuestos volatiles en los frutos, basados en su abundancia cuantitativa y umbrales
olfativos. Asi, los frutos citricos poseen un aroma Unico que raramente se encuentra en
otros frutos, y que se debe fundamentalmente a mono y sesquiterpernos, como
limoneno y valenceno, que son los mayores componentes de los aceites esenciales de
limones y naranjas, respectivamente, que se acumulan en bolsas oleiferas en el flavedo
y en las vesiculas de zumo (Sharon-Asa et al., 2003). En mango, también son los mono
y sesquiterpenos los componentes mayoritarios del aroma, aunque algunos aldehidos
gue se encuentran a muy baja concentracion le imparten su olor caracteristico a aceite
verde (Pino et al., 2005; Pandit et al., 2009). En tomate, se han identificado mas de 400
compuestos volatiles, siendo los mas importantes hexanal, hexenal, hexenol,
3-metilbutanal, 3-metilbutanol, metil nitrobutano y isobutil tiazol y todos ellos
aumentan con la maduracion (Zhu et al., 2005; Birtic et al.,, 2009). Asimismo, en la
manzana el contenido de volatiles aumenta con la maduracién, aunque el perfil de
aromas cambia de un predominio de aldehidos en el fruto verde a un predominio de
esteres en el fruto maduro (Villatoro et al., 2008). El hexil acetato y el butil acetato son
los principales responsables de aroma en los albaricoques (Aubert y Chanforan, 2007;
Defilippi et al., 2009), y en las ciruelas los compuestos aromaticos mas abundantes son
guanidina, 3-hexen-1-ol y los ésteres 4-hexen-1-ol acetato y hexil acetato (Lozano et
al., 2009). Finalmente, en las cerezas los compuestos mds importantes que
contribuyen al aroma son hexanal, (E)-2-hexenal, (E)-2-hexenol, 1-penten-3-ol,
nonanal, (E,Z)-2,6-nonadienal, alcohol bencilico, linalool y benzaldehido, aunque
existen diferencias en el perfil y concentracién de aromas de cada compuesto
particular dependiendo de la variedad y estado de maduracién (Matteis et al., 1992;

Girard y Kopp, 1998; Bernalte et al., 1999; Serradilla et al., 2010; Sun et al., 2010).

1.3.7. Compuestos bioactivos y actividad antioxidante

Los alimentos de origen vegetal contienen cientos de constituyentes no
nutrientes con actividad biolégica significativa, generalmente llamados compuestos
bioactivos o fitoquimicos con actividad antioxidante. La palabra antioxidante es cada

vez mas popular en la sociedad moderna, a medida que gana publicidad gracias a los
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medios de comunicacién debido a los beneficios para la salud que se le otorgan. De
acuerdo con su definicidn, el término antioxidante se refiere a la sustancia que se
opone a la oxidacién o inhibe las reacciones promovidas por oxigeno y perdxidos,
aunque segun una definicidon biolédgicamente relevante un antioxidante es sustancia
una sintética o natural que previene o retrasa la reaccién de oxidacidn en sistemas

bioldgicos.

Los radicales libres son moléculas con uno o mas electrones desapareados,
tales como anién superdxido (0e?%), radical hidroxilo (OHe) y radical peroxilo (ROQe),
entre otros, llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos radicales libres se
generan durante el metabolismo normal de las células, en procesos inflamatorios y por
la accién de los macrdéfagos. Tienen corta duracién y son muy reactivos, ya que van
constantemente en busca del electréon que les falta causando la oxidacién en otras
moléculas tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Por tanto, los radicales
libres estan implicados como mediadores en los procesos de envejecimiento, en el
deterioro degenerativo y crénico, enfermedades inflamatorias y autoinmunes,
diabetes, hipertension, céncer, artritis, disfuncién cerebral, etc. En las células hay
sistemas de defensa contra estos radicales libres. El sistema de defensa primario
interactUa directamente con los radicales libres dafiinos y los elimina tan pronto como
se forman, evitando asi el dafio en los componentes celulares del cuerpo. En el sistema
primario de defensa estan involucradas enzimas como catalasa [EC 1.11.1.6, CAT] y
superodxido dismutasa [EC 1.15.1.1, SOD], pequeiias moléculas como vitamina C, E y
otros componentes minoritarios presentes en los frutos, generalmente conocidos
como antioxidantes. El sistema secundario de defensa consiste en otras enzimas vy
antioxidantes que reparan las biomoléculas ya dafiadas. Por tanto, los problemas que
dan lugar al envejecimiento celular y a las enfermedades anteriormente comentadas
solo surgen cuando el equilibrio entre radicales libres y sistemas de defensa se inclina

hacia el lado de los radicales libres (Valko et al., 2007).

En este sentido, el consumo de frutas y vegetales ha mostrado tener efectos
protectores contra diversas enfermedades crdnicas asociadas con el envejecimiento,
incluyendo arterioesclerosis, enfermedades cardiovasculares, cancer, cataratas,

aumento de la presion arterial, Ulceras, enfermedades neurodegenerativas, disfuncién
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cerebral e inmune e incluso contra enfermedades bacterianas y virales. El impacto de
estas investigaciones cientificas se ha traducido en muchos estudios epidemioldgicos
para correlacionar la presencia de estos compuestos bioactivos con la paliacidon de una
o mas de estas enfermedades (Wang et al., 2011; Landete et al., 2011; Bennet et al.,
2012). La proteccion que los frutos y vegetales proporcionan contra estas
enfermedades degenerativas ha sido atribuida a diversos compuestos antioxidantes,
gue varian ampliamente en la estructura quimica y funcidn en los tejidos de las plantas
entre los que destacan vitaminas (C y E), carotenoides, compuestos fendlicos y
glucosinolatos (compuestos con grupos tiol -SH) (Fernandez-Panchon et al., 2008;
Maiani et al., 2009; Asensi-Fabado et al., 2010; Serrano et al., 2011). En este sentido,
existe una creciente evidencia cientifica de que estos antioxidantes presentes en la
dieta pueden ser los responsables de los efectos beneficiosos de la dieta Mediterrdnea

(Shen et al., 2015).

Los compuestos fendlicos son un grupo muy numeroso de compuestos
vegetales, que participan en las respuestas defensivas de la planta contra diferentes
tipos de estrés, como danos fisicos, radiacién ultravioleta o los ataques de agentes
patdgenos y contribuyen al sabor y color en los alimentos derivados de las plantas. Los
fenoles son compuestos orgdnicos aromaticos que contienen uno o mMas grupos
hidroxilo como grupo funcional. En la naturaleza se han identificado miles de
compuestos fendlicos diferentes con gran variacion en sus estructuras. De todos ellos,
los flavonoides son el grupo mas importante, con cerca de 8.000 compuestos
diferentes ya identificados. En la Tabla 3 se muestran los grupos y subgrupos fenélicos
de los fenoles mas comunes encontrados en los frutos que se clasifican segun su

estructura basica.
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Tabla 3. Principales grupos fendlicos y subgrupos en frutos.

Grupos fenélicos Subgrupos Compuestos ‘

Acidos fenélicos (C4.Cy) Acido gélico, 4cido elégico,
Acidos hidroxicinamicos (C¢-C3) Acido p-cumarico, acido cafeico, 4cido fertlico
Estilbenos (C¢-C,-C¢) Cis-resveratrol, trans-resveratrol
Flovonoles Quercetina, kaempferol, miricetina, isoramnetina
Flava-3-oles Catequina, epicatequina, galocatequina,

proantocianidinas

Flavonoides (C¢.C,-Cg) Flavonas Apigenina, luteolina, chrysoeriol
Flavononas Naringenina, hesperidina, eriodictiol
Antocianidinas Cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina,

peonidina, pelargonidina

El contenido en compuestos fendlicos en los frutos varia durante la maduracién
del fruto en el arbol, asi como durante el almacenamiento post-cosecha y
procesamiento. Asi, los fenoles totales aumentan durante la maduracion en pimientos,
cerezas y ciruelas (tanto en variedades amarillas como en rojas), pero disminuyen en
tomate. Esta evolucién de los fenoles totales se reflejé en la actividad antioxidante
total de los extractos hidrosolubles (AAT-H), que evolucioné de forma similar
encontrandose una relacidn directa entre la concentracion de fenoles totales y la AAT-
H en una amplia gama de frutos (Gil et al., 2002; Cevallos-Casals et al., 2006; Deepa et
al., 2007; Diaz-Mula et al., 2008; 2009a; Serrano et al., 2010). Dado que los fenoles
poseen propiedades antioxidantes, los mayores beneficios para la salud se alcanzaran

si los frutos se consumen en un estado éptimo de maduracién.

Como se cita en el apartado 1.3.3, en general, la concentracién de antocianinas
aumenta durante la maduracién del fruto, aunque existen grandes variaciones entre
especies y variedades asi como en la antocianina mayoritaria. Las antocianinas tienen
mayor actividad antioxidante que vitamina C y E u otros compuestos fenélicos, siendo
la cianidin 3-glucésido la antocianina con mayor actividad antioxidante. Parece ser que
su elevada capacidad antioxidante se debe a su capacidad para capturar radicales
libres por donacién de atomos de hidrégeno de sus grupos fendlicos. En muchos frutos
de color rojos-purpura como moras, frambuesas rojas y negras, cerezas y ciruelas, se

han encontrado elevadas correlaciones entre los valores de capacidad antioxidante
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(AAT-H) y el contenido en antocianinas lo que indica que las antocianinas son unos de
los compuestos hidrosolubles que mdas contribuyen a la actividad antioxidante de los

frutos (Wangy Lin, 2000; Diaz-Mula et al., 2008; Serrano et al., 2009)

Del mismo modo, en el apartado 1.3.3. se explica el aumento general del
contenido en carotenoides totales durante la maduracion del fruto, existiendo
diferencias importantes especies y variedades. Ademas, determinados factores
externos también pueden afectar al contenido de carotenoides. También se han
encontrado correlaciones entre los carotenos y la AAT liposoluble (AAT-L) tanto en la
pulpa como en la piel de variedades de ciruelas (Diaz-Mula et al., 2008), asi como en
tomate (Lenucci et al., 2006), pimiento (Serrano et al., 2010) e incluso en legumbres

(Wu et al., 2004; Cho et al., 2007).

Las vitaminas son un tipo de nutrientes esenciales requeridos para las
funciones bioquimicas vy fisioldgicas del cuerpo humano. Puesto que los humanos no
pueden sintetizarlas deben ser aportadas en la dieta, en las concentraciones
adecuadas. Las vitaminas se dividen en liposolubles (A, D, E y K) e hidrosolubles (Cy B),
siendo los tocoferoles (vitamina E) y carotenoides (pro-vitamina A) las principales
vitaminas antioxidantes liposolubles en frutos y vegetales, y el acido ascorbico
(vitamina C) la principal vitamina antioxidante hidrosoluble, aunque recientes
investigaciones indican que la vitamina D también podria tener un papel como
antioxidante (Asensi-Fabado et al., 2010). Los frutos verdes inmaduros contienen
mayores concentraciones de acido ascérbico que los maduros, coincidiendo esta
disminucion con el principio de los cambios de color, como se ha observado en tomate
(Serrano et al., 2008b), aunque la concentracion de acido ascérbico aumenté a lo largo
del proceso de maduraciéon en pimiento (Serrano et al., 2010), en albaricoques, en

melocotones y en papayas (Lee et al., 2000).

Por otro lado, los glucosinolatos son otro grupo de compuestos fitoquimicos
con actividad antioxidante. Se han identificado mas de un centenar de glucosinolatos
diferentes aunque todos ellos presentan una estructura comdn con un grupo
sulfonado, una R -D- tioglucosa y una cadena lateral variable de naturaleza
aminoacidica. Los principales glucosinolatos son alifaticos (derivados de L-metionina),

aromaticos (derivados de L-fenilalanina y L-tirosina) e inddlicos (derivados de L-
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triptéfano). Los glucosinolatos mas importantes se encuentran en el género Brassica y
son derivados de la metionina. Los principales factores que influyen en los niveles de
glucosinolatos son genéticos, ecofisioldgicos (irradiacidon, temperatura, agua y

nutricion), condiciones de almacenamiento y procesamiento (Moreno et al., 2006).

1.3.8. Fisiologia de la maduracién

Desde el punto de vista fisiologico, los frutos se clasifican en dos grupos:
climatéricos y no climatéricos, que difieren en sus patrones de las tasas de produccién
de etileno y en las tasas de respiracion. En este sentido, los frutos climatéricos, tales
como tomate, aguacate, banana, melocotén y ciruela, entre otros, muestran un rapido
incremento de la tasa de respiracion y produccion de etileno en el inicio de la
maduracion. En estos frutos, el etileno se considera la hormona responsable del
proceso de maduracion. Por el contrario, los frutos no climatéricos, tales como cereza,
granada, pimiento, uva y citricos, entre otros, presentan una disminucion gradual en su
patron de respiracidon y produccidon de etileno durante el proceso de maduracidn
(Barry y Giovannoni, 2007; Giovannoni, 2007; Symons et al., 2012). El control hormonal
de la maduraciéon en frutos no climatéricos se ha relacionado con el acido abscisico
(ABA) y los brasinosteroides (Ban et al., 2003; Symons et al., 2012). Este
comportamiento fisioldgico de los frutos tiene gran relevancia en las tecnologias post-
cosecha que son efectivas para preservar la calidad como se expondrd mas adelante

(Martinez-Romero et al., 2007a; Valero y Serrano, 2010).

En plantas vasculares superiores, el etileno es sintetizado a partir del
aminodcido metionina, que es convertido en S-adenosil-metionina (SAM) por la adicién
de adenina y consumo de ATP (Figura 8). EIl SAM es después transformado en acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) por la enzima ACC-sintasa (ACS) con la
generacioén del subproducto 5’- metiltioadenosina, que es reciclado a metionina (Ciclo
de Yang). Por tanto, el etileno puede producirse a niveles elevados incluso con una
pequeiia reserva de metionina libre. Finalmente, el ACC es oxidado a etileno por la
ACC-oxidasa (ACO, anteriormente llamada EFE, enzima formadora de etileno) (Yang y

Hoffman, 1984; Abeles et al., 1992; Pech et al., 2010).
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Fig. 8. Ruta de biosintesis de etileno (Adaptada de Taiz y Zeiger, 2006).

Al igual que las demds hormonas, el etileno se une a un receptor y la sefial se
transduce a través de un complejo mecanismo para desencadenar respuestas
bioldgicas especificas. En frutos climatéricos, la primera respuesta es estimular su
propia sintesis por lo que la produccién de etileno aumenta rapidamente, lo que se
denomina produccion autocatalitica de etileno y el inicio del proceso de maduracién

empieza en esta etapa (Yang y Hoffman, 1984).

La biosintesis y accién del etileno puede disminuirse o retrasarse por
compuestos quimicos de diferente estructura, que actuan a diferentes niveles, como
puede ser disminuir la actividad de ACS y ACO, bloquear la unién del etileno con su
receptor, desviar el precursor comun SAM hacia la biosintesis de poliaminas o eliminar
el etileno de la atmdsfera que rodea a los frutos (Martinez-Romero et al., 20073;

Rudus et al., 2013).

La distincion entre frutos climatéricos y no climatéricos no es absoluta ya que
también hay una serie de especies en las que diferentes variedades y cultivares

muestran ambos comportamientos, climatérico y no climatérico. De este modo, la
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ciruela se considera un fruto climatérico, aunque algunas variedades como ‘Shiro’,
‘Golden Japan”y 'TC Sun” se comportan como frutos con climaterio suprimido (Abdi et
al., 1997; Zuzunaga et al., 2001; Diaz-Mula et al., 2008). Del mismo modo, los melones
presentan tanto genotipos climatéricos como no climatéricos. Asi, Cucumis melo var.
“Cantalupensis’ tiene una tasa rapida de maduracién y una corta vida atil con una tasa
de produccion de etileno alta, mientras que C. melo var. ‘Inodorous’ es incapaz de
producir etileno autocatalitico y tiene una lenta tasa de maduracién asociada con una
larga vida util. Ademas, la herencia del caracter climatérico parece ser dominante ya
gue cruzando melones climatéricos con no climatéricos se obtienen melones
climatéricos, aunque el control genético involucrado aun es desconocido (Pech et al.,

2008).

Como se ha comentado anteriormente, la maduracién de frutos climatéricos
esta regulada por etileno, aunque hay procesos de maduracidn etileno dependientes e
independientes. En muchos frutos, tanto climatéricos como no climatéricos, la
coloracion de la pulpa, acumulacién de azucar y pérdida de acidez son procesos etileno
independientes, mientras que el desverdizado y la coloracién amarillenta de la piel,
ablandamiento de la pulpa, desarrollo de la zona de abscision del pedunculo,
formacién de aroma y respiracién climatérica son total o parcialmente etileno
dependientes (Barry y Giovannoni, 2007; Pech et al., 2008; Pirrello et al., 2009;
Grierson et al., 2013). Por otro lado, en melones y manzanas procedentes de plantas
silenciadas en la expresién de los genes ACS o ACO, se ha encontrado una fuerte
reduccion de la sintesis de etileno pero aun persistid un ablandamiento residual
significativo, indicando la presencia de un componente etileno independiente del
ablandamiento. Ademas, en tomates ACO antisentido la produccién de etileno fue
inhibida al 97 % pero no el ablandamiento, y el 3 % del etileno residual fue suficiente
para activar los mecanismos de degradacion de la pared celular. Estos ejemplos ponen
de manifiesto que los componentes etileno dependientes o independientes del
ablandamiento son diferentes entre especies y probablemente entre variedades y que
en los frutos no climatéricos operan los mismos mecanismos enzimaticos en la
degradacion de la pared celular, aun cuando presentan una tasa de produccion de

etileno muy baja.
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Por otra parte, la degradacion de clorofilas y sintesis de pigmentos tales como
antocianinas y carotenoides son también procesos etileno dependientes, incluso en
frutos no climatéricos como uvas, pimientos y citricos. Estos resultados apoyan la
hipdtesis de que aunque la sintesis de etileno no aumenta durante la maduracion de
estos frutos, si cambiaria su capacidad de respuesta al etileno y asi, también el etileno
podria ser capaz de inducir los cambios fisioldgicos asociados con su maduracién

(Adams-Phillips et al., 2004; Barry y Giovannoni, 2007; Paul et al., 2012).

Claramente, el etileno es requerido para la maduracién normal de muchos
frutos y en su ausencia el proceso de maduracion falla haciendo el producto
inaceptable. Sin embargo, una vez iniciada, la maduraciéon es un proceso de un solo
sentido y el etileno estimula la sobre maduracién y podredumbre, dando lugar a una
rapida pérdida de la calidad de la fruta. Por tanto, en condiciones de almacenamiento
post-cosecha es importante controlar los efectos del etileno, no sélo en frutos, sean
climatéricos o no, sino también en vegetales y cultivos ornamentales para mantener su

calidad y ampliar las posibilidades de almacenamiento.

1.4. CALIDAD DEL FRUTO EN LA RECOLECCION Y CAMBIOS DURANTE EL
ALMACENAMIENTO

Los productos agricolas pueden ser clasificados como: (a) duraderos, entre los
que se encuentran, cereales, granos, oleaginosas y leguminosas de grano, y (b)
productos perecederos, que comprenden oérganos tales como frutos carnosos,
vegetales, rizomas y tubérculos. Los productos cosechados son esencialmente érganos
de la planta con funciones fisiolégicas muy diferentes procedentes de tejidos de la
planta madre. En los frutos, cuando se establece el proceso de maduracion-
senescencia, se produce el deterioro de calidad y aumenta progresivamente su
susceptibilidad a la podredumbre causada por deterioro microbiano y patégeno. En
este sentido, la calidad del fruto requerida dependera del uso final, y su calidad post-
cosecha estd determinada por factores pre-cosecha y por un adecuado manejo,

procesamiento, envasado y venta. En la sociedad moderna actual, las frutas son
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sometidas a una amplia variedad de procesos, que empiezan con la separacién de la
planta madre y terminan en el plato de los consumidores, afectando todos ellos a su

frescura y calidad.

1.4.1. Concepto de Calidad

En la actualidad, hay una conciencia creciente sobre la calidad de los alimentos,
en particular en el sector de las frutas y la salud, que exige grandes esfuerzos en
actividades de investigacion relacionadas con la produccion de productos de calidad, y
en su preservacion durante la comercializacién, asi como en la evaluacidon de
pardmetros de calidad y en su integracion en los procesos de produccién. El concepto
de calidad del fruto se usa frecuentemente durante toda la cadena post-recolecciéon
(desde la cosecha hasta la venta), pero su significado es distinto dependiendo del nivel
en el que se wuse: agricultores, productores, manipuladores, envasadores,
distribuidores, minoristas, mercados, y finalmente y el mds importante, los
consumidores. Sin embargo, para todos ellos, el término calidad esta relacionado con
el grado de excelencia y ausencia de defectos de un producto fresco, que implica
atributos sensoriales (apariencia, color, textura, sabor y aroma), nutritivos
(componentes quimicos usados para obtener energia) y propiedades funcionales
(vitaminas y otros fitoquimicos no nutrientes). Shewfelt (1999) sugirié que las
caracteristicas propias del producto determinan su calidad, pero la aceptabilidad por
parte del consumidor esta determinada por su percepcién y satisfaccion. Asi, la calidad
puede ser orientada desde el punto de vista del producto o del consumidor. La calidad
orientada al producto se mide generalmente con la ayuda de determinaciones
analiticas, mientras que la calidad orientada al consumidor se basa en la aceptacién o
disposicion del consumidor a comprar los productos frescos. Los productos ofrecidos al
consumidor en el mercado deben cumplir con ciertos requisitos externos que son
percibidos por los sentidos de la vista y el tacto, ya que son importantes para la
decisién de compra. En este sentido, las pautas dietéticas recomiendan el consumo de
frutas frescas (campafa 5 al dia) que no se lograran si los consumidores muestran
cierta insatisfaccién con la calidad del producto, debido al desarrollo de caracteristicas

indeseables.
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En el mercado de productos frescos, existen unas especificaciones estandar
minimas de calidad en muchos paises; sin embargo, debido al caracter internacional
del mercado de productos frescos, hay una tendencia hacia la estandarizaciéon
internacional de los grados de calidad. La Comisidon Europea fue una de la primeras
organizaciones en desarrollar normas o estdndares internacionales para frutas frescas
(MAFF, 1996). Muchos de estos estandares han sido adoptados por la Organizacién
para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE). Normalmente, los estandares
requeridos para multiples puntos de venta son mads estrictos que estas normas
minimas, y son definidas por los vendedores para los proveedores. Desde el punto de
vista de la calidad del fruto, los factores que limitan el almacenamiento y vida atil son
los siguientes: pérdida de peso, apariencia, textura, sabor/aroma y podredumbre.
Ademas, los dafios mecanicos producidos durante el proceso de manipulacidon pueden
acelerar los cambios en los factores anteriores con una reduccion mas rapida en la
calidad del fruto. Estos cambios son debidos a procesos fisiolégicos o tecnolégicos
relacionados con la maduracién del fruto y finalizan con la senescencia, y por tanto
determinan la vida util de un fruto en particular. El aumento de la vida de
almacenamiento de los frutos se lleva a cabo a través del desarrollo de nuevas
tecnologias post-cosecha dirigidas a reducir la tasa de deterioro y a mantener las
caracteristicas deseables de los frutos dando lugar a una gran expansién de las
oportunidades de la industria para suministrar frutas de alta calidad en los mercados

locales e internacionales.

1.4.2. Pérdida de peso

Las pérdidas de peso se producen fundamentalmente por el proceso de
transpiracion, que es la pérdida de agua en forma de vapor a través de la superficie del
fruto, y que viene determinada por las diferencias de potencial hidrico entre el interior
del fruto y la atmdsfera que lo rodea. La atmésfera interna del fruto esta saturada con
vapor de agua, pero el aire circundante estd menos saturado, existiendo un gradiente
a lo largo del cual el vapor de agua se mueve desde el producto al aire que lo rodea,
debido a las diferencias de potencial hidrico entre ambos, y que dependen de la

temperatura y humedad relativa.
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La transpiracion se produce a través de la cuticula, estomas o lenticelas.
Cuando los frutos estdn unidos a la planta, el agua que pierden por transpiracion la
recuperan absorbiéndola del suelo, mientras que después de la recolecciéon no pueden
recuperar el agua perdida. Los vegetales con una gran superficie en relacién a su
volumen, tales como los cultivos de hoja, sufrirdn mayores pérdidas de agua y de
manera mas rapida que los frutos esféricos. Ademas, la estructura y composicién
especifica de la cuticula asi como la suberizacion de la peridermis limitan
considerablemente la tasa de transpiracién. Por otra parte, los frutos con piel gruesa
pueden perder una cantidad considerable de humedad en la piel sin comprometer la
calidad de la pulpa, como es el caso de citricos y platanos. Por tanto, la especie del
fruto es un factor clave que determina la tasa de pérdida de peso, pero también
existen diferencias entre variedades, ya que por ejemplo, ciruelas ‘Black Diamond’
sufren mayores pérdidas de peso que ‘Golden Japan’ (Ben-Yehoshua, 1987; Valero y

Serrano, 2010).

La pérdida de peso es una de las causas mas importantes responsable del
deterioro de cerezas, la cual incrementa la susceptibilidad del fruto a las
podredumbres fungicas. De hecho, las pérdidas de peso en cerezas es mayor que en
otros frutos debido a la menor resistencia a la difusidn de su piel (Crisosto, 1992). Los
frutos varian en el porcentaje de agua que pueden perder antes de que la calidad sea
marcadamente reducida (Acked, 2002). Asi, pérdidas de peso del 3 al 6% son
suficientes para producir una pérdida notable de calidad en muchos frutos, y muy
pocos pueden llegar a perder hasta un 10 % o mas de humedad y resultar aun
comerciales. La pérdida de agua va en detrimento de la calidad vegetal ya que se
produce una pérdida de turgencia, que afecta a las propiedades de textura y a los
atributos de color, haciéndola menos deseable para los consumidores que demandan
productos frescos y turgentes. Ademas, las pérdidas de peso se traducen en pérdidas
econdmicas y en la aparicion de otras alteraciones que van asociadas a la
deshidratacion del producto. Por tanto, después de la recoleccién es fundamental
mantener los productos vegetales en unas condiciones que minimicen las pérdidas por
transpiraciéon. En este sentido, la transpiracién sera menor cuanto menor sea la

temperatura y mayor la humedad relativa del aire en las cdmaras de conservacion, ya
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que al disminuir la temperatura ambiente y al aumentar la humedad relativa del aire
aumenta el potencial hidrico de la atmdsfera y la diferencia de potencial hidrico entre
el interior de los tejidos vegetales y la atmdsfera sera menor, por lo que la
transpiraciéon disminuira. Por ello es importante colocar los productos vegetales en
camaras frigorificas lo antes posible después de la recoleccion, ya que en las cdmaras
la temperatura es baja y la humedad del aire relativamente elevada. Otro factor
importante es la velocidad del aire, ya que si existe aire en movimiento sobre la
superficie del vegetal la transpiracién aumenta, porque el aire elimina la capa limite de

la superficie del fruto.

1.4.3. Color

El color define el valor estético de la comida, predetermina la expectacion del
consumidor de su sabor y modula el apetito. Por lo tanto, es fundamental mantener la
apariencia natural del fruto hasta su llegada al consumidor. Sin embargo, durante el
almacenamiento de los frutos el color puede ser alterado por la accién de la luz,

temperatura, oxigeno, iones de metales y enzimas (Stintzing y Carle, 2004).

Para investigar el impacto del color en la calidad de un modo sistematico es
necesario medirlo objetivamente, asi como cuantificar la concentracién de los
pigmentos responsables. En este contexto, el color indica la apariencia visual del
producto mientras que los pigmentos o colorantes son los compuestos quimicos que
imparten el color observado. El sistema CIEL*a*b (Comision Internacional de la
lluminacidn, Vienna) ha sido adoptado por la industria alimentaria para medir el color
de los alimentos. Si bien este sistema no da una definicién precisa del color, es muy
efectivo para medir diferencias de color y el seguimiento de los cambios de color
durante el almacenamiento (Wrolstad et al., 2005). El incremento en el parametro a*
refleja el cambio de verdoso a rojo anaranjado, mientras que la disminucién de croma

esta relacionado con el oscurecimiento de la piel.

La mayoria de los frutos experimentan cambios de color como parte del
proceso de maduracién como se ha comentado anteriormente en el apartado 1.3.3, vy

que continua después de la recolecciéon. Un fruto inmaduro es generalmente verde (el
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llamado color de fondo) y en muchos tipos de fruto, el color verde se vuelve mas claro
durante la maduracién debido a la degradacidon de la clorofila, por ejemplo, en
manzanas, peras, uvas y papaya. Estos cambios de color afectan tanto a la piel como a
la pulpa, y en muchos casos el color del fruto es un indicador claro de su calidad y vida
atil, ya que la intensificacion del color caracteristico de cada fruto le confiere el

aspecto de un fruto sobre-maduro y de poca calidad (Valero y Serrano, 2010).

1.4.4. Firmeza

Los cambios en textura que se producen normalmente durante el crecimiento y
desarrollo en el arbol contindan durante el almacenamiento post-cosecha de los
frutos, debido a cambios en los componentes quimicos de la [dmina media y la pared
celular primaria, por accién de enzimas hidroliticas que degradan pectinas, celulosa y

hemicelulosas, como se comentd en el apartado 1.3.

Sin embargo, existen diferencias en el tipo y grado de la modificacién de los
polisacaridos de la pared celular y en la expresidn y regulacién de enzimas
modificadoras de la pared celular dependiendo del tipo de fruto, e incluso entre
variedades de la misma especie. Asi, por ejemplo, frutos como el limén o el pepino
sufren menos pérdida de firmeza que el tomate o los frutos de hueso (albaricoque,
melocotén, nectarina y ciruela). En este sentido, la especie de fruto es un factor
importante que determina la tasa de ablandamiento. Es interesante destacar que,
diferentes variedades de la misma especie también pueden mostrar comportamientos
diferentes, y asi por ejemplo ciruelas de la variedad ‘Black Diamond’ muestran una

pérdida de firmeza mucho mayor que ciruelas ‘Golden Japan’ (Valero y Serrano, 2010).

El excesivo ablandamiento del fruto es uno de los principales factores
responsables de las limitaciones de su vida util, almacenamiento y comercializacién, ya
que los consumidores prefieren frutos con textura elevada, firmeza y crujientes.
Ademas, el ablandamiento acelerado también contribuye a un aumento de la aparicion
de dafos fisicos durante la manipulacién, y aumenta la susceptibilidad a plagas y

enfermedades (Goulao y Oliveira, 2008).
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1.4.5. Flavor, Sabor y Aroma

Ademas de la apariencia externa y cambios en la textura de los frutos, el aroma
y flavor se estdn convirtiendo en factores clave para determinar la elecciéon de compra
de un fruto. Ademas de los azucares y acidos organicos, los aromas volatiles también
contribuyen al flavor del fruto. Cuando un fruto es consumido, la interaccién de sabor,
olor y la sensacion de textura proporciona una sensacién general que se define mejor
como “flavor”. En general se acepta que si no se ha alcanzado o se ha excedido antes
del consumo la vida util teniendo en cuenta el flavor, el fruto no serd aceptado por el

consumidor.

Los compuestos responsables del sabor generalmente son no volatiles a
temperatura ambiente. Por tanto, interactian sélo con los receptores del sabor
localizados en las papilas gustativas de la lengua. Las cuatro percepciones basicas del
gusto son proporcionados por compuestos: acidos, dulces, amargos y salados. El sabor
es un atributo del fruto considerado como un indicador de calidad y no puede ser
aislado de otras caracteristicas el producto. El sabor es un atributo interno que no
puede determinarse por medidas no destructivas, y ademads existe una gran variacién
de sabor entre frutos recolectados en la misma fecha y de la misma planta, debida a

diferencias en su estado de maduracion.

La mayoria de agricultores y comercializadores usan la determinacién de °Brix
para medir los SST, que estima sobre todo el contenido de azucares en un fruto y por
tanto proporciona el grado de dulzor. En este sentido, los consumidores estdn
bastante familiarizados con el atributo de dulzor siendo este su atributo preferido. Sin
embargo, en los ultimos afios la percepcion del sabor por los consumidores no sélo
estd relacionada con el contenido de azlcares, sino también con su contenido en
acidos por lo que la AT se estd convirtiendo en un factor importante. Asimismo, la
proporcion entre SST y AT (SST/AT) se usa como un criterio de indice de maduracién y
del grado de aceptacion de un fruto sobre todo en las cerezas (Crisosto et al., 2002;

2003).

Durante la post-cosecha hay un incremento general en el contenido de sdlidos
solubles, como se ha observado para nectarinas, albaricoques, kiwis y fresas (Aubert et

al., 2003, Aubert y Chanforan, 2007; Park et al., 2006; Herndndez-Mufioz et al., 2006).
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Este incremento en sdlidos solubles es mucho mayor en aquellos frutos que acumulan
grandes cantidades de almiddn durante el desarrollo en la planta, tales como mango o
platanos. En el caso de las cerezas, se han encontrado comportamientos diferentes
para distintas variedades, ya que en unas se mantienen los SST, en otras aumentan e
incluso en algunas otras disminuyen (Serrano et al., 2005; 2009; Diaz-Mula et al., 2009;

Serradilla et al., 2012)

El comportamiento de la acidez de la fruta durante la maduracién post-cosecha
es mas general, ya que se ha evidenciado una disminuciéon neta en AT durante el
almacenamiento en una amplia gama de frutos, como kiwi, fresa, tomate, cereza,
ciruela, nectarina y diversas variedades de albaricoque, aunque la magnitud de la
disminucion depende en gran medida de la especie (Aubert et al., 2003, Aubert y
Chanforan, 2007; Park et al., 2006; Herndndez-Mufioz et al., 2006; Valero y Serrano,
2010). La reduccidon de la acidez asociada a la maduracién post-cosecha ha sido
atribuida al hecho de que los acidos organicos son sustratos para el metabolismo

respiratorio.

Las sustancias aromaticas son compuestos volatiles que son percibidos
mediante los receptores del olor situados en el sistema olfativo de la cavidad nasal.
Tanto el concepto de sustancias aromaticas como el concepto de sustancias gustativas,
deben ser usados de forma independiente, ya que un compuesto podria contribuir al
tipico olor o sabor de un alimento, mientras que en otro alimento podria causar un
olor o sabor defectuoso, o ambos, dando lugar a un mal sabor. En este sentido, uno de
los mayores problemas en el almacenamiento post-cosecha y manipulacién de frutos
es el desarrollo de malos olores y pérdida de autenticidad. La apariencia y sensacién de
mal sabor estd asociada con la sobre maduracidn y la acumulacién de productos de la
fermentacion alcohdlica, acetaldehido y etanol, que también son volatiles. En general,
cuanto mayor sea la temperatura de almacenamiento, mayor sera la producciéon de
acetaldehido y etanol. En el caso del tomate, Krumbein et al., (2004) comprobaron que
la intensidad del atributo de aroma de tomate caracteristico incrementd durante el
almacenamiento pero también el atributo indeseable mohoso, y sugirieron que el

2- isobutiltiazol podria ser responsable de la aparicién de malos olores detectada en
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tomates almacenados, que afectarian a la calidad sensorial, y por el contrario, el

aumento de geranilacetona contribuiria al flavor caracteristico del tomate.

De manera similar, durante el almacenamiento de albaricoque se produce un
aumento general de sus compuestos volatiles, siendo los compuestos mas importantes
las lactonas (Aubert y Chanforan, 2007), al igual que en nectarinas (Aubert et al.,
2003). En cerezas, se han encontrado cambios relevantes en los constituyentes del
aroma asociados con un tiempo de almacenamiento largo, incluyendo un descenso en
(E)-2-hexenal y 1-hexanol y un incremento de 2-metil-propanal, y 2-metil-butanal, con

un impacto negativo sobre el flavor (Serradilla et al., 2010).

1.4.6. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos de frutos y vegetales varian dependiendo de las
condiciones pre-cosecha (incluyendo métodos de cultivo, tiempo de la cosecha vy
condiciones climaticas), y de las condiciones post-cosecha (incluyendo
almacenamiento y condiciones de transporte). Sin embargo, hay poca literatura
disponible sobre los cambios en estos compuestos bioactivos con actividad
antioxidante durante el almacenamiento post-recoleccién, y se han encontrado
resultados contradictorios ya que, en algunos casos, los compuestos bioactivos
disminuyen pero en otros aumentan. Asi, por ejemplo en brécoli y uva de mesa el
contenido de fenoles totales y AAT disminuye después del almacenamiento
refrigerado, aunque el uso de tecnologias post-cosecha apropiadas pueden reducir las
pérdidas de compuestos bioactivos y ATT como se comentard mas adelante (Serrano
et al., 2006; 2008a; Valero y Serrano, 2013). Por el contrario, en granadas, ciruelas y
cerezas estos compuestos con AAT aumentan, y se asocia con el aumento de
antocianinas totales (Lee y Kader., 2000; Cevallos- Casals et al., 2006; Amarowicz et al.,
2009). Con respecto al acido ascérbico, en general, los frutos recién recolectados
contienen mas vitamina C que tras el almacenamiento (Lee y Kader, 2000). Sin
embargo, la concentracidn de acido ascérbico y AAT aumenta durante la maduracién
post-recoleccion a 20 °C en ciruelas ‘Tegan Blue’ (Khan et al.,, 2009). Ademas, en

cerezas se ha observado que recolectar los frutos en estado avanzado de maduracién
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conduce a una reduccién de compuestos bioactivos y actividad antioxidante después

de un tiempo de almacenamiento corto (Moreno et al., 2006; Cartea y Velasco, 2008).

1.4.7. Podredumbres

Como se ha comentado anteriormente, las frutas y vegetales contienen una
amplia variedad de azucares y acidos organicos y elevada actividad de agua, y por
tanto son buenos sustratos para el deterioro microbioldgico. Sin embargo, el pH bajo
de los frutos conduce a que su deterioro se deba principalmente a hongos, mientras
que los vegetales, por el contrario, tienen valores de pH mas cercanos a la neutralidad
y por tanto, el daifio puede ser causado por hongos y bacterias (Moss, 2008). En
general, los daios por mohos en los frutos no suelen dar lugar a riesgos para la salud,
ya que los frutos afectados normalmente son rechazados antes de consumirlos, pero

las pérdidas econdmicas son considerablemente importantes.

Los patdgenos fungicos penetran en los tejidos del huésped a través de tres vias
principales: 1) las heridas causadas por agentes bidticos y/o abidticos durante el
crecimiento o almacenamiento, 2) las aberturas naturales de la epidermis tales como
estomas, lenticelas, o entre la conexion del tallo y el pedunculo, y 3) por la ruptura de
la cuticula por el huésped. La aparicién de podredumbres durante la post-cosecha es el
resultado de la infeccidn pre-cosecha latente o de la contaminacién en la recoleccién,
almacenamiento, transporte o comercializacién y dara lugar a una reduccion neta de la

vida util post-cosecha (Prusky y Lichter, 2008).

Hay una amplia gama de factores que influyen en la apariciéon de podredumbre
y en su severidad, que pueden ser agrupados en tres niveles: en pre-cosecha (tipo y
cantidad de indculos, variedad, condiciones ambientales y climaticas y estado de
madurez en la recoleccién), en la recoleccion (métodos manuales o mecanicos) y en
post-recoleccién (procedimientos de manejo, condiciones de almacenamiento vy
tratamientos post-cosecha). Se estima que en paises desarrollados, alrededor del 25%
de todos los frutos perecederos recolectados se pierden entre la recoleccién y el
consumo, mientras este porcentaje aumenta hasta el 50-70% en paises en desarrollo.

Por tanto, es de especial importancia un manejo adecuado en post-cosecha para
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proporcionar productos con elevados estandares de calidad y reducir la incidencia de

podredumbres.

Las principales enfermedades que aparecen en cerezas en el periodo de post-
cosecha, se deben al desarrollo de podredumbres causadas principalmente por varias
especies de hongos del género Monilia spp (podredumbre parda), Botrytis cinenera
(moho gris), Penicillium expansum (moho azul) (Venturini et al., 2002; Conte et al.,

2009), y en menor media por los hongos Alternaria alternata y Rhizopus stolonifer.

Hay numerosos métodos fisicos y quimicos que pueden ser usados para reducir
los microorganismos presentes en los productos frescos y alargar su vida de
almacenamiento, por ejemplo, cloro, peréxido de hidrégeno, acidos organicos,
radiacion UV (Ramos et al., 2013), ozono (Miller et al., 2013; Glowacz et al., 2015),
agentes antimicrobianos y antipardeamiento (Oms-Oliu et al., 2010). Durante muchos
afios los fungicidas sintéticos han sido usados para controlar podredumbres post-
cosecha pero, la creciente preocupacién de los consumidores sobre los residuos de
fungicidas en cultivos horticolas frescos y los efectos perjudiciales de los quimicos para
la salud y el medioambiente ha llevado a los cientificos a buscar nuevas alternativas a

estos fungicidas quimicos.

1.5. TRATAMIENTOS POST-COSECHA PARA MANTENER LA CALIDAD DEL
FRUTO

Los productos vegetales frescos presentan una gran dificultad para mantener
su calidad debido a la evolucion de los procesos fisioldgicos de la maduracién y al
ataque microbiano, como se ha comentado en el apartado anterior. Por ello, son
necesarias nuevas técnicas y estrategias de conservacion eficaces para reducir
contaminaciones microbioldgicas indeseables, retrasar el proceso de maduracion y

mantener la calidad organoléptica, nutricional y funcional del producto.
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1.5.1. Conservacion a baja temperatura

Los frutos y vegetales son altamente perecederos, pero su tasa de deterioro
ademas de depender de sus caracteristicas y del nivel de estrés fisioldgico causado por
el proceso de recoleccion, estd muy influenciado por la temperatura de conservacion.
Por tanto, es necesario almacenar los frutos bajo condiciones de frio y enfriarlos tan
pronto como sea posible después de la recoleccién, a fin de detener los procesos de
deterioro y senescencia y mantener un alto nivel de calidad que asegure la satisfaccién
de los consumidores. De hecho, el control de la temperatura es el factor mas
importante para mantener la calidad y reducir la tasa de deterioro de los productos
cosechados. El principal efecto de la aplicacién de temperaturas bajas durante el
almacenamiento post-cosecha es una reduccién del metabolismo del fruto y como
consecuencia un retraso de la evolucién de los pardmetros relacionados con la sobre-
maduracion del fruto y pérdida de calidad. La tasa de respiracién de un producto es
dependiente de una amplia gama de variables, de las cuales la temperatura es
considerada la mas importante. Normalmente, se considera que la tasa de deterioro
después de la cosecha estd estrechamente relacionada con la tasa de respiracion del
producto y esto depende de la temperatura ya que la respiracion, al igual que todas las
rutas metabdlicas se ralentiza al disminuir la temperatura (Kader, 2002). Ademas, la
reduccion de la temperatura de almacenamiento tiene la ventaja afiadida de reducir la
produccién de etileno y la sensibilidad al etileno, lo que tiene especial importancia en
los frutos climatéricos ya que esta hormona acelera el proceso de maduracién vy
senescencia. Finalmente, al reducir la temperatura de conservacién disminuye el
potencial hidrico de la atmésfera de la cdmara por lo que la transpiracion del fruto sera

menor y se reducirdn las pérdidas de peso.

Por todo ello, los productos vegetales necesitan ser almacenados a bajas
temperaturas tan pronto como sea posible después de la recoleccién y mantener la
cadena de frio durante todo el proceso de manipulaciéon, empaquetado, conservacion,
transporte y venta. Asi pues, es la tecnologia de conservacidon post-recoleccion mas
antigua y la mas usada en todo el mundo (Valero y Serrano, 2010). Sin embargo, frutos
y vegetales tropicales y subtropicales son susceptibles a los tratamientos con

temperaturas bajas, ya que sufren dafos por frio, y su temperatura 6ptima de
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conservaciéon no puede ser tan baja como seria deseable, oscilando entre 8-12 °C

dependiendo de la especie y variedad (Wang, 2010).

Sin embargo, la conservacién a baja temperatura en la mayoria de los casos no
es suficiente para mantener la calidad de los frutos el tiempo necesario para su
transporte a lugares lejanos o durante un periodo de conservacién que permita evitar
la saturacion de los mercados, por lo que son necesarias nuevas tecnologias de
conservacion combinadas con el frio, entre las que destacamos las que se comentan a

continuacion.

1.5.2. Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos pueden ser una herramienta post-cosecha que
influye positivamente sobre determinados pardmetros fisiolégicos, bioquimicos,
nutritivos y de calidad, ya que inhiben el proceso de maduracién, e inducen resistencia
a los danos por frio, y por tanto, permiten extender el tiempo de almacenamiento y

comercializacion (Lurie, 1998; Paull y Chen, 2000).

El tratamiento térmico se aplica antes del almacenamiento a baja temperatura,
usando agua caliente, aire caliente o vapor caliente. La combinacién de tratamiento
térmico/tiempo de exposicidn para obtener los efectos deseados depende del tipo de
fruto. Asi, es necesaria una temperatura entre 39-53 °C y una duracién de 10 minutos-
12 horas para lograr un control de podredumbre efectivo en tomate, naranja, mango y
pera, y para reducir dafnos mecanicos antes de la manipulacién en ciruelas, mientras
que temperaturas mas altas actian como método de cuarentena para insectos (46-
58 °C). Ademas, es interesante destacar que en los ultimos afios, los tratamientos
térmicos han mostrado un efecto positivo sobre el incremento de propiedades
nutritivas y funcionales en algunos frutos tales como granada, tomate y mango (Valero

y Serrano, 2010).

En general, se prefieren tratamientos térmicos suaves (38-55 °C) para reducir el
proceso de maduracidon y/o mantener la calidad organoléptica del fruto, aunque la

duracion es muy variable, desde segundos (para manzana) a varios minutos (4-60 min),
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para granada, tomate, cereza, pitaya y mango, y hasta 12 horas para melocotdn

(Valero et al., 2002b; Serrano et al., 2004a; Valero y Serrano, 2010).

En frutos climatéricos, la inhibicién de la maduracién por calor puede estar mediada
por su efecto sobre la hormona de la maduracion, etileno, y las enzimas responsables
de su biosintesis ACS y ACO (Lurie 1998; Serrano et al., 2004c). EI mecanismo por el
cual el calor retrasa y/o inhibe la produccion de etileno es variable. Asi, temperaturas
en el rango de 35-38°C tienden a acumular ACC y a disminuir la produccidn de etileno,
debido a la inhibicién de la actividad ACC oxidasa. Sin embargo, mayores temperaturas
inducen menor concentracion de ACC, mediante la inhibicién de la actividad ACS. Esto
significa que ACS es menos sensible a los tratamientos térmicos que ACO. Ademas, las
diferencias en la respuesta al calor entre ACS y ACO pueden estar relacionadas con

diferencias en sus tasas de recambio (Paull y Chen, 2000).

1.5.3. Tratamientos con calcio

El calcio es un nutriente esencial de la planta con funciones estructurales
importantes, concretamente, la regulacién de la permeabilidad de la membrana y
procesos relacionados y el fortalecimiento de las paredes celulares. Los tratamientos
con calcio representan un método seguro y potencialmente efectivo para incrementar
la calidad y vida de almacenamiento en una amplia gama de especies frutales, ya que
reducen el deterioro, ablandamiento, produccion de etileno y tasa de senescencia. Las
aplicaciones de calcio pueden realizarse por tratamientos pre-cosecha en el sistema de
irrigacién o por pulverizacién de la copa del arbol con soluciones de calcio, aunque
estos tratamientos son mas efectivos cuando se aplica el calcio directamente en la
superficie del fruto, ya que se produce poca o nula translocacién de calcio de las hojas
al fruto (Kadir, 2004). Por otro lado, el calcio puede ser aplicado como tratamientos
post-cosecha, por inmersidn de frutos en soluciones de sales de calcio o por infiltracién
a vacio. Sin embargo, se producen algunos dafios si se aplica calcio a elevadas
concentraciones (Valero et al., 1998; Ferguson y Boyd, 2001; Serrano et al., 2004c;
Bakshi et al., 2005). El efecto mas importante de los tratamientos con calcio es mejorar
la firmeza del fruto debido a la formacidn de puentes cruzados entre sustancias

pécticas de la [dmina media y el Ca, dando lugar a la estabilizacidn de la pared celular
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de la planta y a la proteccién frente a enzimas hidroliticas de la pared celular,
especificamente de enzimas pectoliticas como B-GAL y PG (White y Broadly, 2003;
Serrano et al., 2002; 2004c).

Ademas, el tratamiento con calcio hace al fruto menos susceptible a los dafios
mecanicos durante el procesamiento, manipulacién y envasado, como se observd en
limén (Martinez-Romero et al., 1999) y ciruela (Serrano et al., 2004a). Ademas,
tratamientos post-cosecha con infiltracidon de calcio en papaya y fresa, retrasaron la
conversion de carbohidratos a azlcares, asi como la disminucion en AT, al reducir las
reacciones enzimaticas de la respiracién (Lara et al., 2004; Mahmud et al., 2008),
mostrando un retraso en el proceso de maduracién en estos frutos tratados. También
se ha encontrado un efecto positivo de estos tratamientos en mejorar el aroma de

manzanas tras la conservacion en refrigeracion (Ortiz et al., 2009).

Otros efectos beneficiosos de la infiltracion de calcio sobre la calidad post-
cosecha de frutos pueden estar relacionados con la funcion estabilizante del Ca** sobre
las membranas celulares dando lugar a un retraso en los procesos catabdlicos de
proteinas de membrana y fosfolipidos y a la reducciéon de fuga de iones durante el
almacenamiento post-cosecha de fruta (Picchioni et al., 1998). Como consecuencia se
mantiene o aumenta la presién de turgencia celular que contribuye a retrasar el
ablandamiento del fruto y la pérdida de peso durante el almacenamiento post-cosecha
como se ha observado en papaya (Eryani-Rageeb et al., 2009), que podria ser también
atribuido al efecto del calcio sobre la disminucion de la difusividad del vapor de agua a

través de la estructura de la pared celular.

Ademas, también se ha estudiado el papel del calcio sobre la reduccién de los
dafios por frio en mandarinas (D’Aquino et al., 2005), limones (Safizadeh et al., 2007) y
melocotones (Manganaris et al., 2007), y sobre la reduccién del pardeamiento, que se
produce como resultado de la oxidacion de los fosfolipidos de la membrana y de la
polimerizacién de polifenoles, con especial interés en los frutos cortados, como

manzanas, peras y melones (Martin-Diana et al., 2007; Alandes et al., 2009).

Los tratamientos con calcio también son efectivos controlando podredumbres
post-cosecha causadas por Penicillum expansum, Botrytis cinerea, Glomerella cingulata

y Gloeosporium en manzana y fresa, asi como en papaya, siendo el efecto mayor
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cuando el tratamiento con calcio se realiza mediante infiltracién a vacio comparado
con el de inmersion (Garcia et al., 1996; Lara et al., 2004; Mahmud et al., 2008). Se ha
observado una reduccién adicional de podredumbre por combinacién de tratamientos
térmicos y calcio en meldén cortado (Aguayo et al., 2008), mostrando que estos
tratamientos combinados pueden ser una alternativa util a los fungicidas quimicos en
el control de podredumbres post-cosecha. La infiltracion con cloruro calcico también
fue efectiva en Ila reduccion de la incidencia de enfermedad antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides) en papaya, de manera dosis dependiente de 1,5 a
3,5 %, siendo este efecto aumentado por el tratamiento combinado quitosano-calcio
(Eryani-Rageeb et al., 2009). La reducciéon de podredumbres en frutos tratados con
calcio se debe a la interaccidn entre las pectinas de la pared celular e iones de Ca™ que
mantiene la integridad estructural y fortalece de la pared celular, aumentando asi la
resistencia del tejido al ataque fungico y a las enzimas hidroliticas producidas por los
hongos, retrasando también el ablandamiento de los frutos (Lara et al., 2004; Eryani-

Rageeb et al., 2009).

Por otra parte, tratamientos pre-cosecha con soluciones de calcio han
mostrado ser efectivas retrasando la produccion de etileno y el proceso de maduracién
en frutos climatéricos, tales como tomate (Wills et al., 1997), persimon (Agusti et al.,
2004), peras (Gerasopoulos y Richardson, 1999), melocotdn y nectarina (Serrano et al.,
2004b) y manzanas (Recasens et al., 2004). Ademas, tratamientos post-cosecha con
calcio pueden inhibir la produccién de etileno y maduracién en frutos climatéricos,
tales como manzana y ciruela, siendo la produccién de etileno mas reducida conforme
aumentan las concentraciones de calcio. Este efecto ha sido atribuido al descenso en la

actividad de ACO (Serrano et al., 2004c).

Tratamientos con calcio también han sido efectivos reduciendo la produccion
de etileno inducida por dafios mecanicos. Esta produccidn de etileno es la llamada
produccién de etileno inducible por lesién y parece ser una respuesta general de los
tejidos vegetales a la lesién a través de una activaciéon de ACS y ACO (Kato et al., 2000;

Serrano et al., 2004a).
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1.5.4. Poliaminas

Las poliaminas (PAs) son cationes organicos que contienen grupos amino y
estdn presentes en todas las células eucariotas, tanto animales como vegetales. En
organos vegetales, las PAs estan implicadas en el crecimiento y diferenciacion de la
planta asi como en respuestas al estrés, siendo las PAs principales la putrescina (Put,
1,4-diaminobutano), espermidina (Spd, 1,8-diamino-4-azaoctano), y espermina (Spm,
1,12-diamino-4,9-diazadodecano). La Put es la mas abundante, mientras que Spm es la
mas policatidnica y tiene la mayor capacidad de eliminar radicales libres y de retardar
el deterioro de membranas mediante la interaccion con compuestos aniénicos de las

membranas y estabilizacién de la superficie de membrana.

La ruta biosintesis de PA en plantas esta relacionada con la ruta de biosintesis
del etileno (Kumar et al.,, 1997; Valero et al.,, 2002a), y ambas rutas comparten el
precursor comun SAM, aunque ejercen efectos opuestos en la maduracion vy
senescencia del fruto, ya que niveles reducidos de PAs han sido correlacionados con
incrementos en la produccion de etileno, maduracién del fruto y senescencia, mientras
gue concentraciones enddgenas elevadas de PAs estan asociadas con un retraso en
estos procesos. Por tanto, es crucial que exista un balance entre estos dos reguladores
opuestos del crecimiento para retrasar o acelerar la maduracidon y senescencia
(Serrano et al., 1996; Pandey et al., 2000; Valero et al., 2002a; Valero y Serrano, 2010).
En este sentido, varios experimentos han mostrado que aplicaciones exégenas de PAs
durante el periodo de crecimiento (pre-cosecha) pueden disminuir la produccién de
etileno y retrasar el proceso de maduracién en frutos como albaricoque (Paksasorn et
al., 1995), melocotdn (Bregoli et al., 2002), mango (Malik et al., 2003; Malik y Singh,
2006), nectarina (Torrigiani et al., 2004) y ciruela (Khan et al., 2008). Del mismo modo,
aplicaciones post-cosecha de PAs, por inmersién o infiltracién a vacio, mostraron un
retraso en la maduracién del fruto y extendieron la vida atil en varios frutos,
incluyendo manzanas ‘Golden Delicious’ y "Mclntosh’ (Kramer et al., 1991), mango
‘Kesington Pride’ (Malik y Singh, 2005), melocotén ‘Babygold-6’ (Martinez-Romero et
al., 2000), albaricoque ‘Mauricio’ (Martinez-Romero et al., 2002), arandano (Basiouny,
1996), ciruelas ‘Golden Japan’, ‘Black Diamond’, ‘Black Star’, ‘Santa Rosa’ y ‘Angelino’

(Pérez-Vicente et al., 2002; Serrano et al., 2003; Khan et al., 2008) y granada ‘Mollar de
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Elche’ (Mirdehghan et al., 2007a). Este efecto inhibitorio de las PAs sobre Ia
produccién de etileno puede ser atribuido tanto al mecanismo de biosintesis

competitivo entre etileno y PAs como a la inhibicidon de ACC sintasa y AC oxidasa.

Ademas, aplicaciones post-cosecha con Put ralentizaron el ablandamiento
durante la maduracidn a temperatura ambiente de ciruela ‘Angelino’, siendo este
efecto mayor conforme aumenté la concentracién de Put de 0,1 a 2 mM (Khan et al.,
2008), lo que se ha atribuido a la disminucién de la actividad de enzimas biosintéticas
de etileno, ACS y ACO, asi como a la disminucién de enzimas relacionadas con la pared
celular, tales como endo- y exo-PG, EGasas y PME. Otro mecanismo implicaria la
capacidad de las PAs de enlazar sustancias pécticas en la pared celular, produciendo
rigidez (Valero et al., 1999; Martinez-Romero et al., 2002; Pérez-Vicente et al., 2002).
Estos enlaces también bloquean el acceso de tales enzimas degradantes reduciendo la

tasa de ablandamiento durante el almacenamiento (Valero et al., 2002a).

Otro efecto de la infiltracion con PAs es retrasar la degradacion de la clorofila
en frutos como limdén, melén, ciruela y albaricoque, y por tanto, el cambio de color
durante el almacenamiento, que es un indicador de un retraso de la senescencia

(Martinez-Romero et al., 2002; Valero et al., 1998; Lester, 2000; Khan et al., 2008).

Las PAs estan también implicadas en la reduccidn de dafios por frio debido a su
capacidad para mantener la integridad de la membrana, tanto mediante la reduccién
de la temperatura de transiciéon de la membrana de la fase fluida a gel como por
retrasar la peroxidacion lipidica, dando lugar a un aumento en la viabilidad celular,
debido a su capacidad de unién de membrana y/o a sus propiedades antioxidantes.
Esta hipdtesis es apoyada por el hecho de que tratamientos con PAs exdgenas después
de la recoleccidn pero antes del almacenamiento refrigerado disminuyeron los dafios
por frio en frutos sensibles, tales como manzana (Kramer et al., 1991), calabacin
(Martinez-Téllez et al., 2002), mango (Kondo et al., 2003; Nair y Singh, 2004) y granada
(Mirdehghan et al., 2007). La reduccién de sintomas de dafio por frio en granadas fue
correlacionada con el aumento de niveles enddgenos de PAs, especialmente la
concentracion de Spd después del tratamiento con Put. Estas evidencias sugieren una
activacion de la ruta de biosintesis de PAs, con parte de la Put exdgena siendo utilizada

para transformarse en Spd usando S-adenosilmetionina Decarboxilasa (DCSAM),
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mientras que no se produjo la conversidon de Spd a Spm, ya que no se encontraron
aumentos significativos en Spm (Mirdehghan et al., 2007). Asimismo, también en
granadas se ha encontrado que las poliaminas retardaron el incremento en el indice de

maduracion (SST/acidez), asi como la pérdida de peso (Pareek et al., 2015).

1.5.5. 1-Metil ciclopropeno

El 1-MCP es un potente inhibidor de la accién del etileno y es capaz de
mantener la calidad post-cosecha en muchos productos horticolas frescos
(Blankenship y Dole., 2003). EI 1-MCP fue aprobado por la Agencia de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos (EPA) en 1999 para su uso en plantas ornamentales y
comercializado como Ethylbloc® y bajo el nombre comercial SmartFreshTM para los
productos horticolas comestibles con derechos de uso a nivel mundial de Rohm y Haas
y ahora transferidos a Agrofresh Inc, que es la empresa encargada de comercializar 1-
MCP a nivel industrial en todo el mundo. En 2005, la Unién Europea aprobd el uso de
1-MCP en los Estados Miembros como regulador del crecimiento de las plantas y

establecié un limite maximo de residuos (LRM) de 0,01 mg kg ™.

El 1-MCP actua inhibiendo la percepcion de etileno por los tejidos de la planta
mediante la interaccion con el receptor y compite con el etileno por los sitios de unidn
(Sisler y Serek, 1997) previniendo de este modo las respuestas etileno dependientes.
Su efectividad en la inhibicidén de la maduracidon del fruto depende de la concentracién
de 1-MCP aplicada, hasta la saturacion de los receptores, por los que tiene una
afinidad 10 veces superior a la del propio etileno (Blankeship y Dole, 2003). Al bloquear
la unién del etileno impide su accién hormonal, es decir, inhibe la biosintesis
autocatalitica de esta hormona y por tanto, la aceleracidn del proceso de maduracién,
por lo que éste se retrasa y las pérdidas de calidad debidas a procesos de
sobre-maduracién y senescencia se retrasan en el tiempo. Ademas, el 1-MCP también
tiene efectos beneficiosos sobre los dafios por frio. Se trata de un compuesto que no
es toxico a las bajas dosis necesarias para obtener efectos beneficiosos en los frutos,
ya que posee una DL50 en ratas de 2,5 mg L™ (EPA, 2002). Finalmente, es necesario
sefialar que: 1) la temperatura a la que se realiza el tratamiento con 1-MCP afecta a su

eficacia, la cual es mayor cuando el tratamiento se realiza a baja temperatura, 2) la

48



INTRODUCCION

concentracion o6ptima depende del fruto, aunque en general son suficientes
concentraciones inferiores a 0,5 ppm, 3) el efecto del 1-MCP deja de producirse
cuando se sintetizan nuevos receptores de etileno durante el periodo de conservacién

(Blankenship y Dole., 2003; Valero y Serrano, 2010)

Ademas, es interesante destacar que el porcentaje de inhibicién de etileno por
1-MCP estd inversamente correlacionado con el valor maximo de produccién de
etileno en el pico climatérico de cada fruto particular. Asi, en frutos con una baja
produccién de etileno (como la ciruela ‘Golden Japan’, <0,5 nL g* h™) el tratamiento
con 1-MCP produjo la mayor tasa de inhibicion de etileno (mas del 95%). Por el
contrario, en albaricoque ‘Currot’ que tiene una tasa de produccion de etileno en el
pico climatérico de > 40 nL g™ h™, se observé una inhibicion inferior al 40%. Por tanto,
se deben tener en cuenta el tipo de fruta, la variedad y la produccion maxima de
etileno en el pico climatérico para calcular la dosis necesaria de 1-MCP que hay que
aplicar para obtener los efectos deseados (Martinez-Romero et al., 2007; Valero y

Serrano, 2010).

Ademas, también el efecto del 1-MCP es mayor en frutos menos maduros que
cuando se aplica a frutos en un estado de maduracidn avanzado, como ocurre en
ciruelas (Valero et al., 2003) y tomates (Guillén et al., 2006; Guillén et al., 2007), asi
como cuando se aplica a frutos manipulados y envasados en cajas de cartén
perforadas en comparaciéon con el tratamiento de ciruelas a granel (antes de la
manipulaciéon y envasado) (Valero et al.,, 2004). Ademads, se han observado efectos
positivos de la aplicacion de 1-MCP sobre los dafios por frio en ciruelas tanto en
variedades climatéricas como en las variedades con climaterio suprimido (Candan et

al., 2008).

La aplicacién de 1-MCP también tiene efectos beneficiosos en varios frutos no
climatéricos tales como cereza, citricos y fresa. Asi, tratamientos con 1-MCP de fresas
condujeron al mantenimiento de la firmeza y color del fruto, pero incrementaron el
desarrollo de enfermedades (Jiang et al., 2001). En cerezas, el 1-MCP estimulé de
forma transitoria la evolucion de etileno pero no tuvo impacto sobre la tasa de
respiracion, ablandamiento o cambios de color (Gong et al., 2002). El 1-MCP mantuvo

o retrasé las pérdidas de verdor en citricos, incluyendo naranja, mandarina y lima, lo
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que es una caracteristica deseable para una mejor comercializacién (Jomori et al.,

2003).

1.5.6. Envasado en atmadsfera modificada

El envasado en atmdsfera modificada (MAP) consiste en sellar cierta cantidad
de frutas o verduras usando films plasticos con permeabilidad selectiva del O,, del CO,
y del vapor de H,0, de manera que la actividad respiratoria del producto ocasiona una
variacion del entorno gaseoso. Los frutos y vegetales una vez recolectados siguen
respirando y transpirando. La respiracion de los productos aumenta la concentracion
de CO,y disminuye la concentracién de O, dentro de los envases, mientras que la tasa

de transpiracién aumenta la presién de agua.

La creacién y mantenimiento de una atmdsfera éptima dentro del envase MA
depende de la tasa de respiracion del producto y de la permeabilidad del film al O, y
CO,, estando ambos afectados por la temperatura (Kader et al., 1989; Beaudry et al.,
1999). Las concentraciones de O, y CO, dptimas para cada fruto o vegetal dardn lugar a
su maxima vida de almacenamiento (Beaudry 1999; 2000; Watkins, 2000; Artés et al.,
2006; Sandhya, 2009). Sin embargo, cuando el nivel de O, disminuye por debajo de su
valor critico, da lugar a la respiracién anaerobia en los tejidos vegetales, teniendo
efectos perjudiciales sobre la calidad del fruto. Por otro lado, cuando el nivel de CO, se

eleva por encima de un valor critico, el producto desarrolla trastornos fisiolégicos.

Entre las respuestas metabdlicas primarias a la baja concentracion de O,, se
incluye la reduccién en la respiracién y una disminucién en la degradacién de almiddn
y consumo de azucar, dando lugar a la reduccion de la tasa de deterioro tisular,
alargando asi la vida de almacenamiento del producto. Ademas, en frutos climatéricos
como mango y papaya, también se observa un retraso en el pico de respiracion (Yahia,
2006; Singh y Rao, 2005). Entre las respuestas metabdlicas secundarias a la baja
concentracion de O,, se incluye una reduccion en la biosintesis y percepcion de etileno.
De hecho, bajas concentraciones de O, son conocidas por inhibir la actividad ACO,
siendo este efecto dependiente de la concentracion de ACC, ya que aumenta la Km de

la enzima. Ademas, el oxigeno ejerce un efecto sobre la percepcién de etileno, que se
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reduce a medida que disminuye la concentracién de O,. Por lo tanto, en frutos
climatéricos, las concentraciones de O, no son lo suficientemente bajas como para
reducir la tasa de respiracién, pero reducen la tasa de maduracién a través de un
efecto mediado por el etileno (Abeles et al., 1992). Por otro lado, el CO, es un
antagonista de la accion del etileno que impide su sintesis autocatalitica. De hecho,
niveles de CO, mayores del 1 % disminuyen o inhiben la biosintesis de etileno y por
tanto, retardan la maduracion y deterioro del fruto, siendo estos efectos afadidos a

aquellos que se producen en atmdsferas de O, reducidas (Artés et al., 2006).

La modificacion en la concentracion de gases en el interior de un envase MAP
da lugar a la reduccidn de la pérdida de peso, la tasa de respiracién y la produccién de
etileno, asi como al retardo de propiedades relacionadas con el proceso de
maduracion, y a su vez, permite mantener la calidad post-cosecha durante largos
periodos (Alam et al., 2006; Artés et al., 2006; Valero y Serrano, 2010). Asi, el MAP
retrasa la maduracién y senescencia en distintos frutos incluidas manzanas (Moodley
et al., 2002), uvas de mesa (Martinez-Romero et al., 2003b; Artés-Hernandez et al.,
2006), cerezas (Remodn et al., 2000; Petracek et al., 2002; Kappel et al., 2002; Spots et
al., 2002; Tian et al., 2004; Serrano et al., 2005b; Wani et al., 2014), nispero (Amords et
al., 2008), litchi (Sivakumar y Korsten, 2006), papaya (Gonzdalez-Aguilar et al., 2003),
fresas y frambuesas (Lange, 2000;Nielsem y Leufvén, 2008) y ciruelas (Diaz-Mula et al.,

2011), entre otros.

Las pérdidas de peso debidas a la tasa de transpiracién se ven reducidas con el
uso de MAP puesto que los films usados tienen pequena difusidon al vapor de agua vy la
atmadsfera interna del envase adquiere una presion de vapor de agua cerca de la
saturacion, disminuyendo asi la transpiracién de los tejidos vegetales y por
consiguiente, las pérdidas de peso. Se obtuvieron reducciones en las pérdidas de peso
en distintos frutos envasados en MAP como brécoli (Serrano et al., 2006), nispero
(Amords et al., 2008), uvas de mesa (Martinez-Romero et al., 2003b), nectarinas
(Retamales et al., 2000), melocotones (Akbudak y Eris, 2004) y cerezas (Kappel et al.,
2002; Serrano et al., 2005b; Wani et al., 2014) y ciruelas (Diaz-Mula et al., 2011).

En la evolucidn del color de frutos almacenados bajo condiciones MAP se

produce un retraso asociado con el proceso de maduracidn post-cosecha, como se ha

51



INTRODUCCION

observado en mango (Pesis et al., 2002), uva de mesa (Martinez-Romero et al., 2003b),
nispero (Amorés et al., 2008), brécoli (Serrano et al., 2006) y ciruelas (Diaz-Mula et al.,
2011). Ademas, en cerezas mantiene el color y su intensidad (brillo), y mantiene el
color verde de los pedunculos (Wargo et al., 2003; Tian et al., 2004; Serrano et al.,
2005b; Kahlke et al., 2009;). La conservacion del color puede ser atribuida a que bajas
concentraciones de O, reducen la degradaciéon de clorofilas y el pardeamiento
inhibiendo a la enzima feoforbida oxigenasa y PPO (Beaudry, 2000), o por el retraso en

la biosintesis de carotenoides y antocianinas (Artés et al., 2006).

El MAP es también efectivo retrasando el ablandamiento y retrasando el
aumento del indice de maduracién en una amplia gama de frutos, como fresas (Garcia
et al., 1998), albaricoque (Pretel et al., 1993; 1999), kiwi (Agar et al., 1999), nispero
(Amords et al., 2008), melocotones y nectarinas (Akbudak y Eris, 2004), uvas de mesa
(Martinez-Romero et al., 2003b) y ciruelas (Diaz-Mula et al., 2011). Por otro lado,
también se ha mostrado su efectividad en la reduccion de podredumbres en algunos
frutos como melocotones y nectarinas (Akbudad y Eris, 2004) y cerezas (Tian et al.,
2001; Spots et al., 2002; Wani et al., 2014). Los beneficios del uso de MAP son mayores
en frutos tropicales ya que reducen la sensibilidad al frio (Yahia, 2006; Sandhya, 2010).
Asi, la aparicion de dafios por frio disminuyd en papaya (Singh y Rao, 2005), en
pimiento (Serrano et al., 1997), en melocotones (Hodges et al., 2004) y en ciruelas

“Friar” (Cantin et al., 2008; Guan y Dou, 2010).

Los niveles de CO, del MAP en cerezas no parecen influir en la tasa de
respiracion o de produccion de etanol o acetaldehido (Jaime et al., 2001; Petracek et
al., 2002). Sin embargo, concentraciones de CO, mayores del 30% son asociadas con
decoloraciones marrones en la piel y malos sabores. La solubilidad del CO, disminuye
drasticamente con el aumento de temperatura, por lo tanto, la temperatura de
almacenamiento del producto debe mantenerse tan baja como sea posible, y debe
encontrarse la concentracién de O, y CO, éptima para evitar pérdidas de calidad

(Padilla-Zakour et al., 2007; Conte et al., 2009).

El aumento del contenido total de antocianinas que se produce en las cerezas
se retrasa ligeramente con el MAP durante el almacenamiento (Remdn et al., 2000;

Padilla-Zakour et al., 2007; Conte et al., 2009). Este efecto puede ser debido a que las
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concentraciones de CO; en el espacio de cabeza pueden inhibir la actividad enzimatica
de la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la glucosiltransferasa (GT), favoreciendo la
estabilidad del color durante el almacenamiento (Rocha et al., 2001; Remén et al.,

2004).

1.5.7. Recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles pueden ser definidos como una capa delgada
de material que cubre la superficie del alimento y puede consumirse como parte del
producto entero. La aplicacidon de un recubrimiento comestible sobre la superficie del
fruto modifica la atmdsfera interna de la misma manera que hace el film de plastico,
mediante el incremento de la concentracion de didxido de carbono y disminucién de
oxigeno. El éxito de los recubrimientos comestibles para frutos depende
principalmente de la composicién del recubrimiento, de manera que pueda
proporcionar una composicion gaseosa interna deseable que sea apropiada para un
producto especifico. Ademas, si un recubrimiento es demasiado grueso puede producir
efectos perjudiciales debido a una concentracidén interna de oxigeno por debajo de un
nivel deseable y beneficioso y un aumento asociado de la concentracion de didxido de
carbono por encima de un nivel critico tolerable. Con caracter general, la
permeabilidad del oxigeno de la mayoria de recubrimientos comestibles es menor que
la de los films de plastico convencionales (Park, 1999). De acuerdo con las Directivas
Europeas (ED, 1995; 1998) y el Cédigo de Regulaciones Federales de EE.UU (FDA, 2006)
los recubrimientos comestibles deben ser formulados con aditivos de grado
alimentario, y la cantidad de ingredientes usados debe ser sélo la necesaria para
cumplir el efecto previsto, y los ingredientes deben ser GRAS vy estar listados en el

codigo anteriormente citado.

El recubrimiento a base de biopolimeros se define como embalaje que contiene
materias primas procedentes de fuentes agrarias y marinas. Hay tres biopolimeros de
estas categorias: a) extraidos directamente de materias primas naturales, tales como
almidon, celulosa, proteinas y procariotas marinos, b) producido por sintesis quimica a
partir de monémeros bioderivados, y c) producida por microorganismos tales como

hidroxibutirato y hidroxivalerato (Cha y Chinnan, 2004). Los componentes de films o
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recubrimientos comestibles pueden ser divididos en tres categorias: hidrocoloidales,
lipidos y compuestos. Los hidrocoloidales incluyen proteinas del suero de la leche,
como caseina, y zeina, y polisacaridos, tales como almiddn, alginato, derivados de
celulosa, quitosano y agar. Los lipidos incluyen ceras, acilgliceroles y dcidos grasos. Los
compuestos contienen tanto componentes hidrocoloidales como lipidicos. La eleccién
de materiales para un film o recubrimiento depende en gran medida de la funcién

deseada (Srinivasa y Tharanathan, 2007; Acevedo et al., 2012).

Tradicionalmente, los recubrimientos comestibles han sido usados como una
barrera para minimizar las pérdidas de agua y retrasar la senescencia natural de frutos
recubiertos mediante la permeabilidad selectiva a los gases. Sin embargo, la nueva
generacién de recubrimientos comestibles esta siendo especialmente designada para
permitir la incorporacién y/o liberaciéon controlada de antioxidantes, vitaminas,
nutracéuticos, y agentes antimicrobianos naturales por medio de la aplicacion de
tecnologias prometedoras como nano encapsulacién y capa por capa (Vargas et al.,

2008).

Los recubrimientos comestibles a base de alginato han sido efectivos en el
retraso de la maduracidon y el mantenimiento de la calidad post-cosecha en varios
frutos como tomate (Zapata et al., 2008), y melocoton (Maftoonazad et al., 2008).
Ademads, tratamientos de tomates con alginato junto con aceites esenciales fueron
mas efectivos en la reduccion de los procesos de maduracién que con alginato solo
(Zapata et al.,, 2010). Del mismo modo, los tratamientos con alginato también
mostraron ser una herramienta efectiva en el retraso del proceso de maduracién post-
cosecha manifestado por una reducciéon de cambios de color, pérdidas de acidez y
firmeza y tasa de respiracién, asi como por su efecto positivo en el mantenimiento de
una mayor concentracion de fenoles totales y ATT en cerezas (Diaz-Mula et al., 2012) y

ciruelas (Valero et al., 2013).

Asimismo, tomates recubiertos con alginato o zeina mostraron menor tasa de
respiracion y produccién de etileno que los tomates control, con una concentracion
dos veces menor del precursor de etileno. Ademas, la evolucién de los parametros
relacionados con pérdidas de calidad de tomate, tales como ablandamiento, evolucién

del color y pérdida de peso se retrasd significativamente (4-6 dias de media) en los
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tomates recubiertos en comparacion con los controles. La concentracidén de azucares,
acidos orgdnicos (especialmente el acido ascdérbico) y las calificaciones del anlisis
sensorial se mantuvieron en niveles mucho mas altos al final del almacenamiento en

tomates tratados que en los control (Zapata et al., 2008).

En los Ultimos afios, los esfuerzos de investigacidn se han centrado en el disefio
de nuevos recubrimientos ecoldgicos a base de polimeros biodegradables, que no sélo
reducen los requisitos de embalaje, sino que también conducen a la conversién de los
subproductos de la industria alimentaria en el valor afiadido de los componentes
formadores de films. Entre estos nuevos materiales para los recubrimientos
comestibles se encuentra el gel de Aloe vera, que esta compuesto principalmente de
polisacaridos y azlcares solubles seguidos por proteinas, vitaminas y minerales (Eshun
y He, 2004), pero tienen un contenido bajo en lipidos, variando entre 0,07 y 0,42%
dependiendo de la especie de Aloe y de las condiciones climaticas durante su ciclo de
crecimiento (Zapata et al., 2013). El gel de Aloe vera fue el primero que se usé en uva
de mesa (Valverde et al., 2005) y cereza (Martinez-Romero et al., 2006) obteniéndose
resultados satisfactorios en términos de disminuir la pérdida de peso y la tasa de
respiracion durante el almacenamiento post-recoleccidon. Ademas, el gel de A. vera
retrasoé los cambios de color, ablandamiento y pérdidas de AT, manteniendo la calidad
del fruto junto con una reduccién del recuento de aerdbios mesoéfilos y mohos y
levaduras sin afectar las propiedades sensoriales de los frutos. Asimismo, se
obtuvieron raquis con mejor frescura, sin sintomas de pardeamiento y con menor
incidencia de podredumbre después de 35 dias de almacenamiento refrigerado
(Castillo et al., 2010). Ademas, la adicién de rosa mosqueta junto con A. vera inhibié la
produccién de etileno en mayor medida que el gel A. vera sélo, mejorando los efectos
beneficiosos del gel debido al retraso de la maduracién y mantenimiento de la calidad
post-cosecha de diversos frutos de hueso tales como melocotdn, nectarina, ciruela y

cereza (Paladines et al., 2014).
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1.6 DERIVADOS DE SALICILATOS: ACIDO SALICiLICO, ACIDO ACETIL
SALICILICO Y SALICILATO DE METILO

Existen diversos tratamientos post-cosecha con efectos beneficiosos para los
productos vegetales frescos que afectan a los procesos de maduracién vy su fisiologia,
como se ha comentado en el apartado anterior 1.5. Los consumidores, cada vez mas,
demandan métodos de conservacidén de alimentos con ausencia de residuos quimicos
o pesticidas, y por tanto, existe un creciente interés en el uso de compuestos
naturales. Estudios recientes han mostrado que el uso de moléculas sefial, tales como

los salicilatos, pueden ser introducidos como potentes alternativos a los quimicos.

El 3acido salicilico o 4d4cido 2-hidroxibenzoico (AS) y otros compuestos
relacionados, los salicilatos, han sido utilizados en medicina desde la antigliedad. En
1828 Johann Buchner aisld por primera vez una pequeiia cantidad de salicina, y fue en
1838 cuando Raffaele Piria llamo a este compuesto acido salicilico, nombre derivado
de la palabra latina Salix, el arbol de cuya corteza fue aislado por primera vez, corteza
gue se usaba para curar la fiebre de los pantanos. En 1874 se inicié la produccién
comercial de AS en Alemania (Raskin, 1992a; b), mientras que la Aspirina (acido acetil
salicilico), un andlogo cercano al AS, fue introducida por “Bayer Company” en 1898,
convirtiéndose en el primer medicamento anti-inflamatorio mas extensamente usado

durante afos.

El AS es un regulador enddgeno del crecimiento de las plantas de naturaleza
fendlica que posee un anillo aromatico con un grupo hidroxilo o un derivado funcional.
Ya fue al principio de los afios 90, cuando un estudio exhaustivo en hojas y estructuras
reproductivas de diferentes especies, confirmé la distribucion ubicua del AS en el reino
vegetal y fue cuantificado en 36 plantas pertenecientes a diversos grupos (Raskin et al.,

1990).

A principios de 1960, se sugirié que el acido salicilico en plantas se sintetizaba a
partir del acido cindmico por dos posibles rutas biosintéticas. Una via implica la
descarboxilacion de la cadena lateral de acido cindmico para formar acido benzoico,

que a su vez sufre 2 hidroxilaciones para formar acido salicilico, como se publicé para

56



INTRODUCCION

la planta del tabaco y el arroz. La otra via propuesta invierte los pasos e implica 2
hidroxilaciones de acido cinamico a acido o-cumarico que después se descarboxila
dando lugar a acido salicilico. Dos enzimas clave estan involucradas en la sintesis y
metabolismo del AS: 4cido benzoico 2-hidrolasa, que convierte el dcido benzoico en
AS, y AS-glucosiltransferasa, que cataliza la conversion de AS hasta AS-glucdsido

(Yalpani et al., 1993; Silverman et al., 1995).

Estudios mas recientes han propuesto otra ruta (Figura 9), la del acido
siquimico, basdndose en estudios realizados en Arabidopsis. Se han propuesto dos
caminos de sintesis a partir del corismato, un producto de la via del acido siquimico.
Una ruta es a través del isocorismato sintasa (ICS) en los cloroplastos, la cual se cree
gue es responsable de mas del 90 % del AS sintetizado durante la activacion de las
respuestas de estrés y es responsable de proporcionar resistencia local y RSA
(Wildermuth, et al., 2001). La otra ruta esta mediada por la enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL) en el citoplasma que convierte la fenilalanina en acido cindmico, que se
transforma en acido benzoico o acido o-cumarico, que son los precursores de AS

(Sharon-Asa, 2003).

Shikimate
J NH5*
coo- 3/000-
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O Jd —— A
\O COO- N
OH
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ICS Trans-cinnamic acid
COO—OH coo-
L ‘)
(o) COO- |Q‘/
Isochorismate Benzoic acid
IPL\ Cu0: / BA2H
> | OH
Salicylic acid

Fig. 9. Ruta metabdlica propuesta para la biosintesis de AS en plantas. Reproducido de (Sharon-Asa,

2003).

57



INTRODUCCION

El AS tiene la propiedad de formar conjugados con diversas moléculas por
diferentes vias: glucosilacion o esterificacion (Popova et al., 1997), metilacion,
conjugacién de aminoacidos, sulfonacion, hidroxilacion, etc., pero la mayoria de ellos
no son compuestos activos. La mayoria del AS sintetizado se convierte y es
almacenado como derivados biolégicamente inactivos ya que la acumulacién de AS
tiene consecuencias fisioldgicas adversas (Heidel et al., 2004). La mayoria del AS
producido en las plantas es glucosilado (SAG) y se cree que es la principal forma de
almacenamiento con el potencial de ser convertido de nuevo en AS mediante
reacciones enzimaticas catalizadas por la enzima AS B-glucosidasa (Lee et al., 1998;

1999).

Las primeras evidencias del papel hormonal del AS como se deben a Cleland y
Ajami (1974) quienes descubrieron su capacidad de inducir la floracién en Lemna gibba
G3 y Xanthium strumarium L. Posteriormente, se descubrié que el AAS en plantas de
tabaco, aumentaba su resistencia contra el virus del mosaico del tabaco (White et al.,
1979; Antoniw, 1980). Ademas, se observd un efecto inhibitorio en la biosintesis de
eitleno en ldminas del mesocarpo de manzana (Romani et al.,, 1989) y en cultivos
celulares de peras, mediante el bloqueo de la conversién de ACC a etileno (Leslie y
Romani, 1986). EI AS ha sido descrito como un compuesto efectivo, no tdxico e
inhibidor reversible de la biosintesis de etileno a concentraciones comparables con

aquellas encontradas en algunos tejidos vegetales (Raskin 1992b).

Asi pues, desde el afio 1992, el dcido salicilico (AS) se considera una potente
hormona vegetal (Raskin et al., 1992a), que juega un papel importante en la regulacién
de una gran variedad de procesos fisiolégicos durante el crecimiento y desarrollo de la
planta, en la interaccion de la planta con otros microorganismos y en su respuesta a
distintos tipos de estrés, tanto bidticos como abidticos (Raskin, 1992a, b; Yalpani et al.,
1994; Popova et al.,, 1997; Senaratna et al., 2000). Entre sus efectos fisioldgicos
destacan estimular la germinacion de semillas, el crecimiento del fruto, la glicélisis, la
floracion en plantas termogénicas (Klessing y Malamy, 1994), la captacién y transporte
de iones (Harper y Balke, 1981), la tasa fotosintética, la conductancia estomatica y la
transpiracion (Khan et al., 2003). No obstante, el efecto mas caracteristico del AS es la

induccion de la resistencia sistémica adquirida (RSA), que participa en la resistencia a
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enfermedades locales y endémicas en las plantas, activando los sistemas de defensa
en los tejidos infectados. Ademas el AS sintetizado como respuesta a la infeccidn se
transporta por el floema a otras partes sanas de la planta y en ellas también estimula
los sistemas de defensa, protegiendo asi a toda la planta de futuras infecciones
después del ataque patdgeno inicial (Enyedi et al., 1992; Alverez, 2000; Beckers et al.,
2006). Por otro lado, el AS modula la respuesta de las plantas frente a varios tipos de
estrés abidtico, tales como luz UV, sequia, salinidad, dafos mecanicos, estrés por frioy

shock térmico (Ding et al., 2001;Ding y Wang, 2003).

El dcido acetil salicilico (AAS), es un analogo al acido salicilico, en el que se
transforma espontdneamente al hidrolizarse. Por otro lado, el salicilato de metilo
(SaMe) es un derivado metilado, que es también una forma inactiva pero al ser volatil,
puede facilmente difundir a través de las membranas y actia como una molécula sefial
volatil a larga distancia. Asi, el salicilato de metilo (SaMe) se sintetiza como respuesta a
una infeccidn por patégenos y se transporta en estado gaseoso hacia tejidos sanos de
esa misma planta o incluso de plantas vecinas, y en esos tejidos desarrolla el sistema
de defensa RSA, de manera que esos tejidos sanos de la planta infectada o las plantas

vecinas pueden resistir y combatir la futura infeccion. (Hayat et al., 2010).

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en el uso de salicilatos como
tratamientos post-cosecha, debido a su potencial para reducir dafos por frio, como
“pitting”, decoloracidon vy susceptibilidad a las podredumbres, permitiendo asi
extender la vida util de productos vegetales. Asi pues, tratamientos post-cosecha con
AS redujeron los dafos por frio en tomate (Ding et al., 2002), platano (Kang et al.,

2003), ciruela (Luo et al., 2011) y granada (Sayyari et al., 2009).

El tratamiento de granadas con AAS también redujo los dafios por frio y
mantuvo los compuestos bioactivos y actividad antioxidante (Sayyari et al., 2011b). En
otros frutos tales como melocotén, los tratamientos con AS redujeron el deterioro del
fruto controlando la pérdida de electrolitos de la membrana celular, disminuyeron la
respiracion y produccién de etileno, aumentaron el contenido de malondialdehido,
mantuvieron la firmeza de la pulpa, y aumentaron la actividad de enzimas
antioxidantes (Han et al., 2003). Del mismo modo, la aplicacion de AS aumenté la

actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y POD) y disminuyé PPO, manteniendo
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la calidad de melocotdn durante el almacenamiento (Tareen et al., 2012), y aument? la
actividad antioxidante, compuestos bioactivos y sistema antioxidante en albaricoque

(Wang et al., 2015).

Concretamente, en cereza los tratamientos post-cosecha con AS 0 AASa 1 mM
retrasaron el proceso de maduracién y aumentaron los compuestos bioactivos y la
capacidad antioxidante (Valero et al., 2011). La aplicacion exdgena de AAS disminuyé
los sintomas de dafio por frio, inhibid la acumulacidn de radicales libres superéxido y
redujo la actividad de las enzimas CAT, PAL, CAD y G-POD (Cai et al., 2006), e inhibié la
sintesis de etileno, maduracion del fruto, acumulacion de ACC y aumento la actividad

de ACS y ACO en kiwi (Yin et al., 2013).

Se observd un comportamiento similar cuando se aplicaron tratamientos post-
cosecha con SaMe, que redujeron los dafios por frio, mejoraron la vida util y
aumentaron la capacidad antioxidante, y disminuyeron la incidencia de ataque fungico
en tomates cherry (Zhang et al.,, 2011), en granadas almacenadas (Sayyari et al.,

2011a), y en mangos y tomates (Glowacz y Rees, 2015).

Por tanto, tratamientos post-cosecha con salicilatos pueden ser herramientas
prometedoras e innovadoras para extender la vida atil de los frutos, aumentando su
capacidad para resistir a los distintos tipos de estrés post-cosecha, mediante la
aceleracién de la respuesta de ataque por patégenos flngicos, e incrementando su
resistencia a los dafios por frio. Las respuestas positivas estan a veces asociadas con el
aumento de la actividad de enzimas de defensa e incremento en el contenido de
compuestos bioactivos. Sin embargo, las respuestas parecen ser especificas del fruto y
variedad, y también dependen de otros factores, tales como el estado de desarrollo

del fruto, dosis del tratamiento y condiciones de almacenamiento.

Por el contrario, existe poca informacién sobre el uso de salicilatos en pre-
cosecha, y los existentes se enfocaron a analizar el efecto de estos tratamientos en la
induccion de los sistemas de defensa frente al ataque fungico. Asi, tratamientos pre-
cosecha con AS 2 mM redujeron significativamente el didmetro de lesién en cerezas
causada por Monilia fructicola y aumento la actividad de las enzimas B-1,3- glucanasa,
PAL y POD durante los primeros dias de almacenamiento, siendo mayor la eficacia de

los tratamientos pre-cosecha que la de los tratamientos post-cosecha (Yao et al.,

60



INTRODUCCION

2005). Tratamientos con AS también redujeron la podredumbre fungica en fresa, con
un efecto adicional manteniendo la calidad general durante la conservacion, y se
obtuvieron mejores resultados cuando se combinaron tratamientos pre- con post-
cosecha (Babalar et al., 2007). Ademas, aplicaciones de AS en naranja, incrementaron
el contenido de carotenoides, acido ascérbico, glutation, fenoles y flavonoides totales

en la piel y la pulpa durante el almacenamiento (Huang et al., 2008).

Sin embargo, en las cerezas no existe informacion del efecto de estos
tratamientos con salicilatos, aplicados durante la fase de desarrollo del fruto en el
arbol, en las caracteristicas de calidad de las cerezas, tanto en el momento de la
recoleccién, como en su conservacidon post-recoleccién, lo cual sera el objetivo

fundamental de esta Tesis.

61



UNIVERSITAS
Miguel
Herndandez




Capitulo 2.0bjetivos




UNIVERSITAS
Miguel
Herndandez




OBIJETIVOS

2. OBJETIVOS

De acuerdo con los antecedentes expuestos en la introduccién, el objetivo
general de esta Tesis es evaluar el efecto de los tratamientos de cerezos con acido
salicilico (AS) y sus derivados acido acetil salicilico (AAS) y salicilato de metilo (SaMe),
aplicados mediante espray foliar, sobre diferentes parametros relacionados con la
calidad del fruto. Este objetivo es novedoso, ya que hoy en dia no existe conocimiento
del efecto de estos tratamientos aplicados en pre-cosecha y tan sélo hay algunas

evidencias de estos tratamientos aplicados en post-recoleccién.

Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes objetivos parciales:

1) Determinar la concentracion mas efectiva de AS, AAS y SaMe sobre la calidad de la
cereza en el momento de la recoleccidon, asi como su efecto en la evolucion del
proceso de maduracion en el arbol de este fruto. Para la consecucidn de este objetivo
se aplicardn tres concentraciones de estos compuestos, 0,5, 1 y 2 mM, en tres
momentos claves del desarrollo de la cereza en el arbol (endurecimiento del hueso,
inicio de los cambios de color y una semana antes de la recoleccion), a dos variedades

de cereza, ‘SweetHeart’ y ‘Sweet Late’, cultivadas en una finca comercial en Jumilla.

El efecto de estos tratamientos se determinara mediante el analisis de
parametros fisioldgicos, como tasa de respiracidn y produccién de etileno, parametros
relacionados con la calidad organoléptica, como tamano del fruto, color, firmeza y
analisis sensorial, con la calidad nutritiva, sélidos solubles totales y acidez total y con la
calidad funcional, mediante el analisis del contenido en fenoles totales, antocianinas
totales y carotenoides totales asi como de la actividad antioxidante total (hidrosoluble
y liposoluble). Asimismo se analizard el efecto de los tratamientos en la actividad de las
enzimas antioxidantes catalasa (CAT), peroxidasa (POX), ascorbato peroxidasa (APX) y
superoéxido dismutasa (SOD), por su implicacién en la eliminacién de los radicales libres

de oxigeno, implicados en el proceso de maduracion y senescencia de los frutos.
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2) Determinar el efecto de estos tratamientos sobre la evolucién de los parametros
de calidad de las cerezas durante el almacenamiento post-recoleccién bajo
condiciones de refrigeracién. Para abordar este objetivo se seleccionard Ia
concentracion mas efectiva de estos compuestos, segun los resultados obtenidos en el
primer objetivo, y la evolucién de la calidad de estas cerezas tratadas durante la
conservacion post-recoleccidon se comparard con la de cerezas procedentes de arboles
controles no tratados. Este estudio se realizard con las dos variedades usadas en el
Objetivo niumero uno y con una variedad adicional, la ‘Lapins’, cultivada en una finca
comercial en el interior de Alicante y los pardmetros de calidad a analizar seran los

mismos que se han comentado anteriormente.

Los resultados esperables, de acuerdo con los antecedentes expuestos en la
introduccion, seran obtener frutos con mayor calidad y con mayor contenido en
compuestos antioxidantes, lo que supondrd un beneficio para la salud de los
consumidores, dado la relacién existente entre el consumo de frutos con elevado
contenido en antioxidantes y la disminucidon del riesgo de varias enfermedades
degenerativas. Asi mismo, es necesario destacar que estos compuestos son naturales,
considerados como GRAS y por tanto satisfacen la demanda de los consumidores hacia
el uso de estrategias de produccién y conservacion inocuas para la salud y tecnologias

mas respetuosas con el medio ambiente.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL Y DISENO EXPERIMENTAL

Los experimentos pre-cosecha se realizaron en dos afios consecutivos, en el

periodo primavera-verano de 2013 y 2014.

En 2013, se usaron dos variedades de cerezas, ‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late’,
cultivadas en una explotaciéon comercial de “Fincas Toli S.L” localizada en Jumilla
(38.473800 N, -1.323861 O, Murcia, Espafia). Se seleccionaron dos filas separadas, una
para cada variedad, y se seleccionaron 30 arboles de cada variedad segun un disefio
completamente aleatorizado. Se seleccionaron tres arboles completamente al azar
para cada variedad y tratamiento: control (agua destilada), acido salicilico (AS), acido
acetil salicilico (AAS) y salicilato de metilo (SaMe) a tres concentraciones (0,5, 1 y 2
mM). Los dos primeros y dos ultimos arboles de cada fila se consideraron arboles
guardia y cada grupo de los arboles tratados se separd por dos arboles sin tratar para
evitar contaminacién cruzada.Ambas variedades mostraron el mismo dia de la plena
floracion (20 de Febrero) pero las fechas de recoleccién comercial fueron 8 de Julio
(138 dias después de la plena floracién, DDPF) y 16 de Julio (145 DDPF) para "Sweet

Heart” y ‘Sweet Late’ respectivamente.

Los tratamientos AS, AAS y SaMe recién preparados (contenian ademas un
0,5 % de Tween 20) se aplicaron mediante pulverizacién foliar con un pulverizador
mecanico (7,5 L/arbol, que fue suficiente para humedecer toda la copa del arbol), y
fueron repetidos en 3 fechas clave del ciclo de crecimiento: T1 (lignificacién del hueso,
98 dias después de la plena floracion (DDPF), T2 (cambios de color iniciales, 112 DDPF)
y T3 (inicio de la maduracidn, 126 DDPF). Estas fechas correspondian con puntos clave
en el proceso de desarrollo del fruto, de acuerdo con experimentos previos (Diaz-Mula

et al., 2009).

Una semana antes del tratamiento T1, se etiquetaron 20 frutos de cada arbol

alrededor del perimetro ecuatorial, en el que se siguid el crecimiento del fruto a través
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de la medida del didmetro polar, ecuatorial y de sutura, para seguir su crecimiento y se
calculé el volumen del fruto segun estudios previos (Diaz-Mula et al., 2009).
Semanalmente, desde una semana antes del tratamiento T1 hasta la
recoleccién comercial, se recolectaron 20 frutos (similares a aquellos etiquetados
previamente) para cada arbol (o réplica) para realizar posteriores determinaciones
analiticas: peso del fruto, firmeza, color, SST, AT y tasa de respiracién. Todas las
cerezas fueron recolectadas en el estado de madurez comercial, de acuerdo con el
técnico de campo de la finca y basdndose en las caracteristicas propias de cada
variedad (tamafio, color y contenido en SST), usando la escala de color CTIFL para el
color visual. La escala de color CTIFL es una carta de color estandar del “Centre
Technique Interprofessionel de Fruits et Légumes” que oscila entre 1 (rojo claro) y 7

(negro), y dependiendo de la variedad se recolectara en un estado u otro.

En el momento de la recoleccién, se cogieron manualmente de forma aleatoria
100 frutos para cada variedad, arbol y tratamiento en los que se determinaron el peso
y tamafio y se realizé el analisis sensorial. Ademas, se cogieron unos 3 kg de cerezas de
cada uno de los tratamientos e inmediatamente se transportaron al laboratorio para
realizar los experimentos de almacenamiento post-cosecha. Se seleccionaron al azar
15 lotes de 20 frutos cada uno para cada tratamiento y variedad (sin defectos visuales
y homogéneos en tamafio y color), se pesaron y almacenaron a 2 °C durante 0, 7, 14,

21y 28 diasy HR del 85 % + 1 dia a 20 °Cy HR del 70 %.

Para cada fecha de muestreo, se tomaron 3 lotes al azar para realizar las
siguientes determinaciones analiticas: peso, color (croma), firmeza, contenido en
sélidos solubles totales (SST) y acidez total (AT). Ademas, se determind el contenido en
compuestos bioactivos (fenoles totales, antocianinas totales y carotenoides totales),
actividad antioxidante total (tanto en la fraccion hidrosoluble como liposoluble) y
actividad de las enzimas SOD, CAT, POD y APX. Estas determinaciones se realizaron en
frutos control y en aquellos de los arboles tratados con AS 0,5 mM, AAS 1 mM y SaMe
1mM, ya que fue con estas concentraciones con las que se obtuvieron los mejores
resultados sobre los parametros de calidad del fruto. Para ello, se corté en pequefias

piezas, la porcion comestible del fruto para cada lote para obtener una muestra
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homogénea, se congeld en N liquido, se mezclé y se almacend a -20 °C para realizar

las posteriores determinaciones por duplicado de cada una de las muestras

En 2014, ademas de las variedades ‘Sweet Heart” y "Sweet Late” cultivadas en
“Fincas Toli S.L”, se usé una variedad adicional "Lapins’, cultivada en una explotacién
comercial “Cerezas Aitana” localizada en Alcoy (38.780634 N, -0.443124 O, Alicante,
Espaiia). Ambos lugares presentan unas condiciones ambientales y climaticas similares,
y los cerezos se cultivaron con practicas de cultivo similares. Todas las variedades
fueron injertadas sobre un patréon “Santa Lucia 64” y en un marco de plantacion de 3 x

4 m.

Para realizar los tratamientos pre-cosecha en 2014, se seleccionaronal azar 10
arboles (réplicas) de cada variedad para cada uno de los tratamientos siguientes:
control (agua destilada), AS 0,5 mM, AAS 1 mM y SaMe 1mM, ya que estas fueron las
concentraciones con las que previamente se obtuvieron los mejores resultados en los
experimentos de 2013. Los dos primeros y dos ultimos arboles de cada fila fueron
considerados arboles guardia y cada uno de los arboles tratados fue separado por dos
arboles sin tratar para evitar contaminacion cruzada. Los tratamientos fueron

aplicados del mismo modo y repetido en las mismas fechas que en 2013 (T1, T2 y T3).

Todas las cerezas fueron recolectadas en el estado de madurez comercial, de
acuerdo con el técnico de campo de la finca y basdndose en las caracteristicas propias
de cada variedad (tamano, color y contenido en SST), usando la escala de color CTIFL
para el color visual que fue 5 para la variedad ‘Lapins’ y 4 para las variedades ‘Sweet
Heart’ y ‘Sweet Late’, de acuerdo con investigaciones previas (Diaz-Mula et al., 2009).
En el momento de la recoleccidn, se registrd la produccidn total de fruta, de cada uno
de los 10 arboles tratados o los controles, y la produccion fue expresada como
kilogramo por arbol. De cada arbol, se tomaron al azar 3 lotes de 100 frutos y se

usaron para calcular el peso del fruto en la recoleccion.

Se seleccionaron 300 frutos, homogéneos en color y tamaiio y sin defectos
visuales, para cada variedad de arboles control y tratados con AS 0,5 mM, AAS1 mMy

SaMe 1mM y agrupados al azar en 15 lotes de 20 frutos para cada tratamiento, los
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cuales fueron almacenados en una cdmara de refrigeracién en atmésfera normal a 2 °C
y HR del 85 % para realizar el experimento de almacenamiento como en el
experimento de 2013. Se tomod un lote al azar para cada réplica después de 0, 14 y 28
dias de almacenamiento refrigerado y se mantuvo durante 1 dia a 20 °Cy HR del 70 %,

después del cual se realizaron las determinaciones analiticas.

3.2. DETERMINACIONES ANALITICAS

3.2.1. Tasa de respiracion

Para determinarla tasa de respiracién se utilizé el sistema estatico propuesto por
Kader (1992) que implica encerrar el producto en un recipiente de cierre hermético
por un periodo de tiempo. Para realizar estas medidas se introdujeron 20 frutos de
cada réplica, de peso conocido, en frascos de vidrio de 500 mL de capacidad con
tapadera de cierre hermético. Esta tapadera constaba de un septum, valvula de
material elastdmero, que permitio, transcurridos 30 minutos, tomar una muestra del

aire de cabeza de los botes con jeringas de 1 mL cada una.

La tasa de produccion de CO, se cuantificé usando un cromatégrafo de gases
Shimadzu™ GC-14B con un detector de conductividad térmica (TCD) y una columna de
relleno concéntrica CTR | (ALLTECH), con las siguientes condiciones de trabajo:
temperatura del horno de 35 °C, temperatura del inyector de 120 °C, temperatura del
detector de 120 °C y flujo del gas portador (Helio) de 65 mL/min. Se realiz6 una
calibracion con patrén externo usando aire atmosférico, cuya concentracion de CO, es
0,036 %. El cromatdgrafo estaba conectado a un ordenador personal con un programa
informatico especifico para el registro de los cromatogramas y su integracion que

permite la cuantificacion.

El CO, producido como consecuencia del metabolismo se acumula y puede
calcularse conociendo el peso del producto, el volumen del recipiente, y el tiempo que
permanece cerrado el envase. La concentracion de CO; en las muestras tomadas de los

frascos, se calculé comparando el area de integracién del pico de la muestra con la de
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los patrones utilizados de concentracion conocida. Los resultados para la tasa de

respiracion fueron la media + ES y se expresaron como mg CO, kg'1 h.

3.2.2. Pérdida de peso

El peso se determind mediante una balanza Radwag WLC 2/A2 (Radwag Wagi
Elektroniczne) con 2 cifras decimales de precisidn y se expresd en gramos. Se pesaron
los frutos cada dia de muestreo y se compararon con los pesos que poseian el dia 0. La
determinacién de pérdida de peso se expresd en % con respecto al peso inicial y los

resultados son la media * ES de los tres lotes.

3.2.3. Color

La medida de color se determind en la superficie de cada cara de los 20 frutos
para cada réplica, usando un colorimetro Minolta (CRC 200, Minolta Camera Co.,
Japon), usando las coordenadas ClELab y expresando los resultados como el indice
a*/b*, el indice croma (¥ a** + b*?) o el angulo Hue (arctg (b*/a*)). Los datos son el

resultado de la media * ES de 60 frutos.

3.2.4. Textura

La firmeza se determind independientemente en 20 frutos de cada réplica
usando un Texturdmetro TX-XT2i (Stable Microsystems, Godalming, UK) conectado con
un ordenador personal. Se realizé un ensayo de deformacion del fruto con un plato
plano de acero montado sobre el texturémetro. Este disco de acero se hace descender
hasta que contacta con la superficie del fruto y el equipo mide el didmetro del mismo.
A continuacién continua el descenso del disco y se aplica una fuerza hasta alcanzar una
deformacion del 3 % del didametro del fruto. Los resultados se expresaron como la

relacion fuerza-deformaciéon (N mm™) y fueron la media + ES.
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3.2.5. Homogeneizacion de muestras

Tras medir la textura de los 20 frutos de cada muestra se cortaron en trozos
pequeiios para obtener una muestra homogénea de cada réplica. Parte de la muestra
fue utilizada para realizar las determinaciones de SST y acidez total y el resto se guardd
en bolsas en el congelador (-20 °C) correctamente identificadas por variedad,

tratamiento y fecha de muestreo.

3.2.6. Sdlidos solubles totales

Los sélidos solubles totales (SST) se midieron por duplicado sobre el zumo
obtenido de 5 g de cada muestra mediante refractometria. Para ello se utilizé un
refractdmetro digital Atago PR-101 (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japdén) a 20 °C, y se

expresaron como g 100 g™ (media + ES).

3.2.7. Acidez titulable

La acidez total (AT) se determind por duplicado en el mismo zumo mediante
titulacion automatica con un pH metro 785 DMP Titrino (Metrohm) de sensibilidad
0,01 pH. Se valoré con NaOH 0,1 N hasta alcanzar un pH de 8,1, usando 1 mL de zumo
diluido en 25 mL de agua destilada. Los resultados son el valor medio + ES y se

expresaron como g acido malico equivalentes 100 g 1de peso fresco.

3.2.8. Fenoles totales

La extraccion de fenoles fue realizada como se describe en Tomas-Barberan et
al. (2001) con pequeiias modificaciones. En un tubo de centrifuga rodeado de hielo
picado se colocaron 2 g de pulpa de cereza, 10 mL de agua:metanol (2:8) conteniendo
FNa 2 mM (para inactivar la actividad de la polifenoloxidasa y prevenir la degradacion
fendlica). Se homogeneizé en un Polytron (IKA T18 basic, Ultraturrax) durante 1
minuto y se centrifugd a 15.000 x g en una centrifuga C30P (B. Braun Biotech
International) durante 15 minutos a 4 °C. Se tomd el sobrenadante y se guardd en

tubos Eppendorf para su posterior cuantificacién. Estas extracciones se realizaron por
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duplicado para cada una de las bolsas, como habia 3 bolsas de un mismo tratamiento,
se realizaron 6 extracciones por tratamiento y fecha de muestreo.

Para la determinacién del contenido en fenoles se usaron los extractos en
metanol y se cuantificaron usando el reactivo Folin-Ciocalteau que reacciona con los
fenoles dando un color azul caracteristico. En un tubo de ensayo se afiadieron 200 uL
de extracto de muestra, 300 pL de tampdn fosfato y 2,5 mL de reactivo Folin diluido
1/10. Se agitd y se dejo reposar durante 2 minutos. Posteriormente, se afiadieron 2 mL
de disolucidn 75 g/L de Na,COs para parar la reaccidn y se agitd. Se introdujeron los
tubos en un bafio a 50 °C durante 5 minutos.

Finalmente, se procedié a la lectura mediante espectrofotometria a 760 nm en
un espectrofotémetro UV-1700 Pharma Spec (Shimadzu). Se realizd una recta de
calibrado con el patrén acido galico. Los resultados fueron expresados como mg acido

gélico equivalentes (GAE) 100 g™ de peso fresco y fueron la media + ES.

3.2.9. Antocianinas

Las antocianinas totales se extrajeron y determinaron seguin Garcia-Viguera et
al. (1999) con pequefias modificaciones (Serrano et al., 2005). En un tubo de centrifuga
rodeado de hielo picado se afiadieron 5 g de pulpa de cereza, 15 mL de agua:metanol
(2:8) conteniendo FNa 2 mM (para inactivar la actividad de la polifenoloxidasa y
prevenir la degradacion fendlica). Se homogeneizd en un Polytron (IKA T18 basic,
Ultraturrax) durante 1 minuto y se centrifugd a 15.000 x g en una centrifuga C30P (B.
Braun Biotech International) durante 15 minutos a 4 °C. La purificacién se realizé
mediante un Sep-Pak C-18. En primer lugar se activo el Sep-Pak pasando a través de él:
5 mL de metanol HPLC, 5 mL de agua ultra pura y 5 mL de HCL 0,01 N. Con esto se cred
un ambiente polar para que las antocianinas se fijaran en el Sep-Pak. A continuacion se
pasaron 5 mL de sobrenadante de los tubos de centrifuga 3 veces consecutivas, 5 mL
de agua ultra pura para lavar las sustancias hidrosolubles y los antocianinas se
recogieron con 3 mL de metanol con un 1 % de acido clorhidrico. Estas extracciones se
realizaron por duplicado para cada una de las bolsas y como habia 3 bolsas de un

mismo tratamiento, se realizaron 6 extracciones por tratamiento y fecha de muestreo.
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El extracto obtenido se introdujo en una cubeta y se procedié a la lectura
mediante espectrofotometria a 520 nm en un espectofotometro UV-1700 Pharma
Spec (Shimadzu). Los resultados se calcularon como cianidin 3-glucésido equivalentes
(CGE) y se expresaron como mg equivalentes de cianidin 3-glucésido por 100 g de
peso fresco, teniendo en cuenta el coeficiente de extincion molar de esta antocianina
(e= 29.600 L cm-! mol™) y su peso molecular (449,2 g mol™?). Los resultados fueron la

media + ES.

3.2.10. Actividad antioxidante total

La actividad antioxidante total (AAT) fue cuantificada de acuerdo con Serrano et al.
(2009), que permite determinar en la misma extraccion, la AAT debida tanto a los
componentes hidrosolubles (AAT-H) como liposolubles (AAT-L). Brevemente, para cada
muestra, en un tubo de centrifuga rodeado de hielo picado se afladieron 2 g de tejido y
se homogeneizaron en 10 mL de tampdn fosfato 50 mM pH= 7,8 y 3 mL de acetato de
etilo. Se homogeneizd en un Polytron durante 1 minuto y se centrifugd a 15.000 rpm
en una centrifuga C30P (B. Braun Biotech International) durante 15 minutos a 4 °C.

La fase superior se usdé para determinar la AAT debida a los compuestos
liposolubles (AAT-L) y la fase inferior para la actividad antioxidante total debida a los
compuestos hidrosolubles (AAT-H). En ambos casos, la AAT se determiné usando el
sistema enzimatico compuesto por el croméforo 2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS), la enzima peroxidasa (HRP) y su substrato (peréxido de hidrégeno)
que genera radicales ABTS™ de color verde-azulado que pueden medirse
espectrofotométricamente a 730 nm. La disminucién de absorbancia después de
afadir el extracto de muestra fue proporcional a la AAT de la muestra. Se realizé una
curva de calibrado con Trolox (acido (R)-(+)-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametil-croman-2-
carboxilico) (0-20 nmol) de Sigma (Madrid, Espafia), y los resultados se expresaron

como mg de Trolox equivalentes (TE) 100 g™ de peso fresco.
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3.2.11. Carotenoides

Los carotenoides totales se extrajeron de acuerdo con Valero et al. (2011).
Brevemente, se extrajeron los carotenoides de 2 g de cereza con acetona y se agitaron
con éter dietilico y 10 % CINa para la separacion de las dos fases. La fase liposoluble se
lavé con Na,SO4 (2 %), se saponificd con 10 % KOH en metanol, y los pigmentos se
extrajeron posteriormente con éter dietilico, el cual se evaporé y después el residuo
seco se diluyd y enrasd con acetona hasta 25 mL.

Los carotenoides totales se estimaron mediante la lectura de absorbancia a 450
nm y se expresaron como mg de B-caroteno equivalentes (B-CE) 100 g de peso fresco,
teniendo en cuenta su coeficiente de extincién molar €= 2.560, y los resultados fueron

la media * ES.

3.2.12. Enzimas antioxidantes

Para obtener el extracto para el andlisis de enzimas SOD, CAT, APX y POD se
homogeneizaron 5 g de muestra congelada con 10 mL de tampdn fosfato 50 mM,
pH=7 conteniendo 1% (p/v) polivinilpirrolidona(PVP) y 1 mM 4&cido
etildiaminotetraacético (EDTA). El homogeneizado se centrifugé a 15.000 x g en una
centrifuga C30P (B. Braun Biotech International) durante 30 minutos a 4 °C y el

sobrenadante se utilizé para realizar los ensayos enzimaticos.

a) Peroxidasa (POD)

La enzima POD se determind segun publicaciones previas (Zapata et al., 2014), en
una mezcla de reaccién conteniendo tampodn fosfato 50 mM pH=7,0, H,0, 12 mM,
guayacol 14 mM y 100 pL de extracto enzimatico en un volumen total de 3 mL. Se
midio el incrementd de absorbancia a 470 nm, debido a la oxidaciéon del guayacol,
durante 1 minuto. Una unidad enzimatica (U) fue definida como el incremento de
absorbancia de 0,01 por minuto, y la actividad peroxidasa se expresé como U min‘mg

proteina™. Los resultados fueron la media * ES.
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b) Catalasa (CAT)

Para determinar la actividad catalasa se utilizé el protocolo descrito por Zhang et
al. (2013). Se afadieron100 pL de extracto a 2,9 mL de una mezcla de reaccidn
conteniendo H;0, 15 mM y tampdn fosfato 50 mM pH=7,0. La degradacién de H,0,
fue medida por la disminucién de absorbancia a 240 nm durante 1 min. Una unidad
enzimatica (U) fue definida como la disminucién de 0,01 de absorbancia por minuto, y
la actividad CAT expresada como U min*mg proteina™. Los resultados fueron la media

* ES.

c) Ascorbato peroxidasa (APX)

La cuantificacidn de la actividad ascorbato peroxidasa se realizd segun Zhang et al.
(2013). La mezcla de ensayo contenia tampon fosfato 50 mM pH= 7,0, acido ascorbico
0,5 mM y H,0, ImM. Se midié el descenso de absorbancia a 290 nm durante 1 min.
Una unidad enzimatica (U) fue definida como la cantidad de enzima que oxida 1 pmol
de ascorbato por minuto, y la actividad APX se expresé como U min™ mg protel'na'l.

Los resultados fueron la media + ES.

d) Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima SOD se determiné mediante la inhibicién de la reduccion
fotoquimica de nitro blue tetrazolium (NBT) en presencia de riboflavina como se
describe en Zhang et al. (2013) con pequefias modificaciones. La mezcla de reaccién
contenia tampdn fosfato 50 mM, pH 7,8, metionina 5 mM, EDTA 100 uM y 65 uM
nitro-blue-tetrazolium (NBT). A 2,9 mL de esta solucién se afiadieron 25 ulL de extracto
de enzima y 40 pL de ribloflavina 0,15 mM. La reaccidon comenzd cuando se afadio
riboflavina, y después de 50 minutos de incubaciéon a temperatura ambiente bajo luz
fluorescente (40 W, 10 min), se midid la formacién de formazan azul a 560 nm de
absorbancia. Una unidad (U) de actividad de SOD es definida como la cantidad de
enzima que causa el 50% de inhibicién de reduccién de NBT bajo las condiciones de
ensayo. Los resultados se expresaron como U mg proteina™. Los resultados fueron la

media * ES.
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3.2.13. Proteinas

El contenido total de proteinas en el extracto enzimdatico fue cuantificado segun
Bradford (1976). Este método permite afiadir un colorante acido, de color rojo, a una
solucion de proteinas. Cuando el colorante se une a las proteinas, el color rojo pasa a
azul y puede ser medido mediante espectrofotometria a 595 nm.

Para determinar la concentraciéon de proteina total presente en la muestra se
realizé una curva de calibrado empleando la proteina patrén seroalbumina bovina

(BSA) a las siguientes concentraciones: 10, 30, 50, 70 y 90 pg.

3.2.14. Analisis sensorial

El andlisis sensorial se realizd en el experimento de 2013 en frutos control y
tratados. Se seleccionaron diez panelistas, previamente entrenados con muestras
comerciales de cerezas, para llevar a cabo una caracterizacidn sensorial de los lotes
estudiados. De las 100 cerezas recolectadas en la ultima fecha de muestreo para cada
arbol (o réplica), variedad y tratamiento, se eligié una muestra de 5 frutos al azar, y se
presentaron a cada panelista para su evaluacién. El analisis descriptivo se realizd de
acuerdo con métodos estandar internacionales (ISO 4121-2006, 2006) para evaluar la
apariencia, color de la piel, sabor de la cereza, dulzor, acidez y firmeza mediante el uso

de una escala numerada de 1 (pobre) a 10 (excelente).

3.2.15. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a andlisis de varianza (ANOVA). Las fuentes
de variacion y los test utilizados quedan especifican en cada una de las publicaciones

del capitulo 4 y de los articulos del capitulo 5.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los tratamientos de cerezos con
salicilato de metilo (SaMe) sobre las propiedades de calidad del fruto en el momento
de la recoleccién y durante el almacenamiento refrigerado. Los experimentos se
realizaron durante dos afios consecutivos usando dos variedades, ‘Sweet Heart’ y
‘Sweet Late’ en 2013, y tres variedades, ‘Sweet Heart’, ‘Sweet Late’ y ‘Lapins’ en 2014.
En los experimentos de 2013, se aplicé SaMe a tres concentraciones (0,5, 1y 2 mM) en
tres puntos clave del desarrollo del fruto y los resultados mostraron que la
concentracion 1mM fue la mas apropiada en términos de incrementar el tamafio del
fruto y los parametros de calidad (mejoré el color, la firmeza y sélidos solubles totales)
en el momento de la recoleccién. Los analisis sensoriales revelaron que las
calificaciones para la apariencia, firmeza y dulzor fueron mayores en las cerezas
tratadas con SaMe 1 mM que en las cerezas control. Por tanto, la concentracion 1 mM
fue la elegida para los experimentos de 2014, con la que se encontrd que los
tratamientos con SaMe no afectaron al rendimiento total del arbol. Tanto los frutos
control como los tratados con SaMe 1mM fueron almacenados a 2 °C y una humedad
relativa (HR) del 85 % durante 28 dias y los resultados mostraron que los tratamientos
pre-cosecha con SaMe retrasaron los procesos de maduracién post-cosecha,
manifestado por un menor grado en los cambios de color, y menor pérdida de acidez y
firmeza en frutos tratados con respecto a los controles, dando lugar al mantenimiento
de la calidad del fruto. En general, los tratamientos pre-cosecha con SaMe 1 mM en
tres puntos clave del crecimiento y maduracién de las cerezas mejoraron los atributos

de calidad del fruto en el momento de la recoleccién y después del almacenamiento
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post-cosecha, mostrando que SaMe podria ser una herramienta segura y respetuosa
con el medio ambiente, con una potencial aplicaciéon practica para mejorar la calidad

de las cerezas.

©2015 Elsevier B.V. Todos los derechos reservados.

Palabras clave: tamafio del fruto, firmeza, salicilato de metilo, sélidos solubles, cereza,

rendimiento.

1. INTRODUCCION

El acido salicilico (AS) es una hormona vegetal que presenta diversas funciones
reguladoras en el metabolismo de las plantas, tales como mecanismos de resistencia
frente a enfermedades y resistencia sistémica adquirida (RSA), al igual que influye en
otros parametros del desarrollo, como la germinacién de semillas, el establecimiento
de las plantulas, crecimiento celular, cierre estomatico, respuestas al estrés abidtico y
el rendimiento del fruto (Raskin, 1992; Vlot et al., 2009). El salicilato de metilo (SaMe)
es un compuesto volatil de las plantas sintetizado a partir del AS y juega también un
papel importante en los mecanismos de defensa de las plantas, desarrollo de las
plantas, procesos de maduracién del fruto y respuestas de las plantas frente a varios
factores de estrés abidtico (Hayat y Ahmad, 2007). Asi, tratamientos post-cosecha con
SaMe exégeno disminuyeron los dafios por frio en tomate (Fung et al., 2006), y mango
(Han et al., 2006), debido a la proteccion de la estructura de la pared celular y de las
membranas celulares de la disfuncién causada por los dafios de la peroxidacidon
lipidica. Del mismo modo, en granadas, los dafios por frio se redujeron por
tratamientos post-cosecha con SaMe debido al mantenimiento de la estructura de las
membranas y de su permeabilidad selectiva. Ademas, se mantuvieron otros
parametros relacionados con la calidad del fruto, tales como firmeza, sélidos solubles
totales (SST) y acidez total (AT) en frutos tratados con SaMe, mientras que se

produjeron pérdidas significativas en granadas control (Sayyari et al., 2011).
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La cereza (Prunus avium L.) es un fruto de hueso muy apreciado por los
consumidores debido a su excelente apariencia, precocidad y atributos de calidad,
especialmente aquellos relacionados con el color rojo brillante, firmeza, dulzor y flavor
(Diaz-Mula et al., 2009; Valero y Serrano, 2010; Serradilla et al., 2012).Para mejorar los
parametros de calidad de las cerezas en el momento de la recoleccién (tales como
tamafio, color, sélidos solubles totales y firmeza), se han empleado diversos
tratamientos pre-cosecha. Asi, el acido giberélico (sélo o combinado con Ca-
prohexadiona) aplicado en cerezos en distintos puntos de desarrollo del fruto dio lugar
a frutos con mayor peso y tamafo, SST y firmeza y mejord la resistencia al picado
(Zhang y Whiting, 2011; Einhorn et al., 2013). Ademds, tratamientos de cerezas con
acido oxalico (AO) a 0,5, 1 y 2 mM a los 98, 112 y 126 dias después de la plena
floracién (DDPF) dieron lugar a frutos con mayor volumen, peso, color, firmeza,
antocianinas totales, fenoles totales y actividad antioxidante que los encontrados en
los frutos control, aunque no se encontraron diferencias significativas en SST o AT
(Martinez-Espla et al., 2014). Tratamientos pre-cosecha con AS o acido acetilsalicilico
(AAS), aplicados en cerezos mediante pulverizacion foliar, también incrementaron el
tamafo del fruto, color, firmeza y actividad antioxidante en la recoleccién comercial
(Giménez et al., 2014). Por otro lado, tratamientos post-cosecha de cerezas con AS o
AAS retrasaron el proceso de maduraciéon post-cosecha, manifestado por un menor
grado en los cambios de color, menor pérdida de acidez y firmeza, y mantuvieron un
mayor contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante, dando lugar a
frutos con mayores atributos de calidad si los comparamos con los frutos control
(Valero et al., 2011). Sin embargo, las aplicaciones comerciales de tratamientos post-
cosecha para preservar la calidad del fruto son restrictivas, debido a las directivas
legales de los diferentes paises y se necesitan mds investigaciones para encontrar
tratamientos pre-cosecha con efectos sobre el mantenimiento de los atributos de
calidad del fruto durante el almacenamiento, especialmente en frutos que se
deterioran rapidamente, como son las cerezas (Esti et al., 2002; Alique et al., 2005;

Serrano et al., 2009).

Hasta donde sabemos, no existe literatura cientifica disponible sobre el posible

efecto del tratamiento con SaMe, ni en pre- ni en post-cosecha, sobre los atributos de
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calidad de las cerezas. Por tanto, este es el primer estudio en el cual se evalué el efecto
de tratamientos pre-cosecha con SaMe en cerezos para evaluar el rendimiento de la
cosecha y los pardmetros de calidad del fruto en el momento de la recoleccion y
durante el almacenamiento refrigerado durante largos periodos. En el experimento de
2013, se aplicaron tres concentraciones (0,5, 1 y 2 mM) de SaMe en las variedades
‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’ y en el ailo 2014 sélo se eligid y aplicé la concentracién

1 mM en las variedades ‘Sweet Heart’, ‘Sweet Late’ y ‘Lapins’.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Vegetal

Los experimentos se llevaron a cabo en una finca comercial “Fincas Toli S.L.”
localizada en Jumilla (Murcia, Espafia), con las variedades de cereza ‘Sweet Heart’ y
‘Sweet Late’, durante la primavera-verano de 2013 y 2014. Se realizé otro ensayo en
una finca comercial “Cerezas Aitana” (Alicante, Espafia) con la variedad de cereza

‘Lapins’ durante 2014.

2.2. Diseio Experimental

En el experimento de 2013 se seleccionaron dos filas separadas, una para cada
variedad, en la explotacién de “Fincas Toli S.L”. Se seleccionaron doce arboles de cada
variedad segun un disefio completamente aleatorizado con tres réplicas de un arbol
por tratamiento. Los tratamientos evaluados fueron: control (agua destilada) y
salicilato de metilo (SaMe) a 0,5, 1 y 2 mM. En 2014, se seleccionaron 10 arboles
(réplicas) de cada variedad completamente al azar para cada uno de los tratamientos
siguientes: control (agua destilada) y SaMe a 1mM, ya que esta fue la dosis con la que
previamente se obtuvieron los mejores resultados en el experimento de 2013. Para
ambos afios, los dos primeros y dos ultimos arboles de cada fila se consideraron
arboles guardia y cada uno de los arboles tratados fue separado por dos arboles sin
tratar para evitar contaminacién cruzada. Los tratamientos se realizaron mediante
pulverizacion foliar con soluciones de SaMe recién preparadas (conteniendo un 0,5 %

de Tween 20) usando un pulverizador mecanico (7,5 L/arbol, el cual fue suficiente para
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humedecer toda la copa del arbol). Este procedimiento se repitié en 3 fechas del ciclo
de crecimiento, que se correspondian con tres puntos clave en el proceso de desarrollo
del fruto, de acuerdo con experimentos previos: T1 (lignificacion del hueso), T2

(cambios de color iniciales) y T3 (inicio de la maduracién) (Fig. 1).

En el experimento de 2013, una semana antes del tratamiento T1, se
etiquetaron 20 frutos de cada arbol alrededor del perimetro ecuatorial, en el que se
siguio el crecimiento del fruto a través de la medida del didmetro polar, ecuatorial y de
sutura, y después se calculé el volumen de acuerdo con Diaz-Mula et al. (2009).
Semanalmente, desde una semana antes del tratamiento T1 hasta la recoleccién
comercial, se recolectaron 20 frutos (similares a aquellos etiquetados previamente)
para cada arbol (o réplica) para realizar posteriores determinaciones analiticas: peso
del fruto, firmeza, color, SST y AT. Todas las cerezas se recolectaron en el estado de
madurez comercial, de acuerdo con el técnico de la finca y basdndose en el color visual
usando la escala de color CTIFL, que fue 5 para la variedad ‘Lapins’ y 4 para las
variedades ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’, de acuerdo con investigaciones previas (Diaz-

Mula et al., 2009).

En el experimento de almacenamiento de 2013, se seleccionaron 300 frutos de
cada variedad procedentes de arboles control y tratados con SaMe 1mM, homogéneos
en color y tamaio y sin defectos visuales. Los 300 frutos se agruparon al azar en 15
lotes de 20 frutos, se pesaron y almacenaron a 2 °C y HR del 85 %. Se tomaron al azar
tres lotes después de 0, 7, 14, 21 y 28 dias de almacenamiento + 1 dia a 20 °C y HR del
70 % para realizar determinaciones analiticas. Ademas, se seleccionaron otros lotes de
100 frutos de cada arbol, tanto de arboles control como de arboles tratados con SaMe

1 mM, para realizar el andlisis sensorial.

En el experimento de 2014, se registrd la produccion total de fruta, de cada uno
de los 10 arboles tratados y de los controles, y la produccion fue expresada como
kilogramo por arbol. De cada arbol, se tomaron 3 lotes de 100 frutos al azar y se
usaron para calcular el peso del fruto en la recoleccién. Después, se seleccionaron 300
frutos, homogéneos en color y tamafio y sin defectos visuales, para cada variedad de
arboles control y tratados con SaMe 1 mM vy se agruparon al azar en 15 lotes de 20

frutos para su almacenamiento como en el experimento de 2013.
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2.3. Parametros de calidad del fruto

El color se determiné en la superficie de cada cara de los 20 frutos para cada
réplica, con un colorimetro Minolta (CRC 200, Minolta Camera Co., Japdn), usando las
coordenadas ClELab y expresando los resultados como el indice a*/b*. La firmeza se
determiné independientemente en 20 frutos de cada réplica usando un Texturémetro
TX-XT2i (Stable Microsystems, Godalming, UK) conectado con un ordenador personal,
con un plato plano de acero montado sobre el texturdmetro. Para cada fruto, se midié
su didmetro y se aplicd una fuerza hasta alcanzar una deformacion del 3% del diametro
del fruto. Los resultados se expresaron como la relacién fuerza-deformacién (N mm™)
y fueron la media + ES. Posteriormente, los 20 frutos de cada muestra se cortaron en
pequefias piezas para obtener una muestra homogénea para cada réplica. Los sdlidos
solubles totales (SST) se midieron por duplicado en el zumo obtenido de 5 g de cada
muestra con un refractometro digital Atago PR-101 (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japdn) a
20 °C, y se expresaron como g 100 g. La acidez total (AT) se determiné por duplicado
en el mismo zumo mediante titulacion automatica (785 DMP Titrino (Metrohm) con
NaOH 0,1 N hasta alcanzar un pH de 8,1, usando 1 mL de zumo diluido en 25 mL de
agua destilada, y los resultados se expresaron como g de acido malico equivalentes

100 g * de peso fresco.

2.4. Analisis sensorial

El analisis sensorial se realizd en el experimento de 2013 en los frutos control y
frutos tratados con SaMe 1mM. Se seleccionaron diez panelistas, previamente
entrenados con muestras comerciales de cerezas, para llevar a cabo una
caracterizacidn sensorial de los lotes estudiados. De las 100 cerezas recolectadas en la
ultima fecha de muestreo para cada arbol (o réplica), variedad y tratamiento, se eligié
una muestra de 5 frutos al azar, y se presentaron a cada panelista para su evaluacién.
El analisis descriptivo se realizé de acuerdo con métodos estandar internacionales (ISO
4121-2003, 2003) para evaluar la apariencia, color de la piel, sabor de la cereza, dulzor,
acidez y firmeza mediante el uso de una escala numerada de 1 (pobre) a 10

(excelente).
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2.5. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron segun un disefio completamente aleatorizado
para cada variedad, tanto de las variedades localizadas en Jumilla (‘Sweet Heart’ y
‘Sweet Late’) como en Alicante (‘Lapins’), o aifo. Para los experimentos de crecimiento
del fruto y maduracién en el arbol, el nimero de réplicas fue 3 y 10 en el afio 2013 y
2014 respectivamente. Para los experimentos de almacenamiento, se usaron 3 réplicas
para ambos afios. Las variables dependientes (color del fruto, firmeza, peso del fruto,
kg arbol™, SST, AT y volumen) se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) y realizé
una comparacion de medias usando el test de diferencia minima significativa de Fisher
(LSD) a p= 0,05. Los distintos errores experimentales se calcularon incluyendo el error
entre réplica de arboles, entre los frutos de un mismo darbol y entre los frutos de un
mismo lote. En el caso de los datos de la cosecha de 2014 (peso del fruto y kg arbol™),
se estudio el efecto del tratamiento (frutos tratados vs. frutos control) usando el test T
de dos muestras considerando varianzas iguales o desiguales segun el test Folded F.
Finalmente, los datos resultantes del analisis sensorial se analizaron usando el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis y las filas medias de variedades se compararon usando
el test de Dunn a p= 0,05. Debido a que estdbamos mas interesados en el efecto de los
tratamientos que en el efecto de la variedad o la interaccién, las pruebas estadisticas
se aplicaron de forma separada a cada variedad estudiada. Los datos de todos los

experimentos se analizaron usando Statistix 10 (Analytical Software, Tallahassee, FL).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Crecimiento del fruto en el arbol y rendimiento de la cosecha

En el experimento de 2013, se observd que el volumen de las cerezas aumentd
durante el desarrollo en el arbol, aunque fue generalmente mayor en aquellas cerezas
tratadas con las tres concentraciones de SaMe para ambas variedades, que se
estudiaron individualmente, siendo el efecto evidente desde la primera aplicacién (T1).
Ademas, debido a que el efecto de la interaccién dia-tratamiento no fue significativo
(p< 0,001) en ambas variedades, se estudid por separado el efecto del tratamiento
sobre el volumen del fruto para cada fecha de muestreo. En general, se obtuvieron

mayores efectos con la dosis 1 mM, con la que se consiguieron incrementos del
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volumen del fruto del 41 y 42 % para las variedades ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’,

respectivamente, en el momento de Ia

recoleccion (Fig.1). Se observé un
comportamiento similar cuando se estudiaron las curvas de peso del fruto (datos no
mostrados), siendo el tamafio final del fruto en el momento de la recoleccién
significativamente mayor en todos los frutos tratados con SaMe que en los frutos
control (Tabla 1). El efecto mas destacado se obtuvo con los tratamientos SaMe 0,5 y
1 mM para la variedad ‘Sweet Heart” y con las concentraciones 1 y 2 mM para la
variedad ‘Sweet Late” (Tabla 1). Basandose en los resultados de volumen y peso del
fruto, se eligié la concentracién 1 mM para realizar los experimentos en 2014. En ese
afio, se obtuvo un incremento significativo (p< 0,05) en peso del 12, 36 y 19 % para las
cerezas tratadas con SaMe 1mM de las variedades ‘Sweet Heart’, ‘Sweet Late’ y
‘Lapins’, respectivamente, con respecto a los controles (datos non mostrados). Sin
embargo, el rendimiento total, expresado como kg de fruto por darbol, no se vio
afectado (p> 0,05) por el tratamiento con SaMe, con una produccidn alrededor de 52,
35 y 27 kg por arbol, para las variedades ‘Sweet Heart’, ‘Sweet Late’ y ‘Lapins’,

respectivamente.

Sweet Heart Sweet Late
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Fig. 1 Efecto del tratamiento con salicilato de metilo (SaMe) a 0,5, 1 y 2 mM sobre el volumen del fruto
(mma) en las variedades ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’ durante el desarrollo del fruto en el arbol en el
experimento de 2013. T1, T2 y T3 muestran los dias de tratamiento. Los datos son la media * ES (grados

de libertad = 8).
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Tabla 1. Datos en la recoleccidn para el peso del fruto, acidez total (AT) y firmeza de dos variedades de

cerezas tratadas con Salicilato de metilo (SaMe) durante los experimentos de 2013.

Variedad AT (g 100 g'l) Firmeza (N mm'l)
0mM 7,07 a 1,59 a 2,89a
0,5 mM 9,11 b 1,53 a 3,18 b
‘Sweet Heart’
1,0 mM 9,02 b 1,69b 3,59 ¢
2,0 mM 8,61c 1,72 b 3,18 b
0mM 6,84 a 1,35a 2,61a
0,5 mM 8,14 b 1,40 ab 3,65b
‘Sweet Late’
1,0 mM 8,97 c 1,48 b 4,01c
2,0 mM 8,84 c 1,43 ab 4,03 c

Para cada columna y variedad, el valor medio con letras diferentes presentan diferencias significativas

de acuerdo con el test LSDo T a p = 0,05.

Los resultados muestran que tratamientos con SaMe podrian mejorar el
rendimiento econdmico de este cultivo, ya que aunque no se modificé el rendimiento
total, se obtuvieron cerezas mdas grandes, que son mas apreciadas por los
consumidores y alcanzan mayores precios en el mercado comparadas con las mas
pequefiias. Del mismo modo, tratamientos de cerezos con AS y AAS y tratamientos de
melocotoneros con AS (aplicados en tres fechas durante el ciclo de crecimiento)
aumentaron el peso del fruto sin efectos significativos sobre el rendimiento total (Ali et
al., 2014; Giménez et al., 2014; Hendricks et al., 2015). Sin embargo, el SaMe aplicado
a plantas de pimientos al principio de la etapa de floracidn, dio lugar a frutos con
mayor peso en el momento de la recoleccién, pero en este caso el rendimiento total
también aumenté debido a un incremento del nimero de frutos (Elwan y EI-Hamahmy,
2009). Estas diferencias de comportamiento pueden ser atribuidas al hecho de que en
las plantas de pimiento se produce una floracién continua durante el ciclo de
crecimiento, mientras que en cerezos existe una Unica etapa de floracion y los
tratamientos empezaron 98 DDPF. En conformidad, en olivos, la pulverizacion foliar

con AS incrementd el peso del fruto, tamafio y rendimiento debido a un aumento
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tanto en el numero de flores como en la densidad, puesto que los tratamientos se
realizaron un mes antes de la floracidon (El-Razek et al., 2013). Por tanto, podria ser
interesante investigar si tratamientos con SaMe aplicados en cerezos antes de la
floracion, combinados con tratamientos durante el crecimiento del fruto, serian
capaces de aumentar la produccidon del nimero de frutos por arbol aparte del tamaiio

del fruto.

3.2. Evolucion de los parametros de calidad del fruto durante el crecimiento y

maduracion en el arbol

En el experimento de 2013, el tratamiento, el DDPF y su interaccién, afecté
(p<0,05) al indice de color (a*/b*) en ambas variedades. Por ello, se estudio el efecto
de los tratamientos de forma separada para cada dia. En general, el indice de color
aumentd durante el desarrollo (Fig. 2), la evolucidn se retardd en cerezas tratadas con
SaMe, desde 112 y 133 DDPF y hasta 126 y 140 DDPF, para ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet
Late’, respectivamente. Sin embargo, en el momento de la recoleccion las cerezas de
ambas variedades tratadas con SaMe a 1 mM mostraron un indice de color
significativamente (p< 0,05) mayor comparado con los controles, mientras que no se
obtuvo un efecto significativo (p> 0,05) para las concentraciones de SaMe de 0,5 y

2 mM.
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Fig. 2 Efecto del tratamiento con salicilato de metilo (SaMe) a 0,5, 1 y 2 mM sobre el indice de color del
fruto (a*/b*) en las variedades ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’ durante el desarrollo del fruto en el arbol en
los experimentos de 2013. T1, T2 y T3 muestran los dias de tratamiento. Los datos son la media + ES

(grados de libertad = 8).

Con respecto a los SST (Fig. 3), también se observd un aumento continuo
durante el crecimiento y maduracién para todos los frutos control y tratados, aunque
la concentraciéon 0,5 mM de SaMe indujo un retraso significativo en la acumulacién de
SST en ambas variedades. Sin embargo, en el momento de la recoleccién, las cerezas
‘Sweet Heart’ tratadas tuvieron una concentracion de SST significativamente (p< 0,05)
mayor comparado con los controles (= 18,9 g 100 g™*) para todas las concentraciones
de SaMe aplicadas, encontrandose el mayor efecto con las concentraciones 1y 2 mM
de SaMe, para las cuales se alcanzaron concentraciones de SST cercanas a 21 g 100 g™
De forma similar, la concentracion de SST en ‘Sweet Late’ fue mayor en frutos tratados
gue en control, teniendo significativamente el mayor contenido en SST las cerezas

tratadas con SaMe 1 mM (20,25 + 0,20 g 100 g2).
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Fig. 3 Efecto del tratamiento con salicilato de metilo (SaMe) a 0,5, 1 y 2 mM sobre los sdlidos solubles
totales (SST, g 100 g'l) en las variedades ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’ durante el desarrollo del fruto en el
arbol en los experimentos de 2013. T1, T2 y T3 muestran los dias de tratamiento. Los datos son la media

+ ES (grados de libertad = 8).

De forma similar, la AT aumentd durante el ciclo de crecimiento pero sin
diferencias significativas entre las cerezas control y las tratadas, por lo tanto, sélo se
proporcionaron los datos de la ultima fecha de muestreo para este pardmetro de
calidad (Tabla 1). La AT en la fecha de recoleccion fue significativamente (p< 0,05)
mayor en las cerezas ‘Sweet Heart’ tratadas con SaMe 1 y 2 mM que en las control,
mientras que para la variedad "Sweet Late’ fue la dosis 1 mM la que dio frutos con
mayor AT. Por el contrario, la firmeza del fruto disminuyé durante el crecimiento y
maduracion en el arbol tanto en las muestras control como en las tratadas (datos no
mostrados), pero en el momento de la recoleccidn los tratamientos de cerezos con
SaMe dieron lugar a una firmeza del fruto significativamente mayor para ambas
variedades, especialmente con la concentracién 1 mM para ‘Sweet Heart” y con dosis

de 1y 2 mM para ‘Sweet Late’ (Tabla 1).

Los aumentos en las concentraciones de SST y AT y en la intensidad de color

rojo y las disminuciones en firmeza observadas en las variedades "Sweet Heart” vy
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‘Sweet Late” durante la maduracién en el arbol estan de acuerdo con publicaciones
previas en una amplia gama de variedades de cerezas (Serrano et al., 2005; 2009; Diaz-
Mula et al., 2009; Serradilla et al., 2012). En la recoleccidn, el tratamiento con SaMe
1 mM dio lugar a cerezas con mayor indice de color a*/b*, y por tanto estos frutos
también tendrian mayor concentraciéon de antocianinas que los control, ya que se ha
observado una estrecha relacién entre el aumento en el indice de color a*/b* y la
acumulacién de antocianinas en una amplia gama de variedades de cerezas (Diaz-Mula
et al., 2009; Serrano et al., 2009; Ballistreri et al., 2013). Sin embargo, de acuerdo con
el técnico de la empresa y basdandose en SST y color visual (usando la escala de color
CTIFL) la fecha de recoleccién fue la misma para todos los frutos (control y tratados)
aunque la determinacion analitica de color con el colorimetro Minolta (una
determinacion del parametro de color mas precisa) reveld diferencias significativas en
el color, que son atribuidas a los tratamientos. Ademas, los panelistas no encontraron
diferencias significativas en color entre cerezas control y tratadas (como se comentara
mas adelante), estando de acuerdo con el criterio del técnico. De forma similar al
color, los SST y la AT aumentaron durante el desarrollo en frutos control y tratados
aunqgue en la recoleccién la concentracion de SaMe 1 mM dio lugar a frutos con un
contenido en SST y AT significativamente mayor que en los frutos control para ambas
variedades. Es interesante resaltar que, los niveles de firmeza en el momento de Ia
recoleccidon también fueron significativamente mayores en cerezas tratadas con todas

las concentraciones de SaMe que en las controles.

No hay informacion disponible sobre el efecto de tratamientos pre-cosecha con
SaMe sobre los parametros de calidad del fruto, aunque existen algunas evidencias
con su analogo cercano AS. Por ejemplo, tratamientos pre-cosecha de naranjas con AS
(a 2, 4, 6 y 8 mM) incrementaron la firmeza del fruto y las concentraciones de B-
caroteno y licopeno y redujeron la podredumbre de la fruta en el momento de la
recoleccion (Huang et al., 2008; Ahmad et al., 2013). En uvas de mesa, otro fruto no
climatérico como las cerezas, tratamientos pre-cosecha con AS 2 mM indujeron bayas
con mayor firmeza que las control en el momento de la recoleccion (Khalil, 2014). En
estos frutos no climatéricos el proceso de maduracion en el arbol no se vio afectado

por tratamientos con AS y tanto los frutos control como los tratados fueron
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recolectados en la misma fecha. Asimismo, en los presentes experimentos, no se
observoé efecto del tratamiento con SaMe sobre la fecha en que las cerezas alcanzaron
su estado de madurez comercial, y los frutos control y tratados fueron recolectados en
la misma fecha. Sin embargo, en frutos climatéricos tales como melocotén, la
aplicacion pre-cosecha de AS (a 1, 2 y 3 mM) retraso significativamente el proceso de
maduracion en el arbol debido a la inhibicién de la produccion de etileno (Ali et al.,

2014).

Por tanto, puesto que los mejores resultados sobre la mejora de la calidad de
las cerezas en el momento de la recoleccidon se obtuvieron con la dosis 1 mM, estos
frutos fueron los seleccionados para analizar las propiedades sensoriales en el
momento de la recoleccion asi como la evolucion de los parametros de calidad durante
un periodo de almacenamiento refrigerado prolongado (ver apartado “Evolucién de los
pardmetros de calidad durante el almacenamiento”). Con respecto al analisis sensorial,
los panelistas dieron calificaciones significativamente (p< 0,05) mayores para la
apariencia, dulzor y firmeza de las cerezas tratadas con SaMe a concentracion 1 mM si
las comparamos con las cerezas control (Fig. 4), mientras que los resultados para
acidez y color no fueron diferentes significativamente (p> 0,05) entre los frutos
tratados y control para ambas variedades. Estos resultados estan de acuerdo con
aquellos obtenidos para el tamafio del fruto, SST y firmeza, que se evaluaron mediante
técnicas instrumentales de analisis objetivo. Ademds, no se detectaron sabores
extrafos en las cerezas procedentes de drboles tratados, mostrando que los

tratamientos con SaMe no tuvieron efecto sobre las caracteristicas de sabor del fruto.
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SH Tratada
SL Control
SL Tratada
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Dulzor

Firmeza

Acidez

Fig. 4 Resultados del analisis sensorial realizado en la recoleccion, en experimentos de 2013, en frutos
de ‘Sweet Heart’ (SH) y ‘Sweet Late’ (SL) procedentes de arboles control o tratados con salicilato de
metilo 1 mM (SaMe). Las puntuaciones de los atributos de calidad clasificados desde O (pobre) hasta 5

(excelente). Los datos son la media + ES (grados de libertad = 18).

3.3. Evolucion de los parametros de calidad durante el almacenamiento

Debido a que hubo interacciones significativas (p< 0,05) entre el tiempo de
almacenamiento y el tratamiento (frutos tratados con SaMe 1 mM vs. frutos no
tratados) en todas las variedades para los distintos pardmetros de calidad, se estudid
el efecto del tratamiento SaMe en cada fecha de muestreo. En la recoleccion, el indice
de color (a*/b*) fue significativamente mayor en frutos tratados que en frutos control
(Fig. 5) para las tres variedades y ambos ciclos de crecimiento, manteniéndose las
diferencias después de 28 dias de almacenamiento a 2 °C + 1 dia a 20 °C. Ademas, el
indice de color de los frutos control y tratados aumenté desde el dia 0 hasta el final del

almacenamiento.
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Fig. 5 Evolucién del color del fruto (a*/b*) durante el almacenamiento para cerezas control y tratadas
con salicilato de metilo 1 mM (SaMe) de las variedades ‘Sweet Heart’ (SH), ‘Sweet Late’ (SL) y ‘Lapins’,

en experimentos de 2013 y 2014. Los datos son la media + ES (grados de libertad = 4).

De forma similar, el contenido en SST fue significativamente mayor (p< 0,05) en
frutos tratados que en los control en el momento de la recoleccién para todas las
variedades y ambos ciclos de crecimiento y generalmente, estas diferencias se
mantuvieron hasta el final del almacenamiento (Fig. 6). Durante el almacenamiento,
los SST aumentaron de forma general en los frutos control y tratados de las variedades
‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’ para ambos afios de experimento, 2013 y 2014, mientras

gue no se detectaron cambios en la variedad ‘Lapins’.
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Fig. 6 Evolucién de sélidos solubles totales (SST, g 100 g'l) durante el almacenamiento en cerezas control
y tratadas con salicilato de metilo 1 mM (SaMe) de las variedades ‘Sweet Heart’ (SH), ‘Sweet Late’ (SL) y

‘Lapins’, en experimentos de 2013 y 2014. Los datos son la media * ES (grados de libertad = 4).

Por el contrario, la AT disminuy® significativamente (p< 0,05) en frutos control y
tratados para todas las variedades y temporadas de crecimiento durante el
almacenamiento post-cosecha (Fig. 7), aunque los valores de acidez fueron siempre
mayores en cerezas tratadas que en cerezas control. Por otro lado, la firmeza del fruto
también disminuyd durante el tiempo de almacenamiento tanto para frutos control
como tratados, variedades y ciclos de crecimiento (Fig. 8), aunque los niveles de
firmeza fueron siempre significativamente (p< 0,05) mayores en cerezas tratadas que
en cerezas control, y después el proceso de ablandamiento se vio significativamente
retardado en las cerezas tratadas con SaMe dando lugar a frutos mas firmes al final del
almacenamiento. Teniendo en cuenta los resultados de pérdidas de AT y firmeza se
podria deducir que la evolucidn del proceso de maduracion post-cosecha se retrasé en

cerezas tratadas con SaMe durante 1 o 2 semanas con respecto a las cerezas control.
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Fig. 7 Evolucion de acidez total (AT, g 100 g'l) durante el almacenamiento para cerezas control y tratadas
con salicilato de metilo 1 mM (SaMe) de las variedades ‘Sweet Heart’ (SH), ‘Sweet Late’ (SL) y ‘Lapins’,

en experimentos de 2013 y 2014. Los datos son la media * ES (grados de libertad = 4).
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Fig. 8 Evolucién de la firmeza del fruto (N mm’l) durante el almacenamiento para cerezas control y
tratadas con salicilato de metilo 1 mM (SaMe) de las variedades ‘Sweet Heart’ (SH), ‘Sweet Late’ (SL) y

‘Lapins’, en experimentos de 2013 y 2014. Los datos son la media * ES (grados de libertad = 4).
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Durante el almacenamiento post-cosecha de las cerezas se produjo un
aumento significativo en el color y SST y una disminucién en la firmeza y acidez, de
acuerdo con publicaciones previas realizadas en otras variedades de cerezas (Serrano
et al., 2009), aunque para la evolucién de SST se encontraron diferencias importantes
dependiendo de la variedad y estado de madurez en la recoleccién. De este modo, los
SST disminuyeron ligeramente en ‘Ambrunes’ (Alique et al.,, 2005), ‘Sciazza’, y
‘Ferrovia’ (Esti et al., 2002), permaneciendo sin cambios en ‘Van’ (Bernalte et al.,
2003), e incrementaron en ‘Burlat’ (Remdn et al.,, 2003) y en una amplia gama de
variedades de cereza (Serrano et al., 2009). El tratamiento con SaMe de cerezos tuvo
efectos significativos sobre los parametros de calidad, ya que se observé mayor color,
SST, AT y firmeza en frutos tratados comparado con los controles en el momento de la
recoleccidn, y se mantuvieron mas altos durante el periodo de almacenamiento. Por
tanto, ya que estos pardmetros son los atributos de calidad mas importantes de
cerezas y estan relacionados con el sabor de las frutas recién cosechadas (Esti et al.,
2002; Bernalte et al., 2003; Serrano et al., 2009) se puede inferir que el tratamiento
con SaMe fue eficaz en el mantenimiento de las propiedades de calidad de las cerezas
demandadas por los consumidores por mas de una semana, si lo comparamos con las

cerezas control.

No existe literatura disponible sobre el efecto de tratamientos pre-cosecha con
SaMe en la evolucion de la calidad del fruto durante el almacenamiento para poder
comparar, y existe poca informacion sobre el efecto de tratamientos post-cosecha con
SaMe. De este modo, en frutos sensibles a los dafios por frio, tales como granada
(Sayyari et al., 2011) y mango (Han et al., 2006), los tratamientos post-cosecha con
SaMe disminuyeron los sintomas de dafios por frio y redujeron el ablandamiento. En el
caso de las granadas, el SaMe también dio lugar a mayores concentraciones en los
compuestos antioxidantes (fenoles y antocianinas totales) y a mayor capacidad
antioxidante (Sayyari et al., 2011). Por otro lado, tratamientos pre-cosecha de naranjos
con AS a 8 mM mantuvieron mayor AT y firmeza en naranjas durante el
almacenamiento (Ahmad et al., 2013). En uvas de mesa, tratamientos pre-cosecha con
AS 2 mM mantuvieron mayor firmeza y retrasaron la maduracidén de las bayas durante

15 o 30 dias de almacenamiento. Ademas, la combinacion de tratamientos pre- y post-
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cosecha con AS fue mas efectiva en el mantenimiento de la calidad de las uvas de
mesa que el tratamiento pre- o post-cosecha solo, ya que las bayas mejoraron la
firmeza, tuvieron menores pérdidas de peso y mejor apariencia, tanto de las bayas
como del raquis, durante el tiempo de almacenamiento (Khalil, 2014). Tratamientos
post-cosecha con AS también mantuvieron mayor firmeza en Annona squamosa L. (Mo
et al., 2008) y melocotdon (Wang et al., 2006) durante el almacenamiento refrigerado.
Especialmente en cerezas, tratamientos post-cosecha con AS o AAS retrasaron la
pérdida de firmeza y acidez en dos variedades (‘Cristalina” y Prine Giant’), con un
incremento neto del periodo de vida util (Valero et al., 2011). El mecanismo por el cual
el SaMe retrasa el proceso de maduracion post-cosecha en cerezas sigue siendo
desconocido, aunque podria estar relacionado con un retraso en el proceso de
maduracion post-cosecha debido a un incremento de los niveles enddégenos de AS
inducido por el tratamiento con SaMe. En este sentido, el proceso de maduracién en
kiwi esta correlacionado con una disminucién en los niveles enddgenos de AS, vy la
aplicacion de AAS aumentd los niveles enddgenos de AS y retrasd los cambios
asociados con la maduracidon y senescencia tales como ablandamiento, actividad
lipoxigenasa y la produccidn asociada de radicales libres superéxido (Zhang et al.,
2003). Por otro lado, tanto las aplicaciones pre- como post-cosecha de AS indujeron la
resistencia en cerezas a la podredumbre post-cosecha causada por Monilia fructicola
(Yao y Tian, 2005) y Penicillium expansum (Xu y Tian, 2008). En nuestro caso, no se
observaron sintomas de podredumbre en frutos control o tratados durante el periodo
de almacenamiento, ni en los experimentos de 2013 ni en los de 2014 y por tanto, no
se puedo evaluar el posible efecto del tratamiento SaMe sobre la induccion de la

resistencia de los frutos a la podredumbre microbiana.

4. CONCLUSIONES

En conclusion, se obtuvo una mejora de la calidad de las cerezas en el
momento de la recoleccion mediante los tratamientos de cerezos con SaMe, ya que
aumentaron los pardmetros relacionados con la aceptacién de las cerezas por parte de
los consumidores (principalmente tamafio, color, firmeza y contenido en SST). Ademas,

el proceso de maduracion post-cosecha se retrasé en frutos procedentes de arboles
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tratados y se mantuvieron en mayores niveles algunos parametros de calidad
importantes, tales como AT y firmeza, durante el almacenamiento post-cosecha en los
frutos tratados. Por tanto, teniendo en cuenta que el SaMe es una sustancia natural
considerada como GRAS (generalmente reconocida como segura), los tratamientos
pre-cosecha con SaMe 1 mM en tres fechas clave de los estados de desarrollo de las
cerezas, podrian ser considerados como un herramienta segura y respetuosa con el
medio ambiente para mejorar la calidad del fruto en el momento de la recoleccién y
durante el almacenamiento. En el futuro, el impacto de estos tratamientos sobre los
compuestos bioactivos y actividad antioxidante merecen mds estudios de

investigacion.
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RESUMEN

Se trataron cerezos (Prunus avium L.) con salicilato de metilo (SaMe) 1 mM en tres
puntos clave del desarrollo del fruto en el arbol para analizar el efecto del SaMe sobre
los compuestos bioactivos, actividad antioxidante total (AAT) y enzimas antioxidantes
en el momento de la recoleccién y durante los 28 dias de almacenamiento. Los
experimentos se realizaron durante dos afios consecutivos, usando dos variedades de
cereza ‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late” en 2013 y otra variedad adicional ‘Lapins” en 2014.
Tanto los fenoles totales como el contenido en antocianinas fueron significativamente
mayores en los frutos tratados con SaMe que en los controles en el momento de la
recoleccion y durante el almacenamiento, dando lugar a frutos con mayor AAT-
hidrosoluble. La actividad de enzimas antioxidantes catalasa (CAT), peroxidasa (POD),
ascorbato peroxidasa (APX) y superoxido dismutasa (SOD) disminuyd durante el
almacenamiento en todas las variedades y afios de experimento, aunque los frutos
tratados con SaMe mostraron mayor actividad de estas enzimas antioxidantes que los
controles. Por ello, los tratamientos de cerezos con SaMe podrian aumentar las
propiedades beneficiosas para la salud del consumo de cerezas, debido a su efecto
sobre el incremento de compuestos antioxidantes y bioactivos, con efectos adicionales
en retrasar el proceso de senescencia post-recoleccién del fruto, mediante el
incremento de la actividad de enzimas involucradas en la eliminacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS).

© 2015 Publicado por Elsevier B.V.
Palabras clave: antocianinas, ascorbato peroxidasa, catalasa, peroxidasa, fenoles,
senescencia post-recoleccion, superdxido dismutasa.
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1. INTRODUCCION

El salicilato de metilo (SaMe) es un compuesto volatil de las plantas sintetizado
a partir del acido salicilico que juega un papel importante en el crecimiento y
desarrollo de la planta, en los mecanismos de defensa de la planta, las respuestas
contra diversos estreses abidticos, asi como en el proceso de maduracion del fruto
(Hayat y Ahmad, 2007; Kumar, 2014). Asi, tratamientos post-recoleccién con SaMe
exogeno disminuyeron los dafios por frio en tomate (Fung et al., 2006), pimiento (Fung
et al., 2004) y mango (Hang et al., 2006), mediante la proteccidn de la estructura de la
pared celular y membranas celulares de la disfuncion causada por los danos por
peroxidacién lipidica. Del mismo modo, en granadas, tratamientos post-recoleccién
con SaMe redujeron significativamente los sintomas de dafios por frio, debido al
mantenimiento de la estructura de la membrana y de su permeabilidad selectiva,
dando lugar a menores pérdidas de electrolitos. Ademas, también se mantuvieron
otros parametros relacionados con la calidad de los frutos, tales como firmeza, sélidos
solubles totales y acidez total en los frutos tratados con SaMe, mientras que se
produjeron pérdidas significativas en las granadas control (Sayyari et al.,, 2011a).
Ademas, incrementd el contenido en polifenoles totales y antocianinas totales, asi
como la actividad antioxidante en arilos durante el almacenamiento, aunque estos
incrementos fueron significativamente mayores en granadas tratadas con SaMe que
en granadas control. Asi pues, el SaMe tiene aplicaciones post-recoleccién potenciales
para reducir los dafos por frio, mantener la calidad, y mejorar los beneficios
saludables relacionados con el consumo de granadas, debido al incremento de su
capacidad antioxidante y compuestos bioactivos (Sayyari et al., 2011a; Valero et al.,

2015).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como radicales superéxido (0,"),
radical peréxido (0,°%), perdxido de hidrégeno (H,0,) y radical hidréxilo (OH™), son
generados inevitablemente en las células de las plantas como consecuencia normal del
metabolismo, principalmente en reacciones catalizadas por oxidasas y lipoxigenasa y
en la B-oxidacion de acidos grasos. El contenido en ROS en las células de las plantas es
dependiente de sus sistemas de produccidn y mecanismos de eliminacidon, enzimaticos

y no enzimaticos (Apel y Hirt, 2004). Entre los sistemas no enzimaticos se encuentran
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compuestos antioxidantes como formas reducidas de ascorbato y glutation,
tocoferoles, fenoles, alcaloides y carotenoides, mientras que los mecanismos de
eliminacidn enzimaticos incluyen principalmente superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), peroxidasa (POD) y ascorbato peroxidasa (APX). SOD detoxifica radicales libres
de 0," mediante su conversién en H,0, y O, y el H,0, es eliminado por CAT, APX y
POD. CAT cataliza la descomposiciéon de perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno,
mientras que la APX utiliza ascorbato y H,0, como substratos produciendo agua vy
dehidroascorbato como productos, siendo este ultimo convertido en ascorbato por la
enzima glutation reductasa. Ademas, H,0, puede ser también reducido a agua por la
POD, mediante el uso de fenoles y otras moléculas organicas como donantes de
electrones. Sin embargo, a pesar de la presencia de estos eficientes sistemas
antioxidantes, todavia se producen dafios oxidativos en las células de las plantas
debido a la produccién incontrolable de ROS o a una ineficiente eliminacién. Por
consiguiente, ya que el proceso de maduracién del fruto se considera como una forma
modificada de senescencia, asociada a la acumulacién de ROS (Hodges et al., 2004), la
presencia de un alto contenido de compuestos antioxidantes y una elevada actividad
de enzimas antioxidantes podrian conducir a un retraso del proceso de maduracién
post-recoleccion del fruto y a mantener sus atributos de calidad durante largos

periodos (Mondal et al., 2009; Kumar et al., 2014).

En este sentido, en frutos como mango y Annona squamosa L., se ha
demostrado que tratamientos post-recoleccién con acido salicilico (AS) dieron lugar a
una menor produccidn de radicales libres superéxido y actividad lipoxigenasa y a
incrementos en la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y APX durante el
almacenamiento en comparacién con los frutos control (Ding et al., 2007; Mo et al.,
2008). También se observaron incrementos similares en estas enzimas antioxidantes
en melocotdn tras realizar tratamientos post-cosecha con AS (Tareen et al., 2012).
Incluso en cerezas, tratamientos con AS tres dias antes de la recoleccion o
tratamientos post-recoleccion aumentaron la actividad POD y aumentaron sus niveles
transcripcionales, los cuales estaban relacionados con la reduccién del ataque fungico
encontrado en los frutos tratados con AS, especialmente cuando AS se aplicé en los

frutos en estados tempranos de madurez (Yao y Tian, 2005; Chan et al., 2008).
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En estudios previos, hemos encontrado que tratamientos post-cosecha de
cerezas con AS o AAS, andlogos cercanos al SaMe, retrasaron el proceso de
maduracion post-cosecha, manifestado por menores cambios de color y menores
pérdidas de acidez y firmeza, y mantuvieron mayor contenido de compuestos
bioactivos y actividad antioxidante durante el almacenamiento si lo comparamos con
los controles (Valero et al.,, 2011). Ademas, tratamientos de cerezos con AS o AAS,
mediante pulverizacién foliar, durante el crecimiento y maduracién del fruto en el
arbol, incrementaron el peso del fruto y atributos de calidad (tales como color y
firmeza) en la recoleccién comercial, ademas de la concentracidn de fenoles totales y
antocianinas, dando lugar a frutos con mayor actividad antioxidante, tanto en la
fraccién lipo- como hidrosoluble (Giménez et al., 2014). Por otro lado, tratamientos
similares de cerezos con SaMe también incrementaron el tamafio del fruto y otras
propiedades de calidad, tales como firmeza y SST, en el momento de la recoleccién,
mostrando también un efecto significativo en el mantenimiento de las propiedades
organolépticas de la cerezas durante el almacenamiento (Giménez et al., datos no
publicados). Sin embargo, hasta donde conocemos, no existe literatura cientifica
disponible sobre los posibles efectos de tratamientos con SaMe, ni en aplicaciones pre-

ni en post-cosecha, sobre los sistemas antioxidantes de las cerezas.

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar por primera vez el
efecto del tratamiento de cerezos con SaMe sobre los compuestos antioxidantes y la
actividad de enzimas antioxidantes SOD, CAT, POD y APX, en las cerezas, tanto en el
momento de la recoleccion como durante el almacenamiento refrigerado. Para
conseguir estos objetivos, los experimentos se realizaron en dos anos consecutivos,

2013 y 2014, usando dos y tres variedades de cereza, respectivamente.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y disefio experimental

Los experimentos se realizaron en dos afios consecutivos, en el periodo
primavera-verano de 2013 y 2014. En 2013, se usaron dos variedades de cerezas,
‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late’, cultivadas en una explotacién comercial de “Fincas Toli
S.L” localizada en Jumilla (38.473800N, -1.3238610, Murcia, Espaia) y en 2014 se uso
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una variedad adicional ‘Lapins’, cultivada en una explotacion comercial “Cerezas
Aitana” localizada en Alcoy (38.780634 N, -0.443124 O, Alicante, Espafa). Ambos
lugares presentan unas condiciones ambientales y climaticas similares, y los cerezos se
cultivaron con practicas de cultivo similares. Todas las variedades se injertaron sobre
un patrén ‘Santa Lucia 64’y se plantaron en un marco de plantacion de 3 x 4 m. Se
seleccionaron tres arboles completamente al azar para cada variedad y tratamiento:
control (agua destilada) y SaMe 1 mM. Esta concentracidon de SaMe mostro ser la mas
apropiada en términos de incrementar atributos de calidad del fruto (Giménez et al.,
datos no publicados). Se aplicaron soluciones recién preparadas (conteniendo un 0,5 %
de Tween 20) mediante pulverizacién foliar con un pulverizador mecénico (7,5 L/arbol)
y repetido en 3 fechas clave del ciclo de crecimiento, que se correspondian con
eventos clave en el proceso de desarrollo del fruto, de acuerdo con experimentos
previos (Diaz-Mula et al., 2009; Giménez et al., 2014): T1 (lignificacién del hueso), T2
(cambios de color iniciales) y T3 (inicio de la maduracién). Las cerezas se recolectaron
en el estado de madurez comercial que se correspondid con el estado S2 segun
Serrano et al. (2009), e inmediatamente se trasladaron al laboratorio. Después, se
seleccionaron 90 frutos de cada arbol o réplica, homogéneos en color y tamafo y sin
defectos visuales, variedad, afio y tratamiento y agrupados al azar en 3 lotes de 30
frutos, y se almacenaron en una cdmara de refrigeracién en atmdsfera normala 2 °Cy
HR del 85 %. Se tomd un lote al azar para cada réplica después de 0, 14 y 28 dias de
almacenamiento refrigerado y se mantuvo durante 1 dia a 20 °C y HR del 70 %,
después del cual se realizaron las determinaciones analiticas. La porcidn comestible del
fruto para cada lote se cortdé en pequeiias piezas para obtener una muestra
homogénea, se congeld en N, liquido, se mezclé y se almacené a -20 °C para la
posterior determinacion, por duplicado en cada muestra, de antocianinas totales,
fenoles totales, actividad antioxidante (tanto en la fraccién hidrosoluble como

liposoluble) y actividad de las enzimas SOD, CAT, POD y APX.
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2.2. Determinacion de fenoles totales, antocianinas totales, carotenoides totales y

actividad antioxidante total

La extraccion de fenoles se realizd usando 2 g de tejido congelado y 10 mL de
agua: metanol (2:8) conteniendo FNa 2 mM (para inactivar la actividad de la
polifenoloxidasa y prevenir la degradacion fendlica) como se describié previamente
(Serrano et al., 2009) y se cuantificaron usando el reactivo Folin-Ciocalteu. Los
resultados (media * ES) fueron expresados como mg acido gdlico equivalentes (GAE)
100 g'1 peso fresco. Las antocianinas totales se extrajeron y determinaron segun
publicaciones previas (Serrano et al., 2005) y se calcularon como cianidin 3-glucdsido
equivalentes (CGE, coeficiente de absorcion molar de 29.600 L cm™ mol™ y peso
molecular de 449,2 g mol™) y los resultados (media * ES) se expresaron como mg 100
g peso fresco. Los carotenoides totales se extrajeron de acuerdo con Valero et al.
(2011). Brevemente, se extrajeron los carotenoides de 2 g de cereza con acetona y
agitados con éter dietilico y 10 % CINa para la separacidon de las dos fases. La fase
liposoluble se lavé con Na,;SO4 (2 %), fue saponificada con 10 % KOH en metanol, y los
pigmentos se extrajeron posteriormente con éter dietilico, el cual se evapord y
después el residuo seco se diluyd y se enrasd con acetona hasta 25 mL. Los
carotenoides totales fueron estimados mediante la lectura de absorbancia a 450 nm y
se expresaron como mg de B-caroteno equivalentes (B-CE) 100 g'1 de peso fresco,
teniendo en cuenta su coeficiente de extincién molar €= 2.560 y los resultados fueron

la media * ES.

La actividad antioxidante total (AAT) se cuantificd de acuerdo con Serrano et al.
(2009) mediante la homogeneizacion de 2 g de tejido en 10 mL de tampdn fosfato 50
mM pH= 7,8 y 3 mL de acetato de etilo, y después se centrifugd a 10.000 x g durante
15 minutos a 4 °C. La fase superior se usd para determinar la AAT debida a los
compuestos liposolubles (AAT-L) y la fase inferior para la actividad antioxidante total
debida a los compuestos hidrosolubles (AAT-H), en un medio de reaccidon conteniendo
50 pL de extracto, cromoéforo 2°-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) 2
mM, 15 uM de H,0,, y 25 uM de la enzima peroxidasa (HRP) en tampdn fosfato-Na 50
mM (pH=7,8) o metanol, para AAT-H y AAT-L respectivamente, en un volumen total de

1 mL. Se realizé una curva de calibrado con Trolox (acido (R)-(+)-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
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tetrametil-croman-2-carboxilico) (0-20 nmol) de Sigma (Madrid, Espafa), y los
resultados (media * ES) se expresaron como mg de Trolox equivalentes (TE) 100 g™de

peso fresco.

2.3. Enzimas antioxidantes

Para obtener el extracto para el analisis de enzimas SOD, CAT, APX y POD se
homogeneizaron 5 g de muestra congelada con 10 mL de tampdn fosfato 50 mM,
pH=7 conteniendo 1 % (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP) vy &acido
etildiaminotetraacético 1 mM (EDTA). El homogeneizado se centrifugd a 15.000 x g
durante 30 minutos a 4 °C y el sobrenadante se utilizé para realizar los ensayos
enzimaticos. La enzima POD se determind segun publicaciones previas (Zapata et al.,
2014), en una mezcla de reaccién conteniendo tampén fosfato 50 mM pH=7,0, H,0, 12
mM, guayacol 14 mM y 100 uL de extracto enzimatico en un volumen total de 3 mL. Se
midid el incrementd de absorbancia a 470 nm, debido a la oxidacién del guayacol,
durante 1 minuto. Una unidad enzimatica (U) fue definida como el incremento de
absorbancia de 0,01 por minuto, y la actividad peroxidasa se expresé como U min™ mg
protel'na'l. Para la actividad de las enzimas CAT y APX, se uso el protocolo descrito por
Zhang et al. (2013). En resumen, para CAT, se afiadieron 100 plL de extracto a 2,9 mL de
una mezcla de reaccién conteniendo H,0, 15 mM y tampédn fosfato 50 mM pH=7,0. La
degradacion de H,0, fue medida por la disminucion de absorbancia a 240 nm durante
1 min. Una unidad enzimatica (U) fue definida como la disminucion de 0,01 de
absorbancia por minuto, y la actividad CAT se expresé como U min™ mg protel'na'l.
Para la cuantificacién de APX la mezcla de ensayo contenia tampdn fosfato 50 mM
pH= 7,0, acido ascérbico 0,5 mM y H,0, 1 mM. Se midié el descenso de absorbancia a
290 nm durante 1 min. Una unidad enzimatica (U) fue definida como la cantidad de
enzima que oxida 1 umol de ascorbato por minuto, y la actividad APX se expresé como
U min™* mg proteina™.La actividad de la enzima SOD se determiné fotoquimicamente
como se describié en Zhang et al. (2013) con pequefias modificaciones. La solucion de
reaccion contenia tampon fosfato 50 mM, pH 7,8, metionina 5 mM, EDTA 100 uM y 65
UM cloruro de nitrobluetetrazolium (NBT). A 2,9 mL de esta solucién se afiadieron 25

pL de extracto de enzima y 40 pL de riboflavina 0,15 mM. Se pusieron los tubos en un
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incubador de luz fluorescente (40 W, 10 min), y se midio la formacién de formazan azul
a 560 nm de absorbancia. Una unidad (U) de actividad de SOD es definida como la
cantidad de enzima que causa el 50 % de inhibicién de reduccion de NBT bajo las
condiciones de ensayo. Los resultados se expresaron como U mg protel'na'l. Para todas
las enzimas con actividad antioxidante los resultados son la media * SE. El contenido
de proteinas totales en el extracto enzimatico fue cuantificado de acuerdo con

Bradford (1976).

2.4. Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo usando un disefio completamente
aleatorizado. Los datos para cada variedad y afio se sometieron, de forma
independiente, a analisis de varianza (ANOVA). Las fuentes de variacién para cada
variedad y afio fueron tratamiento y tiempo de almacenamiento. Se realizd una
comparacion de medias usando el test HSD de Duncan de comparacién multiple, para
determinar si existian diferencias significativas a p< 0,05. Todos los andlisis se
realizaron con el software SPSS v. 22.0 para Windows (SPSS, 2011). Las correlaciones
se realizaron entre la AAT-H y antocianinas totales o fenoles totales y entre AAT-L y

concentracion de carotenoides.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Fenoles, antocianinas y actividad antioxidante

Estudios previos han demostrado que la concentracion de fenoles totales en
cerezas incrementa durante las ultimas semanas de desarrollo del fruto en el arbol,
alcanzando valores finales que oscilan entre los 80 y 200 mg 100 g, dependiendo de
la variedad, estado de madurez, practicas agrondmicas y condiciones ambientales
(Serrano et al., 2005; Usenik et al., 2008; Diaz-Mula et al., 2009; Ballistreri et al., 2013).
Como se muestra en la Fig. 1 la concentracién de fenoles en la cosecha en frutos
control fue similar en las variedades "‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late” en ambos afos, 2013

y 2014 (=75-80 mg 100 g), mientras que en la variedad ‘Lapins’ la concentracién fue
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dos veces mayor(=140 mg 100 g'l), mostrando que esta variedad tenia un elevado
contenido en fenoles si la comparamos con otras (Diaz-Mula et al., 2009; Serradilla et
al., 2012). Sin embargo, en las cerezas tratadas con SaMe la concentracién de fenoles
fue significativamente (p< 0,05) mayor que en los controles, en las tres variedades y
para ambos afios de ensayo. La concentracidn fendlica incrementé en los frutos
control durante el almacenamiento, aunque en la variedad "Sweet Late” se produjo un
descenso después del almacenamiento prolongado, lo cual puede ser atribuido a los
procesos de sobre-maduracién y senescencia en esta variedad, como se publicé
previamente para otras variedades de cereza (Goncalves et al., 2004; Serrano et al.,
2009; Valero et al., 2011). Sin embargo, en cerezas tratadas la concentracidon de
fenoles totales fue significativamente (p< 0,05) mayor que en los frutos control

durante el periodo de almacenamiento, en las tres variedades y en los dos anos

estudiados.
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Fig.1. Concentracidn de fenoles totales en cerezas control y tratadas con salicilato de metilo (SaMe) de
las variedades ‘Sweet Heart” y "Sweet Late’, para los afios de experimento 2013 y 2014 (eje izquierdo), y
de la variedad "Lapins’ para el experimento de 2014 (eje derecho), durante el almacenamientoa 2 °C+1
dia a 20 °C. Los datos son la media * ES. Las letras minusculas distintas muestran diferencias
significativas entre los frutos control y tratados para cada fecha de muestreo en 2013 (x, y) y en 2014 (a,
b), mientras que las letras mayusculas muestran diferencias significativas durante el tiempo de

almacenamiento en 2013 (X, Y), y en 2014 (A, B, C).
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Se encontré un patréon similar al observado para los componentes fendlicos
totales en el contenido en antocianinas totales (Fig.2), es decir, incrementé durante el
almacenamiento en los frutos control y tratados para todas las variedades y afios de
experimento, excepto para los frutos control de "Sweet Late” en el aio 2014, en el cual
el contenido en antocianinas aumentd durante los primeros 14 dias y después
disminuyé durante el resto del almacenamiento. Aun asi, como se comento
anteriormente para el contenido fendlico, los tratamientos pre-cosecha con SaMe
dieron lugar a frutos con una concentracion de antocianinas significativamente
(p< 0,05) mayor, en el momento de la cosecha y durante el almacenamiento, en las

tres variedades de cereza y para ambos afios de experimento.
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Fig. 2. Concentracion de antocianinas totales en cerezas control y tratadas con salicilato de metilo
(SaMe) de las variedades "Sweet Heart” y "Sweet Late’, para los afios de experimento 2013 y 2014 (eje
izquierdo), y de la variedad ‘Lapins’ para el experimento de 2014 (eje derecho), durante el
almacenamiento a 2 °C + 1 dia a 20 °C. Los datos son la media + ES. Las letras minusculas distintas
muestran diferencias significativas entre los frutos control y tratados para cada fecha de muestreo en
2013 (x, y) y en 2014 (a, b), mientras que las letras mayusculas muestran diferencias significativas

durante el tiempo de almacenamiento en 2013 (X, Y), y en 2014 (A, B, C).
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No hay estudios previos disponibles del efecto de tratamientos pre-cosecha con
SaMe sobre los compuestos bioactivos para poder comparar, aunque si existen algunas
evidencias con tratamientos post-cosecha. De este modo, en granada los tratamientos
post-cosecha con SaMe (a 0,1 o 0,01 mM) aumentaron significativamente los fenoles
totales y las antocianinas, con respecto a los controles, durante largos periodos de
almacenamiento (Sayyari et al., 2011a). Se obtuvieron resultados similares en granadas
tratadas con AAS, un analogo al SaMe (Sayyari et al.,, 2011b). Por otro lado,
tratamientos post-cosecha de cerezas con AS o AAS, dieron lugar a frutos con mayor
concentracion fendlica y antocianinas durante el almacenamiento, si lo comparamos
con aquellos encontrados en las cerezas control (Valero et al., 2011). Del mismo modo,
el tratamiento post-cosecha de cereza cornelian con AS 1 o0 2 mM incrementé los
fenoles totales, flavonoides y antocianinas, debido al efecto de AS sobre la induccién
de la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), la cual cataliza los
primeros pasos en la ruta de los fenilpropanoides y por tanto estd involucrada en la
biosintesis de compuestos fendlicos, tales como flavonoides, antocianidinas vy
fenilpropanoides (Dokhanieh et al., 2013). Se han publicado incrementos similares del
contenido fendlico, via estimulacidn de la actividad PAL, después de tratamientos post-
cosecha con AS en albaricoque (Wang et al., 2015). Ademas, el tratamiento de uvas
con AS indujo la acumulacién de ARNm de la enzima PAL y la sintesis de nuevas

proteinas PAL (Chen et al., 2006).

La actividad antioxidante total en los extractos hidrosolubles (AAT-H) también
fue mayor en las cerezas tratadas con SaMe que en las cerezas control en el momento
de la recoleccion, en las tres variedades de cereza y para ambos afios de ensayo. La
AAT-H incrementd a lo largo del almacenamiento y fue dos veces mayor en “Lapins’
gue en ‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late” (datos no mostrados). De hecho, la AAT-H estuvo
altamente correlacionada con las concentraciones de antocianinas totales (R2= 0,843)y
de fenoles totales (R?= 0,874), teniendo en cuenta todos los datos de los afios 2013 y
2014 de los frutos control y tratados de las tres variedades durante el almacenamiento
(Fig.3). Estos resultados muestran que las antocianinas y otros fenoles podrian ser los
principales compuestos hidrosolubles responsables de la actividad antioxidante de

cerezas, de acuerdo con publicaciones previas (Diaz-Mula et al., 2009; Ballistreri et al.,
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2013; Giménez et al.,, 2014). Por tanto, el SaMe es una molécula sefial segura que
podria aumentar la calidad nutricional y mejorar las propiedades beneficiosas para la
salud del consumo de cerezas, dado el efecto que las antocianinas y otros fenoles
tienen sobre la reduccidn del riesgo de padecer diversas enfermedades, como céncer,
diabetes, Alzheimer y enfermedades cardiovasculares (McCune et al., 2011; Norberto
et al., 2013). Por otro lado, la AAT-L fue muy baja si la comparamos con la AAT-H y no
se observd un efecto significativo del tratamiento con SaMe sobre la ella, ni en el
momento de la recoleccidén ni durante el almacenamiento (datos no mostrados). Por
otra parte, la concentracion de carotenoides en el momento de la cosecha fue =0,45-
0,50 mg 100 g en ‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late’ para 2013 y 2014 y ligeramente
inferior para ‘Lapins” (= 0,40 mg 100 g?), sin encontrarse efectos significativos del
tratamiento con SaMe, excepto para ‘Sweet Heart” en 2014, en la cual la
concentracion de carotenoides en el momento de la recoleccidn fue significativamente
mavyor que en los controles (0,54 + 0,02 y 0,43 + 0,01 mg 100g™, respectivamente). La
concentracion de carotenoides aumentd durante el almacenamiento en los frutos
control y tratados en todas las variedades, aunque sin diferencias significativas
(p< 0,05) atribuidas al tratamiento (datos no mostrados). Sin embargo, se encontré
una elevada correlacién entre la AAT-L y los carotenoides (Figura 3) en las tres
variedades de cereza y en ambos ciclos de crecimiento, teniendo en cuenta los datos
de los frutos control y tratados (R?= 0,593-0,889), lo cual indicaria que los carotenoides
son los principales compuestos bioactivos liposolubles que contribuye a la AAT-L. Sin
embargo, dado que la AAT-L fue diez veces menor que la AAT-H, los principales
componentes que contribuyen a la capacidad antioxidante de cerezas son los
hidrosolubles, de acuerdo con publicaciones previas (Valero et al., 2011; Diaz-Mula et
al., 2012), que aumentaron significativamente (p< 0,05) debido a tratamientos pre-

cosecha con SaMe.
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Fig. 3. Correlacién entre actividad antioxidante hidrosoluble (AAT-H) y concentracion de antocianinas
totales o fenoles totales (a), teniendo en cuenta todos los datos de todos los afios y variedades, y
correlaciones entre la actividad antioxidante liposoluble (AAT-L) y la concentracién de carotenoides (b),

teniendo en cuenta los datos de cerezas control y tratadas para cada variedad y periodo de crecimiento.

3.2. Enzimas antioxidantes

Las enzimas SOD, CAT, POD y APX estan implicadas en respuestas de
senescencia y estrés en tejidos vegetales, dado que es esencial una actividad eficiente
de estas enzimas antioxidantes para evitar dafios causados por ROS (Hodges et al.,
2004; Kumar et al., 2014). Los resultados encontrados en este trabajo muestran una
tendencia general en estas enzimas antioxidantes, es decir, disminuyeron durante el
almacenamiento, aunque existian diferencias importantes entre las cerezas control y
las tratadas, asi como entre variedades y ciclos de crecimiento. La actividad CAT en la
recoleccidn fue significativamente mayor en cerezas tratadas con SaMe que en las
control en las tres variedades estudiadas, y los datos para 2013 fueron mayores que
los de 2014 en las variedades "Sweet Heart” y "Sweet Late” (Fig. 4). La actividad CAT
disminuyd durante el almacenamiento, especialmente desde el dia 0 al 14, aunque la
actividad CAT fue significativamente mayor en frutos tratados con SaMe que en frutos
control, para todas las variedades y ciclos de crecimiento. Se observé un

comportamiento similar para la actividad POD, es decir, POD disminuyé durante el
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almacenamiento y la actividad fue significativamente mayor en frutos tratados con
SaMe que en los controles (Fig. 4). Para estas enzimas antioxidantes, se encontro la
mayor actividad en la variedad ‘Lapins” en el momento de la recoleccién, y
comparando ambos afios, los valores fueron mayores en 2013 que en 2014 para las

variedades ‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late’.
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Fig. 4. Actividad de las enzimas catalasa (CAT) y peroxidasa (POD) en cerezas control y tratadas con
salicilato de metilo (SaMe) de las variedades "Sweet Heart” y "Sweet Late” para los afios de experimento
2013y 2014, y de la variedad ‘Lapins” para el experimento de 2014, durante el almacenamiento a 2 °C +
1 dia a 20 °C. Los datos son la media + ES. Las letras minusculas distintas muestran diferencias
significativas entre los frutos control y tratados para cada fecha de muestreo en 2013 (x, y) y en 2014 (a,
b), mientras que las letras mayusculas muestran diferencias significativas durante el tiempo de

almacenamiento en 2013 (X, Y), y en 2014 (A, B, C).
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La actividad APX en la recoleccion también fue mayor en los frutos tratados que
en los control, aunque su evolucion durante el almacenamiento fue dependiente del
afio y variedad. Asi, en la variedad ‘Sweet Heart” se observaron disminuciones en la
actividad APX durante el almacenamiento en las muestras de 2013 y en los frutos
tratados de 2014, mientras que no se produjeron cambios significativos en los frutos
control de 2014. La actividad APX también disminuyé durante el almacenamiento en
los frutos control y tratados de ‘Sweet Late” en los experimentos de 2013, ademas de
en la variedad ‘Lapins’, mientras que en las cerezas control y tratadas de ‘Sweet Late’
en los experimentos de 2014 esta enzima antioxidante aumentd desde la cosecha
hasta el dia 14 de almacenamiento y después disminuyé (Fig. 5). Sin embargo, la
actividad APX fue siempre mayor en los frutos tratados que en los control. Finalmente,
también se observd una disminucion general durante el almacenamiento en la
actividad SOD, siendo los valores significativamente mayores en frutos tratados con
SaMe que en los frutos control, excepto para la variedad "Sweet Late’, para la cual se

encontraron diferencias significativas justo en la ultima fecha de muestreo (Figura 5).
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Fig. 5. Actividad de las enzimas ascorbato peroxidasa (APX) y superdxido dismutasa (SOD) en cerezas

control y tratadas con salicilato de metilo (SaMe) de las variedades ‘Sweet Heart” y "Sweet Late” para los

afos de experimento 2013 y 2014, y de la variedad ‘Lapins’ para el experimento de 2014, durante el

almacenamiento a 2 °C + 1 dia a 20 °C. Los datos son la media * ES. Las letras minusculas distintas

muestran diferencias significativas entre los frutos control y tratados para cada fecha de muestreo en

2013 (x, y) y en 2014 (a, b), mientras que las letras mayusculas muestran diferencias significativas

durante el tiempo de almacenamiento en 2013 (X, Y), y en 2014 (A, B, C).

125



PUBLICACION 2

Estudios previos han puesto de manifiesto que diversos tratamientos post-
recoleccidon presentaban efectos significativos sobre el retraso de los procesos de
maduracion y senescencia post-cosecha y mantuvieron mayor actividad de estas
enzimas antioxidantes. Asi, en cerezas la actividad de las enzimas CAT y POD fue mayor
en frutos recubiertos con quitosano que en los controles (Dang et al., 2010). De
acuerdo con los presentes resultados, He et al. (2013) observaron disminuciones en las
actividades de CAT y POD durante el almacenamiento de cerezas, aunque los
tratamientos de pre-enfriamiento mediante vacio antes del almacenamiento dieron
lugar a una mayor actividad de estas enzimas en las cerezas tratadas que en las
controles y retrasé el proceso de maduracién post-cosecha. Del mismo modo,
tratamientos post-cosecha de cerezas con hexanal o 1-metilciclopropeno dieron lugar
a incrementos en la actividad SOD y a menores disminuciones en la actividad APX
durante el almacenamiento si lo comparaban con cerezas control (Sharma et al., 2010).
Igualmente, tratamientos post-cosecha con AS en melocotdén aumentaron la actividad
de las enzimas SOD, CAT y POD, aunque en este fruto estas enzimas antioxidantes
aumentaron durante el almacenamiento a 0 °C (Tareen et al., 2012). Ademas,
tratamientos post-cosecha de mango y Annona squamosa L. con AS mantuvieron
mayores niveles de la actividad SOD, CAT y APX durante el almacenamiento,
acompafados por un menor contenido de anidén superdxido y menor actividad
lipoxigenasa, en comparacion con los valores encontrados en los frutos control (Ding
et al., 2007; Mo et al.,, 2008). La acumulacién de radicales superdxido durante el
almacenamiento también se redujo en albaricoques tratados con AS 1y 2 mM, debido
a un incremento en la actividad SOD (Wang et al., 2015). Esto es de gran importancia,
ya que la acumulacién de 0," puede activar la formacién de ROS reactivos simples
como OH’ o0 '0,, dando lugar a la peroxidacion de lipidos de membrana y proteinas y a
la aceleracién del proceso de senescencia (Hodges et al., 2004; Mondal et al., 2009).
Asi, el aumento de estas enzimas antioxidantes, junto con el incremento de las
concentraciones de compuestos antioxidantes, encontrados en cerezas (en la
recoleccion y durante el almacenamiento), como consecuencia de tratamientos con
SaMe, podria contribuir a eliminar los ROS generados durante el proceso de
maduracion y a su vez, a retrasar los procesos de maduracién y senescencia post-

cosecha. Estos efectos podrian explicar el mantenimiento de los atributos de calidad
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del fruto durante el almacenamiento prolongado encontrado en cerezas de arboles
tratados con SaMe (Giménez et al., datos no publicados) asi como en granadas (Sayyari
et al.,, 2011a), naranja (Ahmad et al.,, 2013), mango (Ding et al., 2007), Annona
squamosa L. (Mo et al., 2009), uva de mesa (Khalil, 2014) o melocotén (Wang et al.,

2006) tras realizar tratamientos post-cosecha con AS o AAS.

4. CONCLUSIONES

En conclusién, todos los resultados muestran que los tratamientos pre-cosecha
de cerezos con SaMe dieron lugar a frutos con incrementos en el contenido de
compuestos antioxidantes, tales como fenoles y antocianinas totales, en el momento
de la recoleccién y durante el almacenamiento, dando lugar a un incremento en la
calidad nutricional y a una mejora en las propiedades beneficiosas para la salud del
consumo de cerezas. Ademas, el aumento en enzimas antioxidantes inducidas por los
tratamientos con SaMe puede resultar en un mayor potencial de eliminacién de ROS, y
a su vez en un retraso del proceso de senescencia, dando lugar a la preservacion de

atributos de calidad del fruto.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de tratamientos con compuestos
naturales aplicados en pre-cosecha, acido salicilico (AS) y acido acetilsalicilico (AAS),
sobre los atributos de calidad del fruto en el momento de la recoleccidon y tras la
conservaciéon post-recoleccion, especialmente aquellos relacionados con el contenido
en compuestos bioactivos y actividad antioxidante. Para ello, se trabajé con dos
variedades diferentes de cereza, ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’ durante el ciclo de
desarrollo comprendido en el periodo primavera-verano 2013. Los cerezos fueron
tratados con AS y AAS a tres concentraciones diferentes: 0,5, 1 y 2 mM, y se aplicaron
en tres puntos clave del desarrollo del fruto (lignificaciéon del hueso, cambios iniciales
de color e inicio de la maduracion). Estos tratamientos dieron como resultado un
incremento del tamafio y peso del fruto asi como una mejora en los atributos de
calidad en la recoleccién comercial (tales como color y firmeza), y se obtuvieron
cerezas con mayor concentracidn en fenoles totales y antocianinas totales, asi como
mayor actividad antioxidante, tanto en la fraccién hidrosoluble como liposoluble. Por
tanto, estos resultados indican que los tratamientos pre-cosecha con AS o AAS pueden
ser herramientas prometedoras para mejorar los atributos de calidad de las cerezas y

los efectos beneficiosos para la salud del consumidor, en la recoleccidén y conservacién.

© 2014 Elsevier Ltd. Todos los derechos reservados.

Palabras clave: Prunus avium L, calidad, antocianinas, fenoles, actividad antioxidante,

carotenoides.
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1. INTRODUCCION

El acido salicilico (AS) es una sustancia endégena de las plantas que juega un
papel importante durante el crecimiento y desarrollo de éstas, actuando como
molécula sefal relacionada con las respuestas de defensa y proporcionando
proteccion frente al ataque de patégenos (Beckers y Spoel, 2006; Hayat y Ahmad,
2007; Volt, Klessing y Park, 2008). Los tratamientos post-cosecha con AS han sido
efectivos reduciendo podredumbres en una amplia variedad de frutos. Por ejemplo,
tratamientos post-cosecha en Annona squamosa L. disminuyeron la tasa de
podredumbre (relacionado con mayores niveles de enzimas antioxidantes durante el
almacenamiento) y la produccién de etileno y retrasaron el proceso de maduracién
post-cosecha, dando lugar a una mejora en su almacenamiento (Mo et al., 2008). Por
otra parte, el AS redujo la podredumbre causada por Botrytis cinerea, disminuyd la
produccién de etileno y retrasé el proceso de maduracién en tomate (Wang, Li, Quin,
Liy Tian, 2011), asi como en kiwi (Fatemi, Mohammadi y Aminifard, 2013). Ademas, los
tratamientos post-cosecha con AS redujeron los dafios por frio en mango, relacionados
con la reducciéon de la actividad de la enzima antioxidante lipoxigenasa y con el
aumento de la actividad superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y ascorbato
peroxidasa (APX) (Ding, Tian, Zheng y Xu, 2007), en ciruela (Luo, Chen y Xie, 2011),
melocotén (Cao, Hu, Zheng y Lu, 2010) y granada (Sayyari, Babalar, Kalantari, Serranoy
Valero, 2009; Sayyari, Castillo, Valero, Diaz-Mula y Serrano, 2011) entre otros. Por otro
lado, el acido acetilsalicilico (AAS) es un andlogo cercano al AS y cuando se aplica
exdgenamente se convierte en AS espontaneamente, teniendo un efecto similar a AS
interviniendo en los mecanismos de defensa de las plantas (Hayat y Ahmad, 2007).
Ademds, tratamientos post-cosecha con AAS tuvieron efectos similares que el AS en la
reduccion de dainos por frio en granadas (Sayyari et al., 2011) asi como en la inhibicidn

de la maduracidn y produccién de etileno en kiwi (Yien et al., 2013).

Sin embargo, las investigaciones sobre el efecto de los tratamientos con AS en
pre-cosecha son escasas y la mayoria de ellas estan relacionadas con el efecto del AS
sobre la induccidn de la respuesta de defensa frente al ataque flngico. Ademads, no hay
informacidén disponible sobre los efectos de los tratamientos con AAS en pre-cosecha

sobre la calidad del fruto. De este modo, la aplicacion de AS mediante pulverizacién
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foliar o afladido a la solucién de irrigacidn en las plantas de fresa, en combinacién con
tratamientos post-cosecha, redujo las podredumbres flungicas de frutos y mejoré la
calidad, en general, después de 14 dias de almacenamiento (Babalar, Asghari, Talaei, y
Khoroshahi, 2007). En jinjoleros, la aplicacion pre-cosecha mediante pulverizacién
foliar de AS 2 mM inhibié la podredumbre causada por Alternaria alternata vy
Monillinia fructicola en la recoleccién, y el efecto inhibitorio persistié durante el
almacenamiento prolongado (Cao, Yan, Zhao vy lJiang, 2013). En cerezas, Yao y Tian
(2005) mostraron que tratamientos con AS 2mM en cerezas tres dias antes de la
recolecciéon indujeron la resistencia del fruto frente a M. fructicola durante el
almacenamiento, mediante el incremento de la actividad de las enzimas B-1,3-
glucanasa, fenilalanina amonio liasa (PAL) y peroxidasa (POX). Del mismo modo, la
resistencia de cerezas contra Penicillium expansum durante el almacenamiento post-
cosecha fue incrementada por el tratamiento de los drboles con AS en el momento de
la recoleccion, especialmente en frutos recolectados en estados tempranos de

madurez (Chan et al., 2008).

Sin embargo, no existen estudios previos sobre los efectos delos tratamientos
con AS o AAS durante el crecimiento y maduracién de las cerezas en el adrbol sobre los
atributos de calidad del fruto, especialmente aquellos relacionados con el contenido
en compuestos bioactivos y actividad antioxidante, siendo el principal objetivo de este
estudio. Por tanto, se usaron dos variedades de cereza y se aplicaron los tratamientos
AS y AAS a tres concentraciones diferentes y en tres puntos clave del desarrollo del

fruto en el arbol.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal y disefio experimental

En este experimento se usaron dos variedades de cereza ‘Sweet Heart’ y
‘Sweet Late” durante el ciclo de desarrollo comprendido en el periodo primavera-
verano 2013. Estas cerezas fueron cultivadas en una finca comercial “Fincas Toli S.L”
localizada en Jumilla (Murcia, Espafia). Ambas variedades mostraron el mismo dia de la
plena floracion (20 de Febrero) pero las fechas de recoleccidn comercial fueron 8 de
Julio (138 dias después de la plena floracién, DDPF) y 16 de Julio (145 DDPF) para
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‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late” respectivamente. Se seleccionaron tres arboles
completamente al azar para cada variedad y tratamiento: control (agua destilada),
acido salicilico (AS) a tres concentraciones (0,5, 1y 2 mM), y acido acetil salicilico (AAS)
a tres concentraciones (0,5, 1 y 2 mM). Se aplicaron soluciones recién preparadas
(conteniendo un 0,5 % de Tween 20) mediante pulverizacidn foliar con un pulverizador
mecanico (7,5 L/arbol) y se repitid el proceso en 3 fechas del ciclo de crecimiento: T1
(lignificacion del hueso, 98 DDPF), T2 (cambios de color iniciales, 112 DDPF) y T3 (inicio
de la maduracién, 126 DDPF). Estas fechas se correspondian con momentos clave en el
proceso de desarrollo del fruto, de acuerdo con experimentos previos (Diaz-Mula et
al., 2009). Una semana antes del tratamiento T1, se etiquetaron 20 frutos alrededor
del perimetro ecuatorial, y en cada fruto se midié el didmetro polar, didmetro
ecuatorial y didmetro de sutura para seguir su crecimiento y se calculd el volumen del
fruto como se indica en estudios previos (Diaz-Mula et al.,, 2009). Semanalmente,
desde una semana antes del tratamiento T1 hasta la recoleccion comercial, se
recogieron 20 frutos (similares a aquellos etiquetados) para cada arbol (o réplica) para
realizar posteriores determinaciones analiticas: firmeza del fruto, color, sdlidos
solubles totales (SST), acidez total (AT) y tasa de respiracion. Ademas, se determind el
contenido en compuestos bioactivos (fenoles totales, antocianinas totales vy
carotenoides totales) y actividad antioxidante total, tanto en frutos control como en
aquellos de los arboles tratados con AS 0,5 mM y AAS 1 mM, ya que con estas
concentraciones se encontraron los mayores efectos sobre los pardmetros de calidad
del fruto. En el momento de la recoleccion, se seleccionaron al azar 100 frutos de cada
arbol, variedad y tratamiento para determinar el peso del fruto y para su andlisis

sensorial.

2.2. Parametros de calidad de las cerezas

El color se determiné en la superficie de cada cara de los 20 frutos para cada
réplica, usando un colorimetro Minolta (CRC 200, Minolta Camera Co., Japdn), usando
las coordenadas CIELab y expresando los resultados como el indice a*/b*. La firmeza
se determind independientemente en 20 frutos de cada réplica usando un

Texturometro TX-XT2i (Stable Microsystems, Godalming, UK) conectado con un
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ordenador personal, con un plato plano de acero montado sobre el texturometro. Para
cada fruto, se midié su diametro y se aplicé una fuerza hasta alcanzar una deformacién
del 3 % del diametro del fruto. Los resultados se expresaron como la relacién fuerza-
deformacién (N mm™) y fueron la media * ES. Posteriormente, los 20 frutos de cada
muestra fueron cortados en pequenas piezas para obtener una muestra homogénea
para cada réplica. Los solidos solubles totales (SST) se midieron por duplicado en el
zumo obtenido de 5 g de cada muestra con un refractémetro digital Atago PR-101
(Atago Co. Ltd., Tokyo, Japén) a 20 °C, y se expresaron como g 100 g (media + ES). La
acidez total (AT) se determind por duplicado en el mismo zumo mediante titulacién
automatica (785 DMP Titrino (Metrohm) con NaOH 0,1 N hasta alcanzar un pH de 8,1,
usando 1 mL de zumo diluido en 25 mL de agua destilada, y los resultados (media * ES)
fueron expresados como g de acido malico equivalentes 100 g™ de peso fresco. Para la
tasa de respiracion, los 20 frutos de cada réplica se colocaron en un frasco de vidrio
sellado herméticamente con un septum de goma durante 30 minutos. La tasa de
produccién de CO, fue cuantificada usando un cromatégrafo de gases Shimadzu™ GC-
14B con un detector de conductividad térmica (TCD). Los resultados fueron la media +

ES y se expresaron como mg kg'1 ht.

2.3. Determinacién de fenoles totales, antocianinas totales y actividad antioxidante
total

La extraccién de fenoles se realizdé usando agua: metanol (2:8) conteniendo FNa
2 mM (para inactivar la actividad de la polifenoloxidasa y prevenir la degradacién
fendlica) como se describié por Tomas-Barberan et al. (2001) y se cuantificaron usando
el reactivo Folin-Ciocalteu. Los resultados fueron expresados como mg de acido gdlico

equivalentes (GAE) 100 g peso fresco.

Las antocianinas totales se determinaron segun publicaciones previas (Serrano,
Guillén, Martinez-Romero, Castillo y Valero, 2005) y se calcularon como cianidin 3-
glucésido equivalentes (CGE, coeficiente de absorcién molar de 29.600 L cm™ mol™ y
peso molecular de 449,2 g mol™) y los resultados se expresaron como mg 100 g ™ peso

fresco, y fueron la media * ES.
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Los carotenoides totales se extrajeron de acuerdo con Minguez-Mosquera y
Hornero-Méndez (1993). Brevemente, se extrajeron los carotenoides de 2 g de cereza
con acetona y se agitaron con éter dietilico y 10 % NaCl para la separacién de las dos
fases. La fase liposoluble se lavé con Na,SO4 (2 %), y se saponificd con 10 % KOH en
metanol, y los pigmentos se extrajeron posteriormente con éter dietilico, el cual se
evapord y después el residuo seco se diluyd y enrasé con acetona hasta 25 mL. Los
carotenoides totales fueron estimados mediante la lectura de absorbancia a 450 nm
de acuerdo con Valero et al. (2011) y expresados como mg de B-caroteno equivalentes

(B-CE) 100 g %, teniendo en cuenta su coeficiente de extincién molar e= 2.560.

La actividad antioxidante total (AAT) se cuantificé de acuerdo con Serrano et al.
(2009), que permite determinar en la misma extraccién, la AAT debida tanto a los
componentes hidrosolubles (AAT-H) como liposolubles (AAT-L). Brevemente, para cada
muestra, 5 g de tejido se homogeneizaron en 5 mL de tampdn fosfato 50 mM pH= 7,8
y 3 mL de acetato de etilo, y después se centrifugd a 15.000 rpm durante 15 minutos a
4 °C. La fase superior fue usada para determinar la AAT-L y la fase inferior para la
AAT-H. En ambos casos, la AAT se determind usando el sistema enzimatico compuesto
por el cromdéforo 2°-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS), la enzima
peroxidasa (HRP) y su substrato (perdxido de hidrégeno) que genera radicales ABTS™*
de color verde-azulado que pueden medirse espectrofotométricamente a 730 nm. La
disminucion de absorbancia después de aiadir el extracto de muestra fue proporcional
a la AAT de la muestra. Se realizé una curva de calibrado con Trolox (acido (R)-(+)-6-
hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametil-croman-2-carboxilico) (0-20 nmol) de Sigma (Madrid,

Espafia), y los resultados se expresaron como mg de Trolox equivalentes (TE) 100 g™

2.4. Analisis sensorial

Se seleccionaron diez panelistas, previamente entrenados con muestras
comerciales de cerezas, para llevar a cabo una caracterizacion sensorial de los lotes
estudiados. Para ello, 5 frutos, seleccionados al azar de 100 cerezas recolectadas en la
ultima fecha de muestreo para cada arbol, variedad y tratamiento, se presentaron a
cada panelista. El analisis descriptivo se realizd de acuerdo con métodos estandar

internacionales (1ISO 4121-2006) para evaluar la apariencia, color de la piel, sabor de la
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cereza, dulzor, acidez y firmeza mediante el uso de una escala numerada de 1 (pobre)

a 10 (excelente).

2.5. Analisis estadistico

Los datos se sometieron a andlisis de varianza (ANOVA), siendo las fuentes de
variacion tiempo de almacenamiento y tratamiento. Se realiz6 una comparacion de
medias usando el test HSD de Tukey de comparacién multiple, para determinar si
existian diferencias significativas para p< 0,05. Las regresiones lineales fueron
realizadas entre AAT-H y antocianinas totales o entre AAT-L y carotenoides totales
teniendo en cuenta los datos de las ultimas fechas de muestreo y tratamientos para
cada variedad y se calculé la correlacion de regresion. Todos los analisis fueron

realizados con el software SPSS v. 12.0 para Windows

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Parametros de calidad de las cerezas

El crecimiento de las cerezas para ambas variedades Sweet Heart” y ‘Sweet
Late” siguié una curva doble sigmoide como ocurrid en estudios previos realizados con
otras variedades (Diaz-Mula et al., 2009), alcanzando el fruto su tamafio final después
de 133 y 140 dias para ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’, respectivamente (Fig.1). Todos los
tratamientos con acido salicilico (AS) y acido acetilsalicilico (AAS) en las tres
concentraciones ensayadas (0,5, 1 y 2 mM) incrementaron el tamafo del fruto con
respecto a los controles, siendo mayor el efecto en la variedad ‘Sweet Late’ que en
‘Sweet Heart’. La concentracién mas efectiva de AAS fue 1 mM con la que se obtuvo un
incremento de volumen del 47 y 59 % para ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’
respectivamente, en la fecha de recoleccién, mientras que la concentracién mas
efectiva para AS fue 0,5 mM, con incrementos del 41 y 51 %. Se observé el mismo
comportamiento cuando se determind el peso del fruto basandose en el peso medio
de 100 cerezas (Tabla 1). La aplicacién en pre-cosecha de AAS a 1 mM incrementé el
peso del fruto un 24 y 39 % para ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’, respectivamente. Por

otro lado, 0,5 mM fue la concentracion de AS mas efectiva sobre el incremento de

140



PUBLICACION 3

peso del fruto, 13 y 37 % para ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’, respectivamente. Por
consiguiente, como las cerezas de mayor tamafio son mds apreciadas por los
consumidores y alcanzan mayores precios en los mercados que las de menor tamafio,

estos tratamientos podrian mejorar el rendimiento econémico del cultivo.
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Fig.1.Influencia de los tratamientos acido salicilico (AS) y acido acetil salicilico (AAS) a 0, 0,5, 1y 2 mM
sobre la evolucién del volumen del fruto de cerezas ‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late’, aplicados en tres

puntos clave del desarrollo del fruto (T1, T2 y T3). Los datos son la media + ES de 60 frutos.

El color del fruto en las cerezas es uno de los atributos mas importantes
relacionado con la calidad del fruto, junto con sélidos solubles totales (SST), acidez
total (AT) y firmeza. Estudios previos demuestran que el cociente a*/b* es un indice
adecuado para seguir el proceso de maduracion en el arbol, ya que se han encontrado
rapidos incrementos con la maduracion y diferencias importantes entre variedades.
También se encontraron incrementos en SST y AT durante la maduracion en el arbol de
una amplia gama de variedades de cereza, mientras que se producian disminuciones
de la firmeza del fruto (Serrano et al., 2005, 2009; Diaz-Mula et al., 2009). Asimismo en
este trabajo, en las variedades ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’, los parametros de indice
de color a*/b*, SST y AT incrementaron, mientras que la firmeza disminuyd, tanto en

los frutos control como en los tratados con AS o AAS, y por tanto, sélo se muestran los
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datos del ultimo muestreo para estos parametros de calidad (Fig. 2 y Tabla 1). La
aplicacion de ambos tratamientos (AS y AAS) afectd el color externo de las variedades
de cereza ya que se observaron significativamente mayores indices a*/b* en las
cerezas tratadas que en las control en la fecha de la recoleccién, especialmente para

los tratamientos AAS 1 mM y AS 0,5 mM (Fig. 2).

Tabla 1: Efecto de los tratamientos* acido salicilico (AS) y acido acetil salicilico (AAS) sobre los
parametros de calidad del fruto: peso1 (g), firmeza® (N mm'l), sélidos solubles totales’ (SST, g 100 g'l),

acidez total * (AT, g 100 g™) y tasa de respiracién’ (mg CO, kg™ h™) en la recoleccién en las variedades

‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’.

Firmeza Tasa de
respiracion

‘Sweet Heart’
Control 6,77+0,13 a 295+0,15a 19,82 +0,11a 1,48+0,10 a 20,62+1,632a
AS (0,5 mM) 7,64+0,14b 3,87+0,08 b 20,83+0,06 b 1,50+ 0,08 a 22,14+ 1,40 a
AS (1,0 mM) 7,13+0,15¢ 3,43+0,13 ¢ 20,00+0,32a 1,45+ 0,09 a 20,27+0,54a
AS (2,0 mM) 7,38 £0,13 bc 3,52+0,10c 18,85+0,23 ¢ 1,56+0,08 a 22,77+1,17 a
AAS (0,5 mM) 7,52+0,06 b 3,37+0,09c 19,50+0,55a 1,49+0,12a 19,48 +2,13 a
AAS (1,0 mM) 8,34+0,09d 3,39+0,09c 20,13+0,12a 1,58 +0,07 a 20,73+1,02a
AAS (2,0 mM) 7,83+0,22b 2,73+0,10a 19,30+0,21a 1,60+0,09 a 18,06+ 1,33 a
‘Sweet Late’
Control 6,62+0,24a 3,01+£0,05a 20,01+0,20a 1,39+0,09 a 9,66 +0,64 a
AS (0,5 mM) 9,08+0,21b 3,63+0,14b 19,65+0,16 a 1,45+0,11a 10,21+0,56 a
AS (1,0 mM) 8,71+0,14b 3,43+0,07b 19,45+0,38a 1,46 £0,09 a 10,97 +0,43 a
AS (2,0 mM) 8,55+0,08 c 3,21+0,11a 17,33+0,47b 1,49+0,08 a 9,24+0,13 a
AAS (0,5 mM) 7,30+£0,08c 3,46 +0,08 b 19,53+0,62a 1,46 £ 0,09 a 10,63+0,98 a
AAS (1,0 mM) 9,19+0,18 b 3,81+0,18c 21,63+0,22 ¢ 1,44+0,08 a 9,46+0,48 a
AAS (2,0 mM) 8,83+0,23b 3,64+0,11b 18,28+ 0,16d 1,44+0,07 a 9,74+ 1,88 a

* Para cada parametro y variedad las distintas letras muestran diferencias significativas a p< 0,05.

!Los datos son la media * ES de las determinaciones realizadas en 60 frutos.

’Los datos son la media + ES de las determinaciones realizadas por duplicado en 3 muestras de 20

frutos.
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Fig.2. Color del fruto en la recoleccion comercial de las variedades de cereza ‘Sweet Heart” y ‘Sweet
Late” tratadas con acido salicilico (AS) y acido acetil salicilico (AAS) a tres concentraciones: 0,5, 1y 2 mM.

Los datos son la media * ES de 60 frutos.

La firmeza del fruto en la recoleccién fue generalmente mayor en los frutos
tratados que en los control en ambas variedades. Los frutos con la mayor firmeza
fueron aquellos tratados con AAS a 1 mM para la variedad ‘Sweet Late’ y aquellos
tratados con AS a 0,5 mM para ‘Sweet Heart’. Con respecto a SST, los efectos
observados dependieron del tratamiento y variedad (oscilando entre 17 y 21 g 100 g'l),
aungue la aplicacién de la mayor concentracién (2 mM) para ambos AAS y AS en
‘Sweet Late’ y para AS en ‘Sweet Heart’ dio lugar a los menores niveles de SST en la
fecha de recoleccion. De este modo, en arboles tratados con AS o AAS 2 mM, en
general, podria ocurrir un retraso en el proceso de maduracién del fruto, ya que el
contenido de azlcares incrementé con la maduracién de la cereza en el arbol (Diaz-
Mula et al., 2009; Serradilla et al., 2012). Sin embargo, los valores de SST de cerezas
control y tratadas de ambas variedades estuvieron por encima del limite de 14-16 g
100 g* sugerido por Crisosto, Crisosto y Methenery (2003) como aceptable para su

comercializacion en una amplia gama de variedad de cerezas. Sin embargo, no se
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observaron diferencias significativas en los valores finales de AT debido a los
tratamientos de AS o AAS independientemente de la variedad y concentracién. Del
mismo modo, no se encontraron efectos significativos sobre AT ni SST en pifia cuando
se tratd en pre-cosecha con AS 2 mM aplicado cuatro veces a intervalos de 15 dias
antes de la recoleccién (Lu, Sun, Li, Shiy Sun 2011). Finalmente, no se observé ninguna
diferencia entre las cerezas control y tratadas sobre la tasa de respiracion, aunque la
tasa de produccién de CO, fue dos veces mayor en ‘Sweet Heart’ (18-22 mg CO, kg™
h™') que en “Sweet Late’ (9-11 mg CO, kg™ h™%). Sin embargo, tratamientos de ciruelas
en post-cosecha con AS disminuyeron y retrasaron el inicio de la tasa de respiracién

climatérica (Luo et al., 2011), asi como en Annona squamosa L. (Mo et al., 2008), lo

cual es crucial para prolongar el tiempo de almacenamiento de los frutos.

Los andlisis sensoriales revelaron que no habia diferencias significativas entre
los frutos control y los tratados con AS o AAS para ambas variedades de cerezas sobre
la apariencia, color, dulzor y acidez (datos no mostrados), mostrando que estos
tratamientos no aportaban efectos negativos sobre el sabor o flavor del fruto. Para
todos los pardmetros, variedades y tratamientos las calificaciones obtenidas tuvieron
valores entre 8 y 9, lo que indica que los atributos se valoraron como muy buenos y

excelentes.

3.2. Compuestos bioactivos y actividad antioxidante total

De acuerdo con los resultados anteriores, los compuestos bioactivos y actividad
antioxidante total fueron determinados en muestras tratadas con AAS 1 mM y AS
0,5 mM ya que la aplicacién de estas concentraciones fue la que mayores efectos tuvo
sobre el tamafio, peso, firmeza y SST del fruto. Los compuestos antioxidantes en
alimentos procedentes de plantas estan clasificados como hidrosolubles (compuestos
fendlicos, incluyendo antocianinas, acido ascorbico, resveratrol y glutation) vy
liposolubles (carotenoides, tocoferoles y tocotrieroles), teniendo ambos grupos
efectos beneficiosos sobre la salud humana (Martin, Zhan, Tonelli y Petroni, 2013;

Valero y Serrano, 2010).
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Las antocianinas totales fueron determinadas en las tres ultimas fechas de
muestreo para ambas variedades, ya que la pulpa estaba aun clara y la concentracidn
de antocianinas era muy baja en fechas previas. Como se esperaba, las antocianinas
totales incrementaron durante la maduracién en el arbol alcanzando concentraciones
finales de 40 y 30 mg 100 g™ para ‘Sweet Heart’ y ‘Sweet Late’, respectivamente en
muestras control, mostrando un contenido medio de antocianinas si las comparamos
con otras variedades de cerezas (Ballistreri et al., 2013; Diaz-Mula et al., 2009; Serra,
Duarte, Bronze y Duarte, 2011). Cabe destacar que, las aplicaciones pre-cosecha de
ambos compuestos incrementd el contenido de antocianinas totales en ambas

variedades, siendo el tratamiento mas efectivo AAS 1 mM (Fig. 3).
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Fig. 3. Efecto de los tratamientos acido salicilico 0,5 mM (AS) y acido acetil salicilico (AAS) 1mM sobre la
evolucidon de antocianinas totales durante las dos ultimas semanas de desarrollo del fruto de las
variedades de cereza "Sweet Heart” y ‘Sweet Late’. Las figuras insertadas representan la correlacién
lineal entre la actividad antioxidante total hidrosoluble (AAT-H) y antocianinas totales para cada
variedad. Los datos son la media * ES de las determinaciones realizadas por duplicado en 3 muestras de

20 frutos.
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La concentracidn de fenoles totales inicialmente disminuyd y después aumenté
durante las tres ultimas fechas de muestreo alcanzando concentraciones de 90 mg
GAE 100 g* en las cerezas control para ambas variedades (Fig.4). Por tanto, el
contenido total de fenoles en la recoleccidn comercial en estas variedades podria ser
considerado como medio, si lo comparamos con el rango de 50-160 mg 100 g™ citado
para otras variedades (Ballistreri et al., 2013; Diaz-Mula et al., 2009; Serra et al., 2011;
Serradilla et al., 2012). La aplicacién de ambos tratamientos (AAS y AS) dio lugar a un
incremento en el contenido de fenoles totales, el cual fue evidente en la segunda
aplicacion (T2), observandose el mayor efecto en los frutos tratados con AAS 1 mM
(110 mg GAE 100g™). Del mismo modo, la pulverizacién foliar de los arboles con AS
indujo también un aumento del contenido fendlico en la recoleccién en naranjas Navel
(Huang, Xia, Lu, Hu y Xu, 2008) y jinjoles (Cao et al., 2013). Sin embargo, el mecanismo
preciso por el cual los salicilatos aumentan los compuestos fendlicos aun no esta claro.
Una explicacién podria ser atribuida al papel que juega el AS como molécula sefial
induciendo la biosintesis de compuestos de defensa, tales como los compuestos
fendlicos. Ademas, se ha demostrado que AS estimula la actividad fenilalanina amonio
liasa (PAL) (Yao y Tian, 2005), la cual podria ser la responsable de la sintesis de novo de
compuestos fendlicos. Ademas, AS y AAS aplicados como tratamientos post-cosecha
dieron lugar a mayores niveles de compuestos bioactivos y actividad antioxidante si lo
comparamos con los frutos control, en cerezas (Valero et al., 2011), granadas (Sayyari
et al., 2011) y ciruelas (Davarynejad, Zarei, Nasrabadi y Ardakani, 2013), lo cual podria

atribuirse a un incremento en la concentracidén endégena de AS y AAS en estos frutos.

Se observé un efecto similar de los tratamientos de AAS y AS cuando se midid la
actividad antioxidante total (AAT) en la fraccion hidrosoluble (AAT-H). Es decir, la ATT-
H aumentdé en ambas variedades de cereza durante las dos Ultimas semanas de
desarrollo del fruto, siendo estos incrementos mayores en frutos de arboles tratados
con AAS y AS que en los frutos control. Sin embargo, para este parametro el efecto de
los tratamientos con AAS y AS fue mayor para la variedad ‘Sweet Heart” que para
‘Sweet Late” (Fig.4). En estudios previos se observé un efecto similar sobre el
incremento de AAT-H cuando se aplicaron los tratamientos AS y AAS en post-cosecha,

en cereza (Valero et al., 2011) y granada (Sayyari et al., 2011). En estudios previos, la
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AAT-H ha sido correlacionada con el contenido en compuestos fendlicos en una amplia
diversidad de variedades de cereza (Ballistreri et al., 2013; Diaz-Mula et al., 2009;
Serrano et al.,, 2011; Usenik, Fab&i¢, y Stampar., 2008), de forma similar a lo
encontrado en el presente estudio. De este modo, la AAT-H estuvo positivamente
correlacionada con los fenoles totales en ‘Sweet Heart” (y= 2,44x-124; R*= 0,744) y en
‘Sweet Late’ (y= 1,44x-52; R’= 0,769), mostrando que la mayoria de los compuestos
hidrosolubles con actividad antioxidante son aquellos de naturaleza fendlica. Ademas,
ya que el contenido de fenoles totales fue similar en ambas variedades, la mayor
AAT-H encontrada en ‘Sweet Heart” con respecto a ‘Sweet Late” podria ser atribuida al
mayor contenido en antocianinas totales de ‘Sweet Heart". De hecho, las correlaciones
entre AAT-H y antocianinas totales fueron mayores que aquellas entre AAT-H fenoles
totales, con curvas de regresion para ‘Sweet Heart (y= 1,79x+50; R’= 0,919) y para
‘Sweet Late” (y= 1,89x+40; R’= 0,864) (Fig. 3. insertas). Sin embargo, la actividad
antioxidante puede también depender de la presencia de compuestos fendlicos
especificos, tales como flava-3-oles, flavonoles y procianidinas (Kelebek y Selli, 2011).
De hecho, en las variedades ‘Sweet Late’ y ‘Sweet Heart” nuestro grupo ha encontrado
qgue los principales flavonoles individuales fueron myricetin 3-rutindsido seguido por
quercetin 3-rutindsido y kaempferol 3-rutindsido en ambas variedades de cereza, y los
principales derivados del acido clorogénico, fueron acido neoclorogénico y acido
clorogénico, y todos ellos resultaron aumentados significativamente en los frutos
tratados con acido oxdlico (AO) (datos no publicados). Ademas, se ha demostrado que
los compuestos fendlicos y especialmente las antocianinas son los compuestos
principales responsables de los efectos beneficiosos para la salud humana del consumo
de cerezas, tales como la inhibicién del crecimiento de células cancerigenas derivadas

del colon y estdmago (Serra et al., 2011).
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Fig. 4. Efecto de los tratamientos 4cido salicilico (AS) 0,5 mM y acido acetil salicilico (AAS) 1 mM sobre la
evolucion del contenido en fenoles totales y actividad antioxidante total hidrosoluble (AAT-H) de cerezas
‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late’. Los datos son la media + ES de las determinaciones realizadas por

duplicado en 3 muestras de 20 frutos.

El contenido de carotenoides totales incrementd durante la maduracion del
fruto en el arbol alcanzando concentraciones finales en frutos control de 0,6-0,7 mg CE
100 g'1 para ‘Sweet Heart” y ‘Sweet Late, respectivamente (Fig. 5). Una evoluciéon
similar se encontré en cerezas tratadas, aunque los niveles finales fueron
significativamente reducidos sin diferencias significativas entre los tratamientos AAS y
AS. Este patron de carotenoides totales fue también seguido por la AAT-L, que mostrd
los mayores valores en frutos control si comparamos con frutos tratados, y por tanto,
se encontré una elevada correlacién entre AAT-L y carotenoides totales con curvas de
correlacién y= 59,80x-8,70; R’= 0,849 e y=97,33x-20,06; R’= 0,760 para ‘Sweet Heart’
y ‘Sweet Late’ respectivamente. Por tanto, los carotenoides podrian ser el principal

compuesto liposoluble con actividad antioxidante en cerezas.
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Fig. 5. Efecto de los tratamientos con acido salicilico (AS) 0,5 mM y acido acetil salicilico (AAS) 1 mM
sobre la evolucion de carotenoides totales y actividad antioxidante liposoluble (AAT-L) de cerezas de las
variedades "Sweet Heart’ y "Sweet Late’. Las figuras superiores representan la correlacion lineal entre la

actividad antioxidante total liposoluble (AAT-L) y carotenoides totales para cada variedad.
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4. CONCLUSIONES

Todos los resultados mostraron que los tratamientos pre-cosecha con AS y AAS
incrementaron algunos parametros de calidad, tales como peso del fruto, firmeza,
contenido en compuestos bioactivos y propiedades antioxidantes de cerezas en la
recoleccién comercial. Entre las concentraciones ensayadas (0,5, 1 y 2 mM), los
mayores efectos fueron encontrados con AS a 0,5 mM y AAS a 1 mM en ambas
variedades de cerezas. Por otro lado, no se observé ningun efecto perjudicial de estos
tratamientos sobre SST, AT, sabor y flavor. Por tanto, AS y AAS son componentes
naturales de las plantas que podrian ser considerados como herramientas
prometedoras para mejorar atributos de calidad de los frutos y mejorar el potencial de

beneficios saludables del consumo de cerezas.
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DISCUSION

6. DISCUSION

Las cerezas (Prunus avium L.) son muy apreciadas por consumidores de todo el mundo,
debido a sus atributos de calidad organoléptica, especialmente aquellos relacionados con el
dulzor, acidez, firmeza y color rojo brillante, aunque estos parametros de calidad varian
dependiendo de la variedad, estado de madurez en la cosecha y condiciones de
almacenamiento en post-cosecha. Ademads de estos parametros, la cereza también es apreciada
por su contenido en compuestos fitoquimicos con propiedades antioxidantes, principalmente
compuestos fendlicos, antocianinas y vitaminas (Gongalves et al., 2007; Diaz-Mula et al., 2008;
Usenik et al., 2008; Valero y Serrano, 2010). Estudios in vitro e in vivo han demostrado que el
consumo de cerezas esta relacionado con la reduccion de diversas enfermedades incluyendo
cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, y otras enfermedades inflamatorias
mediante la reduccién del estrés oxidativo, la inflamacidn, la supresion tumoral y el control de
la glucosa (McCune et al., 2011; Delgado et al., 2012). Entre los compuestos relacionados con la
salud, el mayor interés se ha centrado en las antocianinas y otros polifenoles, carotenoides y
vitaminas Cy E. En cereza, el potencial antioxidante se ha asociado con el contenido de acido
ascorbico, compuestos fendlicos y antocianinas (Chaovanalikit y Wrolstad, 2004; Serrano et al.,

2005; 2009).

Las cerezas son frutos conocidos por aportar una excelente fuente de polifenoles en la
dieta humana, aunque existen diferencias entre cultivares. En un rango amplio de variedades
de cerezas se ha comprobado que el contenido de fenoles totales variaba entre 60 a 200 mg
100 g en el momento de recoleccién comercial (Diaz-Mula et al., 2009; Mozeti¢ et al. 2002).
Puesto que los compuestos fendlicos contribuyen a la calidad de la fruta, en cuanto a la
modificacion de color, sabor y aroma (Tomas-Baberan y Espin, 2001), los cultivares con mayor
contenido de compuestos fendlicos tendran mayor calidad. En las variedades utilizadas en esta
Tesis Doctoral, el mayor contenido de fenoles totales se encontrd en ‘Lapins’ seguida de ‘Sweet
Heart’ y ‘Sweet Late’, si bien en todas ellas el contenido de fenoles totales es superior a los 80
mg 100 g . Las antocianinas son los compuestos fitoquimicos que confieren la calidad visual de

las frutas y hortalizas, lo que contribuye a la presencia de los pigmentos rojos, azules y purpuras
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en los tejidos vegetales (Gao y Mazza, 1995). En cerezas, las antocianinas son los pigmentos que
le confieren el color rojo caracteristico y que también difieren en la concentracién dependiendo
del cultivar, con concentraciones que oscilan entre los 10-300 mg 100 g (Diaz-Mula et al.,
2009). Las antocianinas predominantes en cereza son cianidina-3-rutindsido y cianidina-3-
glucdsido, mientras que peonidin- y pelargonidin- 3-glucésido y 3-rutindsido se han encontrado
en concentraciones muy bajas (Goncalves et al, 2004; Mozetic¢ et al., 2006; Usenik et al, 2008;
Serrano et al.,, 2009; Martinez-Espld et al., 2014; Picariello et al., 2016). En las variedades
estudiadas en esta Tesis ‘Lapins’ mostré la mayor concentracién (=30 mg 100 g*) seguida de
‘Sweet Heart’ (15 mg 100 g) y ‘Sweet Late’ (10 mg 100 g*) en el momento de recoleccién

comercial.

Las cerezas también son ricas en acidos fendlicos, siendo los mas abundantes entre ellos
los derivados del acido hidroxicindmico tales como el acido caféico y el 4cido p-cumdrico. Los
compuestos fendlicos incoloros mds comunes en las cerezas son el acido neoclorogénico (acido
3'-caffeoil quinico) y dacido 3'-p-coumaroil quinico (Mozeti¢ et al., 2002, Chaovanalikit y
Wolstad, 2004; Serrano et al., 2009; Martinez-Espla et al., 2014; Picariello et al., 2016). Los
hidroxicinamatos estan recibiendo cada vez mds atencion por sus posibles efectos sobre la
salud a través de su potente accidon antioxidante, capacidad para inhibir la oxidaciéon de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), y sus propiedades quimiopreventivas (por ejemplo,
efectos inhibidores sobre la promocidn de tumores y la capacidad de bloquear la formacién de
compuestos mutagénicos tales como nitrosaminas) como se demuestra por los estudios in vitro
(McCune et al.,, 2011). Las cerezas también contienen quercetina, un compuesto bioactivo
fendlico que pertenece a una clase de flavonoides que estan ampliamente distribuidos en una
dieta rica basada en frutas y hortalizas con una potente actividad antioxidante (Boots et al.,
2008). La capacidad de la quercetina para actuar como un eliminador de radicales libres sugiere
gue podria desempefiar un papel beneficioso en la reduccion de las especies de oxigeno
reactivo (ROS) (es decir, peréxido de hidrégeno, el anién superdxido) asociada con
enfermedades crénicas tales como la enfermedad cardiovascular y el cancer (Wilms et al.,
2005). Como se ha visto en los experimentos realizados, las cerezas exhiben actividad
antioxidante en ambos extractos hidrofilicos (AAT-H) y lipofilicos (AAT-L) mediante la medicién

de la capacidad de eliminacién de radicales ABTS®". Para todos los cultivares, la actividad AAT-H
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fue mayor que la AAT-L, mostrando que los principales contribuidores a la actividad
antioxidante son compuestos hidréfilos, tales como polifenoles, antocianinas y vitamina C. Las
vitaminas liposolubles, A y E, también son antioxidantes, asi como los tocoferoles y
carotenoides, todos ellos compuestos lipofilicos que podrian contribuir a la AAT-L. Segun el
Instituto Nacional del Cancer (2004), la cereza contiene cantidades importantes de
carotenoides, principalmente R-caroteno (38 mg 100 g*, de promedio) y luteina / zeaxantina
(85 mg 100 g'l, de promedio). Aunque los carotenoides son otros componentes bioactivos
importantes en frutas (Valero y Serrano, 2010), casi no existen evidencias de su contenido en
cereza. En un articulo reciente (Valero et al., 2011) en 2 variedades de cereza ('Prime Giant'y
'Cristalina') se encontraron concentraciones de carotenoides de 0,61 y 1,06 mg 100 g?),
respectivamente. De igual forma, Leong y Oey (2012) observaron niveles de B-caroteno, R-
criptoxantina y a-caroteno de 0,02 mg g (peso seco) y de 0,01 mg g~ (peso seco) para el
licopeno y luteina. Sin embargo, se necesitan mds estudios epidemioldgicos para evaluar el
papel de los compuestos bioactivos de cereza sobre resultados especificos de salud. Estos
estudios deben incluir una evaluacién de la relacion dosis-respuesta tras la ingesta de cereza
con el fin de conocer mejor la dosis éptima de consumo de cereza necesaria para promover la

modulacion de biomarcadores especificos de la enfermedad.

Por otra parte, la cereza es un fruto muy perecedero y estos atributos de calidad, tanto
organolépticos como nutritivos y funcionales disminuyen después de la recoleccion en un
tiempo relativamente corto, lo que limita sus posibilidades de conservacién y transporte a
mercados lejanos. La extensién de la vida post-recoleccion de la cereza depende de tres
factores: a) reduccion de la pérdida de peso por deshidratacion, b) ralentizar los procesos
fisioldgicos de la maduracion y la senescencia, y c) evitar la aparicién y la tasa de crecimiento
microbiano. Para controlar estos tres factores, las herramientas principales son la refrigeracion
y controlar la humedad relativa (HR). La temperatura éptima para la cosecha y la manipulaciéon
de las cerezas es de entre 10 y 20 °C (fuera de este rango de temperatura se observa mas
picaduras), mientras que la temperatura de almacenamiento 6ptima es de 0 °C, con una
humedad relativa de 90 a 95 % (Romano et al., 2006). Por lo tanto, el almacenamiento a bajas
temperaturas es el principal tratamiento post-cosecha para reducir el metabolismo de Ia

cereza, para mantener la calidad y prolongar la capacidad de almacenamiento en los frutos
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perecederos y considerados no sensibles a dafios por frio, como es el caso de la cereza. Existen
algunas evidencias sobre los cambios en compuestos bioactivos y actividad antioxidante
durante el almacenamiento en frio, aunque no se encuentra una tendencia general en todos los
frutos. Asi, una pérdida de compuestos beneficiosos para la salud (fendlicos y acido ascérbico)
se ha encontrado en uva de mesa, brdcoli, granada y manzana (Serrano et al., 2011), en los que
la pérdida de compuestos fendlicos fue altamente dependiente de la especie e incluso del
cultivar. Sin embargo, se han encontrado aumentos en fitoquimicos, como fenoles y
antocianinas, en un amplio rango de variedades de cereza durante el almacenamiento en frio,
al igual que se muestra en las Publicaciones (1y 2) y en los Articulos (1 y 2) de esta Tesis, lo que
se relaciona con la evolucién del proceso de maduracion durante la conservacidon post-
recoleccién, aunque en frutos sobre-maduros estos fitoquimicos ya disminuyen, debido a
procesos de senescencia (Serrano et al.,, 2009; Valero et al., 2011). En otros casos se ha
observado un comportamiento diferente en funcién de la temperatura de almacenamiento y
del tipo de fenol. Asi, Goncalves et al. (2004) estudiaron los compuestos fendlicos
hidroxicinamatos, antocianinas, flavonoides y flavan-3-oles en las variedades de 'Burlat’, 'Saco’,
'Cumbre' y 'Van' recolectadas en 2 estados de maduracién diferentes y almacenados bajo
diferentes condiciones de temperatura. Asi, el contenido de 4acidos fendlicos en general
disminuyd con el almacenamiento a 1-2 °C y se incrementd con el almacenamiento a 15 °C. Los
niveles de antocianinas se incrementaron a ambas temperaturas de almacenamiento, mientras

que los flavonoles y contenidos flavano-3-ol se mantuvieron bastante constantes.

En los ultimos anos, se han llevado a cabo diferentes estudios sobre el tratamiento con
diferentes compuestos aplicados en post-recoleccion para mantener la calidad durante la
conservacion, asi como estrategias pre-cosecha para incrementar los atributos de calidad de
cerezas en el momento de la recoleccion, tales como acido giberélico (Einhorn et al., 2013) y
acido oxalico (Martinez-Espla et al., 2014), siendo los principales efectos un mayor tamafio,
peso y firmeza del fruto, dando lugar también el acido oxalico a incrementos en antocianinas

totales, fenoles totales y actividad antioxidante.

El 4cido salicilico (AS) es un regulador endégeno del crecimiento de las plantas, de
naturaleza fendlica y estd clasificado como promotor del crecimiento, jugando un papel

importante en el desarrollo de la planta, especialmente bajo estrés bidtico y abidtico (Hayat et
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al., 2010). La mayoria de las aplicaciones de AS se han realizado como tratamientos post-
cosecha y han sido dirigidas a aumentar la resistencia sistémica adquirida con beneficios en la
reduccion de las podredumbres causadas por ataque fungico durante el almacenamiento, como
se observé en fresa (Babalar et al., 2007), jinjol (Cao et al., 2013) y cereza (Chan et al., 2008).
Ademas, estudios recientes han demostrado que el AS y sus derivados, acido acetil salicilico
(AAS) y salicilato de metilo (SaMe), aplicados como tratamientos post-cosecha, también
influyen en los atributos de calidad del fruto. En este sentido, el AS retrasé el proceso de
maduracion post-cosecha y mantuvo mayores niveles en los atributos de calidad de
albaricoques tratados en post-cosecha que en los controles (Wang et al., 2015). Del mismo
modo, en granadas, tratamientos post-cosecha con AAS y SaMe redujeron significativamente
los sintomas de dafios por frio y mantuvieron algunos pardmetros relacionados con la calidad
del fruto, tales como firmeza, sdélidos solubles totales y acidez total (Sayyari et al., 20113;
2011b). Estos parametros de calidad, los compuestos fitoquimicos y la actividad antioxidante
también se mantuvieron en mayores niveles después de tratamientos post-cosecha de cerezas
con AS y AAS (Valero et al., 2011). Sin embargo, existe escasa literatura sobre los efectos de
tratamientos pre-cosecha con AS o sus derivados sobre los atributos de calidad del fruto. En
este sentido, se ha publicado recientemente que tratamientos pre-cosecha con AS de racimos
de uva incrementaron el tamafio, peso, color de la piel y firmeza de uvas de mesa en el
momento de la recolecciéon (Champa et al., 2015). Tratamientos con AS, de arboles de naranja
‘Lane Late” y ‘Valencia Late’, a 8 0 9 mM, 10 dias antes de la recoleccién, mantuvieron la
firmeza del fruto, SST, AT, azucares individuales y dcidos organicos durante el almacenamiento
refrigerado (Ahmad et al., 2013).

En esta Tesis se ha encontrado que los tratamientos pre-cosecha de los cerezos con AS,
AAS y SaMe aumentaron los parametros de calidad anteriores y también los compuestos
bioactivos (fenoles totales y antocianinas totales) al igual que la actividad antioxidante total
(AAT) de ambas fracciones, hidrofilica (AAT-H) y lipofilica (AAT-L), en el momento de la
recolecciéon y se mantuvieron en niveles mas elevados durante su conservacion post-
recoleccion (Giménez et al., 2014; Valverde et al., 2015).

Es bien sabido que el proceso global de maduracion del fruto es una forma

funcionalmente modificada de la senescencia, asociada con la acumulacién de especies de
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oxigeno reactivas (ROS), tales como radicales superéxido (0,"), peréxido de hidrégeno (H,0,) y
radicales hidréxilo (OH™), que son generados inevitablemente en las células de las plantas como
consecuencia de su metabolismo normal (Hodges et al., 2004). Estas ROS son eliminadas en las
células vegetales por compuestos antioxidantes (tales como fenoles, tocoferoles, carotenoides
y dacido ascérbico) y por enzimas antioxidantes incluyendo principalmente superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POX) y ascorbato peroxidasa (APX). Por tanto, el
mayor contenido de compuestos antioxidantes y enzimas antioxidantes podria dar lugar a un
retraso del proceso de maduracidn post-cosecha y a mantener los atributos de calidad del fruto
durante periodos mas largos. En este sentido, tratamientos post-cosecha con AS de mango y de
Annona squamosa L. indujeron menores niveles de radicales libres superdxido y mayor
actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y APX durante el almacenamiento si los
comparamos con los frutos control (Ding et al., 2007; Mo et al., 2008). De forma similar,
tratamientos post-cosecha con AS en melocotdn incrementaron estas enzimas antioxidantes
dando lugar a un retraso del proceso de maduracion del fruto (Tareen et al., 2012).

La aplicacién en pre-cosecha de AS, AAS o SaMe indujo mayor actividad de las enzimas
CAT y POD en el momento de la recoleccidn si comparamos con las cerezas control para las tres
variedades. Durante el almacenamiento, la actividad de estas enzimas disminuyd
significativamente en frutos control y tratados aunque los tratamientos con AS, AAS y SaMe
dieron lugar a frutos con una actividad significativamente mayor de CAT y POD para todas las
fechas de muestreo y variedades, obteniéndose el efecto principal con el tratamiento AAS. De
forma similar, la actividad de las enzimas APX y SOD aumentd en el momento de la recoleccién
debido a los tratamientos y durante el almacenamiento se observaron disminuciones de nuevo
para las tres variedades, aunque las cerezas tratadas mostraron mayor actividad para todas las
fechas de muestreo (Publicacién 2 y Articulo 1) Los resultados obtenidos muestran una
tendencia general en estas enzimas antioxidantes, es decir, disminuciones durante el
almacenamiento las cuales también han sido observadas en otras variedades de cereza
(Sharma et al., 2010; He et al., 2013), asi como en pepino (Zhang et al., 2015) y frambuesa
(Hassanpour, 2015), entre otros. La disminucion de las enzimas antioxidantes daria lugar a la

acumulacion de diferentes ROS tales como O,", OH® 0 '0,, lo que contribuiria a la peroxidacién
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de los lipidos de membrana, dafios en ADN y proteinas y a la aceleracion de los procesos de

senescencia (Hodges et al., 2004; Mondal et al., 2009).

En este sentido, se han publicado diferentes estrategias con el objetivo de incrementar
estas enzimas antioxidantes durante el almacenamiento para retrasar los procesos de
maduraciéon y senescencia post-cosecha, siendo la mayoria de ellos aplicados como
tratamientos post-cosecha. Asi, recubrimientos con quitosano en cerezas aumentaron las
actividades CAT y POD (Dang et al., 2010), asi como los tratamientos de pre-enfriamiento por
aplicacion de vacio antes del almacenamiento (He et al., 2013), que estuvieron acompafiados
por un retraso de los procesos de maduraciéon post-cosecha. Ademas, tratamientos post-
cosecha de cerezas con hexanal o 1-metilciclopropeno dieron lugar a incrementos en la
actividad SOD y a menores disminuciones en la actividad APX durante el almacenamiento en
comparacion con las cerezas control (Sharma et al., 2010). En otras frutas de hueso como el
melocotén, las actividades SOD, CAT y POD también aumentaron gracias a tratamientos post-
cosecha con AS, aunque en este fruto estas enzimas antioxidantes aumentaron durante el
almacenamiento a 0 °C (Tareen et al., 2012). En albaricoque, la acumulaciéon del radical
superodxido durante el almacenamiento también se redujo cuando se aplico6 ASa 102 mM
debido a un incremento en la actividad SOD (Wang et al., 2015). AS también fue efectivo en el
mantenimiento de mayores niveles de la actividad de las enzimas SOD, CAT y APX durante el
almacenamiento de mango y de Annona squamosa L., que estuvieron acompafiadas por un
contenido menor de anién superdxido e inferior actividad lipoxigenasa (Ding et al., 2007; Mo et
al., 2008). Ademads, frambuesas tratadas con gel de Aloe vera tuvieron mayor actividad SOD,
APX y guayacol peroxidasa que aquellos frutos control durante el almacenamiento a 4 °C
(Hassanpour, 2015). En aguacate, tratamientos con 1-MCP previnieron las disminuciones
postclimatéricas de las actividades POD, APX y CAT durante el almacenamiento post-cosecha a
20 °C, siendo responsable junto con la inhibicion de etileno de un almacenamiento potencial
mas prolongado de los frutos tratados con 1-MCP (Zhang et al., 2013). Del mismo modo,
tratamientos post-cosecha de pepinos con AS, solo o en combinacién con quitosano, dieron
lugar a mayores actividades de SOD, CAT, APX y GR durante el almacenamiento comparado con
los pepinos control (Zhang et al., 2015). Sin embargo, en esta Tesis se muestra por primera vez

gue tratamientos pre-recoleccidn de cerezas con AS, AAS o SaMe incrementaron las actividades
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de CAT, POD, APX y SOD en la recoleccién y durante el almacenamiento post-cosecha, asi como
las concentraciones de compuestos antioxidantes (fenoles totales y antocianinas totales). Todo
ello contribuiria a eliminar los ROS generados durante el proceso de maduracién post-cosechay
a su vez a retrasar los procesos de maduracién y senescencia post-cosecha y a extender la vida
uatil de las cerezas. Por tanto, estos resultados indican que los tratamientos pre-cosecha con los
salicilatos pueden ser herramientas prometedoras para mejorar los atributos de calidad de las
cerezas y los efectos beneficiosos para la salud del consumidor, en la recoleccion y

conservacion.
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7. CONCLUSIONES

1.

Los tratamientos pre-cosecha con 4cido salicilico (AS), acido acetil salicilico
(AAS) vy salicilato de metilo (SaMe), a tres concentraciones (0,5, 1, y 2 mM),
aplicados a cerezos en tres fechas clave del desarrollo del fruto, aumentaron
algunos parametros de calidad de la cereza relacionados con la aceptacion por
parte de los consumidores, como tamafio, peso y color, en el momento de la
recoleccidn. Sin embargo, los tratamientos no afectaron a la produccion total
del cultivo ni al proceso de maduracién de las cerezas en el arbol, y todas ellas
se recolectaron en la misma fecha basdndose en el estado de madurez

comercial, independientemente del tratamiento.

En el momento de la recoleccién también aumentaron pardmetros de calidad,
tales como firmeza y contenido en sdlidos solubles totales. Los mejores
resultados se obtuvieron con la concentracion 1 mM de AAS y SaMe, y con la

concentracion de 0,5 mM para AS.

Los compuestos bioactivos y actividad antioxidante (AAT), asi como la actividad
de las enzimas antioxidantes (CAT, POX, SOD y APX) de los frutos tratados

fueron mayores que en los frutos control en el momento de la recoleccién.

Se utilizd la mejor concentracién de AS, AAS y SaMe para realizar los
experimentos de almacenamiento. Los atributos de calidad (color, firmeza y
sélidos solubles totales) fueron mayores en la recoleccién y se mantuvieron en
niveles superiores durante el almacenamiento prolongado en comparacion con

los frutos control.

Los fenoles totales, las antocianinas totales y la AAT, se mantuvieron en
mayores concentraciones al final del periodo de almacenamiento en los frutos
tratados. Del mismo modo, la actividad de las enzimas antioxidantes también

fue mayor en los frutos tratados con respecto a los controles.
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6. La aplicacion de SaMe en post-recoleccion en cerezas, a dos concentraciones
(0,1 y 1 mM) mejoré los atributos de calidad, ya que redujeron la tasa de
respiracion, la pérdida de peso, el ablandamiento y la pérdida de acidez total, y
el aumento el indice de madurez durante 20 dias de almacenamiento
refrigerado. Ademds, estos tratamientos mantuvieron en mayores

concentraciones los fenoles totales, las antocianinas totales y la AAT-H.

7. Por tanto, los tratamientos con salicilatos, aplicados tanto en pre-cosecha
como en post-cosecha, podrian ser considerados como una herramienta,
segura y respetuosa con el medio ambiente, con potencial para mejorar los
atributos de calidad de los frutos en el momento de la recoleccién y durante el
almacenamiento, a la vez que aumentan la calidad nutricional y mejoran las

propiedades beneficiosas para la salud del consumo de cerezas.
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