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1. INTERES Y OBJETIVOS

1.1 Importancia del cultivo del calabacin

1.1.1 Situacion a nivel mundial

El calabacin (fruto de Cucurbita pepo ssp. pepo L.) esta experimentando una
creciente importancia a nivel mundial durante las ultimas décadas basandonos en
los datos ofrecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (F.A.O.).
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Figura 1.1. Evolucién de la produccién mundial de calabaza, calabacin y calabaza
confitera desde 1996. Fuente: F.A.O.

Segun dicha organizacién, los principales paises productores de calabazas,
calabacines y calabaza confitera en el afio 2012 fueron China (7.000.000 Tm), India
(4.900.000 Tm) y Rusia (1.080.845 Tm), seguidos de Iran (9.650.000 Tm) y USA
(900.880 Tm). Espafia ocupa la novena posicion, con una produccion de 502.600

Tm.
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A nivel europeo, Espafia ocupa la tercera posicidbn en cuanto a produccion,
por detras de Ucrania (587.800 Tm) e Italia (520.000 Tm) y seguido de Alemania
(110.114 Tm) y Francia (108.998 Tm).

Al igual que la produccién, el comercio de éste producto se ha incrementado
positivamente en los Ultimos afos. Espafia es el pais que mas cantidad de calabacin
exporta (270.919 Tm) a gran distancia del resto de paises segun datos de la F.A.O.
(2012).
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Figura 1.2. Principales paises exportadores a nivel mundial en el afio 2012. Fuente:
F.A.O.

En cuanto a importaciones, USA (365.519 Tm), Francia (143.257 Tm), Japon
(114.574 Tm), Alemania (69.405 Tm), Reino Unido (41.247 Tm), son por ese orden
los paises que mas calabacin importan. Espafia ocupa la 14° posicién importando
9.418 Tm.
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1.1.2 Situacién a nivel nacional

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente
(M.A.G.R.A.M.A)), en el afio 2012 la superficie cultivada de calabacin en Espafia fue
de 8.875 Has, con una produccion de 463.777 Tm.
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Figura 1.3. Evolucidén de la superficie de calabacin en Espafa. Fuente:
M.A.G.R.A.M.A. 2013. Elaboracién propia.

La mayor parte del calabacin cultivado en Espafia se hace en invernadero,
casi el 70% de la superficie total y casi el 60% de la producciébn se consigue
mediante este sistema de cultivo (M.A.G.R.A.M.A., 2012).

En cuanto a comunidades autbnomas, en Andalucia se localiza mas del 75%
de la superficie total dedicada al cultivo de calabacin a nivel nacional, seguida de
Canarias, la Region de Murcia, y Catalufia. En cuanto a produccion, casi el 84% del
total a nivel nacional se produce en Andalucia, seguida de Canarias, Catalufia y la

Region de Murcia.
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igura 1.4. Distribucion porcentual de la produccion de calabacin en Espafia. Fuente:
M.A.G.R.A.M.A. (2013). Elaboracién propia.

1.1.3 Situacién a nivel regional

A nivel andaluz, Almeria es la provincia que concentra
mayoritariamente el cultivo del calabacin, con 5.265 Ha, lo que representa el 86% de
la superficie total cultivada en Andalucia (6.123 Ha) y una produccién total de casi
300.000 Tm, mas del 88% de la produccién total andaluza (337.721 Tm) segun
datos del M.A.G.R.A.M.A. (2013).
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Figura 1.5. Distribucién de la producciéon de calabacin en Andalucia. Fuente:
M.A.G.R.A.M.A. (2013). Elaboracion propia.
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Esto supone que Almeria produce entorno al 70% del calabacin que se
produce a nivel nacional, siendo el mayor exportador de este producto a nivel

mundial, cuyo el destino principal es el resto de paises europeos.

A nivel provincial, el calabacin es el quinto producto en cuanto a produccion,
con un total de 368.584 Tm, por detras del tomate, pimiento, pepino y sandia, y el
cuarto en cuanto a valor, con un valor de la produccion de 184.869.000 euros, por
detras del pimiento, tomate y pepino, segun datos de la fundacién Cajamar (2013).

MEDIA 2004/2013 CAMPANA 2012/2013 VARIACIONES PORCENTUALES
Producto  cohtidad  Precio Valor Cantidad  Precio Valor Cantidad  Precio Valor
(t) (€/Kg) (Miles euros) (t) (€/Kg) (Miles euros) (t) (€/Kg) (miles euros)

Berenjena  129.682 0,47 60,394 162,357 0,57 91,79 25,2 21,4 51,98
Calabacin 288,692 0,46 131,804 368,584 0,5 184,869 27,67 9,86 40,26

\Jll::;ae 22,547 1,26 58,512 18,921 1,23 23,209 -16,09 -3 -18,6

Meldn 166,551 0,39 65,019 134,565 0,38 50,649 -19,2 -3,58 -22,1

Pepino 360,483 0,45 162,364 421,017 0,53 221,783 16,79 16,96 36,6
Pimiento 542,958 0,7 377,866 590,516 0,71 417,041 8,76 1,48 10,37

Sandia 320,334 0,29 91,327 396,878 0,29 114,241 23,9 0,97 25,09

Tomate 844,21 0,49 412,333 771,536 0,46 352,8 -8,61 -6,38 -14,44

Tabla 1.1. Comparaciéon de la camparfia 2012/2013 con la media de las Ultimas diez

campafas. Fuente: Fundacion Cajamar (2013).

1.2 Interés de la investigacion

El calabacin es un producto de relevancia econdmica para la provincia de
Almeria como se observa segun los datos expuestos anteriormente, dependiendo la
rentabilidad del producto de la vida comercial de los frutos frescos. La mayor parte
de la produccién se exporta a paises del norte de Europa, y es necesario que el
producto llegue a su destino en Optimas condiciones de calidad; por eso, la
conservacion de los frutos y la duracion de su vida comercial es un factor de

especial importancia en la comercializacién.
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El fruto de calabacin se cosecha antes de alcanzar la madurez fisiologica, y
en general su vida comercial es muy corta. En los frutos recién cosechados se
produce una rapida pérdida de agua, que se traduce en la pérdida de firmeza,
pérdida de peso y una pérdida de calidad de los mismos, comenzando asi la
senescencia de los frutos, que progresa rapidamente a menos que se enfrie el
producto de inmediato, siendo esta la razén del uso de la refrigeracion durante el
transporte y almacenamiento de este y de la mayoria de productos horticolas.

El calabacin es un fruto de origen subtropical, y a pesar de que el
almacenamiento en frio puede atenuar y ralentizar los efectos de la senescencia,
puede hacer que se manifiesten un conjunto de sintomas que hacen que los frutos
pierdan su valor comercial. Estos sintomas se denominan dafios por frio (DF) y son
desérdenes fisiologicos que ocurren en los frutos de origen tropical o subtropical
sometidos a bajas temperaturas superiores al punto de congelacion (Martinez-Téllez
et al., 2002).

La accion del frio moderado produce unos efectos directos y rapidos sobre las
membranas, con la alteracién de la célula, cuya gravedad depende de la intensidad
y duracion de la baja temperatura (Levitt, 1980, citado por Marcellin, 1992), que
produce una serie de sintomas visibles en el fruto tales como depresiones de la piel
o picado, pardeamientos internos o superficiales, o el debilitamiento de la resistencia
a dafios mecénicos y al ataque microbiano entre otros (Marcellin, 1992; Artés, 1995).
A nivel fisioldgico, se observa un aumento de la tasa respiratoria y de la emision de
etileno, reduccion de la fotosintesis, asi como la inactivacién de algunas enzimas y
alteraciones en la membrana y estructura celular (Wang, 2000). En el desarrollo de
los DF intervienen una serie de factores genéticos, fisioldgicos y bioquimicos
ademas de las condiciones climaticas del cultivo (Bramlage, 1982; Watada, 1982;
Luchsinger y Artés, 2000).

Es necesario profundizar en los fundamentos bioquimicos y fisiolégicos de
este tipo de dafos para reducir su gravedad, asi como trabajar en la obtencion de
variedades resistentes al frio, investigar en la aplicacion de tratamientos térmicos,

guimicos y fisicos encaminados a la reduccién de este tipo de dafios, y en la
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aplicacion de técnicas de -cultivo, recoleccion y poscosecha que faciliten la

conservacion frigorifica de las cosechas.

1.3 Objetivos de la investigacion

En éste trabajo de investigacibn se pretende estudiar el comportamiento
poscosecha de los frutos de la variedad Victoria, cuando son sometidas a diferentes
tratamientos tales como acondicionamiento térmico, curado en agua a diferentes
temperaturas, aplicacion de cloruro calcico, aplicacion de difenilamina y plastificado

(retractilado o sellado) y conservados a una temperatura de 4°C.
Como objetivos especificos de este trabajo:

1. Analizar los efectos de los diferentes tratamientos poscosecha sobre la
firmeza, el contenido en clorofilas y la pérdida de peso en frutos

conservados a 4°C durante 7 y 14 dias.

2. Evaluar los efectos de los diferentes tratamientos poscosecha sobre la
gravedad de los dafios frio en los frutos de la variedad estudiada.

3. Cuantificar y estudiar la evolucion de la tasa respiratoria (CO, y O,) y de la

emision de etileno de los frutos conservados a 4°C durante 7 y 14 dias.

4. Cuantificar y estudiar la actividad enzimatica oxidativa a nivel celular de los
frutos conservados a 4°C durante 7 y 14 dias.

5. Estudiar la relacion entre los parametros estudiados y las mermas de

calidad producidas durante la conservacion poscosecha a 4°C.

6. Proponer el/los tratamientos que se pueden aplicar en calabacin para
reducir la pérdida de calidad en poscosecha.

Juan Maria Garcia Galiano 18
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Origen del calabacin

La mayoria de los estudios situa el origen de Cucurbita pepo L. en el centro y
sur del continente americano, introduciéndose en Europa a principios del siglo XVI.
Esta idea estd apoyada por hallazgos arqueoldgicos que ponen de manifiesto la
domesticacion de C. pepo hace mas de 4.000 afios en tres sitios bastante alejados
de Norte América, concretamente en el sureste y noroeste de México, y en el este
de Estados Unidos (Paris, 2001), teniendo como posibles progenitores a Cucurbita
fraterna en México y a Cucurbita texana en Estados Unidos (Hernandez-Bermejo y
Ledn, 1994). Los datos de estudios aloenzimaticos (Decker, 1988) y estudios
filogenéticos con ADN mitocondrial (Sanjur et al., 2002) y marcadores RAPDSs,
AFLPs, ISSR y SSR han puesto de manifiesto que la domesticacién y el origen de la
subespecie a la que pertence el calabacin, se produjo a partir de un progenitor
desconocido hace unos 10.000 afios en México.

El calabacin es la subespecie mas reciente de C. pepo, de hecho, la primera
descripcion de la morfologia del calabacin actual la realiz6 Tamaro en 1901 (Paris,
2001). Las variedades de calabacin que se cultivan actualmente son hibridos
mejorados en América durante los Ultimos 50 afios, obtenidos a partir de variedades

italianas.

2.2 Taxonomia del calabacin

Cucurbita pepo L. es la especie a la que pertenecen las diferentes variedades
actuales de calabacin. Pertenece a la familia Cucurbitaceae y género Cucurbita, que
comprende dos subespecies: ovifera, que se emplea como ornamental, y pepo
(también conocida como condensa u oblonga), a la que pertenece el calabacin
(Paris 1989, 2001).
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Clasificacién Taxondmica

Clase Dicotiledonea
Subclase Metaclamidea
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Género Cucurbita
Especie Cucurbita pepo
Subespecie Pepo

Tabla 2.1. Clasificacion Taxondmica. Elaboracion propia.

Segun la clasificacibn de Paris (1989, 2001), existen 8 morfotipos o

variedades boténicas cultivadas, pertenecientes a las dos subespecies:

Morfotipos de la subespecie pepo:

Cocozelle. Sus frutos son largos y bulbosos en la parte terminal, con un

ratio longitud/anchura superior a 3,5.

- Pumpkin. Desarrolla frutos que van desde formas esféricas a ovales, con
terminaciones redondas o estrechas, a veces presentan acanaladuras,
estrias o0 verrugas y que pueden alcanzar los 25 kg de peso. A este

morfotipo pertenecen las calabazas.

- Vegetable Marrow. Es muy comudn en el Oriente Medio y en el Norte de
Africa. Sus frutos poseen corteza lignificada, son alargados pero
ensanchados en la parte distal, con un ratio longitud/anchura entre 2 y 3.

- Zucchini. A este morfotipo pertenece el calabacin. Actualmente es el mas
importante econdmicamente y estd extendido por todo el mundo. Son

cilindricos y alargados, teniendo un ratio longitud/anchura superior a 3,5.
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Morfotipos de la subespecie ovifera:

- Acorn. Esta compuesto por frutos que van desde formas ovales a conicas

y con diez ranuras profundas. Generalmente los frutos son de color verde.

- Crookneck. Los frutos son elongados, largos, delgados y con el “cuello”

curvado y son normalmente amarillos y verrugosos.

- Scallop. Son aplanados, lignificados y generalmente discoidales y con

bordes ondulados.

- Straightneck. Tiene frutos cilindricos, amarillentos, verrugosos y anchos en
su parte distal, ademas tienen un pedunculo corto y estrecho en el

extremo peduncular.

2.3 Morfologia y caracteristicas del fruto

El fruto es una baya carnosa, unilocular, voluminosa, cilindrica, sin cavidad
central, a veces mazuda, y alargada (peponide), procedente de un ovario infero,
tricarpelar, trilocular y sincéarpico. Son generalmente de color verde, siendo
consecuencia el color de la interaccion de pares de alelomorfos que determinan la
intensidad del color y que éste sea uniforme, rayado, manchado, reticulado,
punteado, etc. (Reche, 1997).

Los frutos nacen de las axilas de las hojas, estando unidos al tallo por un
pedunculo grueso y corto, de seccion pentagonal. Se recolectan cuando
aproximadamente se encuentra a la mitad de su desarrollo y antes de que se

endurezcan (Reche, 1997).

En el fruto en pepdnide del calabacin, las placentas estan muy desarrolladas,
llegando hasta la pared carpelar y rellenando todo el hueco del ovario, por lo que no
existe cavidad en el mismo. La pared externa del exocarpo suele endurecerse en
mayor o menor grado pudiendo hacerse lefiosa (Garcia-Breijo, 2009) al alcanzar la

madurez fisiologica.

Juan Maria Garcia Galiano 22



Efecto de diferentes tratamientos sobre la calidad en la vida poscosecha
de frutos de calabacin (Cucurbita pepo ssp. pepo L.)

Figura 2.1. Detalle de seccion de un fruto de calabacin.

Es un fruto no climatérico, lo que significa que la maduracién no esta regulada
prioritariamente por el etileno (Abeles et al., 1992). Si bien todos los frutos al igual
que cualquier oOrgano vegetal producen etileno, so6lo los frutos climatéricos
incrementan notablemente la produccién de etileno durante la maduracién, mientras
gue los no climatéricos practicamente mantienen la tasa de produccion de etileno

casi invariable.

Una de las caracteristicas de los frutos no climatéricos, es que ante la

aplicacion de etileno, se comportan de la siguiente manera (Knee, 2002):
- No adelantan el climaterio respiratorio.

- En ausencia de dafos fisiolégicos o patolégicos no hay produccion
autocatalitica de etileno, ni si quiera después de un tratamiento con

etileno.

- La magnitud de la tasa respiratoria se incrementa ante dosis crecientes de

etileno aplicado.
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- Desde el punto de vista de la maduracion organoléptica no hay respuesta
ante el tratamiento con etileno, excepto en términos de desverdizaciéon

(degradacion de clorofilas).

Como fruto no climatérico, el patron de crecimiento del fruto esta
caracterizado por una fase inicial lineal de tipo logaritmico, seguida de una

disminucién en el indice de crecimiento de forma gradual. (Wien, 1997).

2.4 Recoleccion y comercializacion del calabacin

La recoleccién del fruto es una operacion de especial importancia, ya que de
ella dependera directamente que se obtengan mejores o peores resultados en la
poscosecha. La manipulacién de los frutos, una vez recolectados, debe ser muy
cuidadosa, puesto que la piel de muchos frutos como el calabacin, es muy sensible

a todo tipo de magulladuras.

Una vez seleccionados y clasificados de forma somera los productos en la
explotacion, eliminando los frutos enfermos, los frutos maduros y los defectuosos,
son enviados a los mercados en origen o a las agrupaciones de agricultores, donde
lleva a cabo la normalizacién del producto: limpieza, calibrado, clasificado, envasado
y etiquetado, de acuerdo con el destino de dicha mercancia (mercado interior o

exportacion).

Para que los frutos puedan ser comercializados, deben cumplir una serie de
pardmetros minimos exigidos que se encuentran regulados por normativas

especificas para cada producto.

2.4.1 Normas de calidad para el calabacin

De acuerdo con lo establecido por la Consejeria de Agricultura y Pesca de la
Junta de Andalucia en el articulo 10.2 del Decreto 402/2008, de 8 de julio, por el que

se regulan de mercados agrarios en zonas de produccidon y su registro, se
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determinan los minimos de calidad que deben reunir los productos hortofruticolas,
en los centros de recepcion y antes de ser expuestos para la venta, puestos en
venta, vendidos, entregados o comercializados de cualquier otra forma por el

productor. Asi, el Anexo Il referente a calabacin dice lo siguiente:
|. Ambito de aplicacion.

Los presentes requisitos se refieren a los calabacines, de variedades
(cultivares) obtenidas de Cucurbita pepo L. que cosechandose jovenes y tiernos,
antes que su semilla adquieran firmeza, se destinen a ser entregados al consumidor
en estado fresco, con exclusion de los calabacines destinados a la transformacion

industrial.
[l. Caracteristicas de calidad.
A) Requisitos minimos:

En todas las clases, teniendo en cuenta las disposiciones especiales de cada
una de ellas y de los de los limites de tolerancias establecidos, los calabacines
deben ser:

Enteros y provistos de un pedunculo que puede estar ligeramente dafiado.
- De aspecto fresco.

- Sanos: se excluyen los productos afectados de podredumbre o de
alteraciones tales que los hagan no aptos para el consumo.

- Practicamente exentos de dafios causados por insectos u otros parasitos.
- Practicamente exentos de parasitos.

- Limpios, practicamente exentos de materias extrafias visibles.

- Exentos de humedad exterior anormal.

- Exentos de olor y/o sabor extrafio.
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Ademas, los frutos deben ser:
- Firmes.

- Exentos de cavidades.

- Exentos de grietas.

- En un estado de desarrollo suficiente, antes de que sus semillas hayan
adquirido firmeza. Los calabacines deben presentar un desarrollo y un
estado tales que les permitan: Conservarse bien durante el transporte y la

manipulacion y llegar en condiciones satisfactorias al lugar de destino.
B) Clases comerciales.
Los calabacines se clasifican en dos clases, que se definen a continuacion:
Clase |

Los calabacines clasificados en esta clase deben ser de buena calidad y
presentar las caracteristicas del tipo varietal o tipo comercial al que pertenezcan y
deben estar provistos de un pedunculo de longitud no superior a 3 cm. No obstante,
siempre que no vean afectados su aspecto general ni su calidad, calidad,
conservacion, ni presentacion del producto, estos calabacines podran tener los

defectos leves siguientes:
- Ligeros defectos de forma.
- Ligeros defectos de coloracion.
- Ligeros defectos epidérmicos cicatrizados.

- Muy ligeros defectos debidos a enfermedades siempre y cuando no sean

evolutivos ni afecten a la carne.
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Clase I

Esta clase comprende los calabacines que no puedan clasificarse en la clase
I, pero que correspondan a los requisitos minimos de las caracteristicas de calidad
precedentemente definidos. Siempre que conserven sus caracteristicas esenciales

de calidad y presentacion, se pueden admitir.
- Defectos de forma.
- Defectos de coloracion.
- Ligeras quemaduras de sol.

- Defectos epidérmicos cicatrizados, siempre que no resulten perjudiciales

para la conservacion.

Ligeros defectos debidos a enfermedades siempre y cuando no sean

evolutivos ni afecten a la carne.
C) Tolerancias de calidad.
Clase |

Un 10% en namero o en peso de calabacines que no correspondan a las
caracteristicas de la clase, pero que se ajusten a las de la clase Il o

excepcionalmente admitidos en las tolerancias de dicha clase.
Clase Il

Un 10% en numero o en peso de calabacines que no correspondan a las
caracteristicas de la clase ni a los requisitos minimos de las caracteristicas de
calidad, con excepcion de los productos afectados de podredumbre, de
magulladuras pronunciadas, de heridas sin cicatrizar o de cualquier otra alteracion

gue los haga no aptos para el consumo.
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[1l. Caracteristicas de calibrado.

Estos requisitos de calibrado seran aplicables a todos los calabacines a

excepcion del mini calabacin, el tipo Marrow, y el redondo.
1. El calibre se determinara por longitud o peso.

a) Por la longitud: En caso de calibrado por la longitud el minimo establecido
es de 7 cm y el médximo de 35 cm, ésta se medira entre el punto de unién con el

pedunculo y el extremo de la corola del fruto, con arreglo a la escala siguiente:
- 7 cm a exclusive a 25 cm inclusive.
- 25 cm exclusive a 35 cm.

b) Por el peso: En caso de calibrado por el peso el minimo establecido es de

50 g y el maximo es de 450 g, se respetara la escala siguiente:
- Desde 50 g exclusive a 225 g inclusive.
- Desde 225 g exclusive a 450 g.

El respeto a esta escala es obligatorio para la Clase I. El calibrado no sera
obligatorio para los productos de la Clase I, que so6lo deberan respetar la longitud y

el peso minimo y maximo establecido en los apartados a) y b) anteriores.
2. Tolerancias de calibre.

Clases I 'y II: Un 10% en numero o en peso de calabacines que correspondan
al calibre inmediatamente inferior o superior al que se mencione en el envase. No
obstante, esta tolerancia sélo sera aplicable a productos cuyas dimensiones 0 peso

difieran como méaximo un 10% de los limites fijados.

IV. Caracteristicas de presentacion.

A) Homogeneidad.
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El contenido de cada envase debe ser homogéneo y comprender calabacines
del mismo origen, calidad y calibre (en la medida en que, en lo que se refiere a este
altimo criterio, se exija un calibrado) y apreciablemente del mismo estado de

desarrollo y de coloracion.
B) Acondicionamiento.

El producto se colocara dentro del envase de forma que no sufra golpes, que
no sobresalga de la altura de la caja (no se permitirdn los colmados) y asi mismo, el
producto estard colocado en la caja de forma homogénea. La parte visible del

contenido del envase debe ser representativa del conjunto.
C) Identificacion.

En los centros de recepcién o lugares de venta al por mayor y antes de ser
expuestos para la venta, puestos en venta, vendidos, entregados o comercializados

de cualquier otra forma por el productor, se identificaran:

Cada uno de los envases, de manera que puedan establecerse la trazabilidad
del producto (cédigo de identificacion de la unidad homogénea de cultivo). No sera
necesario identificar los envases, pero si las partidas, cuando tengan como destino

el centro de manipulado propio.
Las partidas, se identificaran con la informacion siguiente del producto:
1. Producto.
2. Tipo comercial y en su caso variedad.
3. Clase.
4. Calibre en su caso/sin calibrar.
5. Cdodigo trazabilidad (Unidad de tratamiento de cultivo homogéneo).

6. Origen (Pais y, en su caso, zona de produccion, denominacion regional o

local).
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2.5 Tecnologia poscosecha

Los productos horticolas sufren pérdidas cualitativas y cuantitativas durante el
periodo que va desde la recoleccion hasta el consumo. El porcentaje de pérdidas
para los frutos frescos esta estimado entre el 5y el 25% en paises desarrollados y el
20 al 50% en paises en vias de desarrollo, dependiendo del producto (Kader, 1992).
Es posible reducir estas pérdidas aplicando en conocimiento de los factores que
influyen en el deterioro y utilizando técnicas que retrasen la senescencia de los

frutos y mantengan la calidad.

El objetivo principal de las tecnologias de conservacidon poscosecha es
retardar la maduracion y senescencia, con el fin de prolongar la vida comercial de

los productos y conservar su calidad.

2.5.1 AlImacenamiento de los frutos en refrigeracion

Con el almacenamiento en refrigeracion de los frutos se pretende disminuir la
velocidad a la que el fruto se deteriora, manteniendo asi el producto durante
periodos tan largos como sea posible en las condiciones adecuadas para el

consumo, sin acarrear una maduracion anémala u otros cambios perjudiciales.

La refrigeracibn es una de las tecnologias mas empleadas para la
conservacion de frutas y hortalizas. Su amplia utilizacion se debe a que permite
conservar el valor nutritivo, sabor natural, olor y calidad de los productos
almacenados resultando éstos semejantes a los recién cosechados. Ademas, esta
practica de conservacion permite, en muchos casos un mayor margen de tiempo
para su transporte. La baja temperatura puede disminuir sustancialmente la
velocidad de muchos procesos metabolicos (respiracion, fotosintesis, produccion de
etileno, maduracion, senescencia, etc.), ademas de proteger al fruto del ataque de
patdgenos que conducen al deterioro y a la pérdida de la calidad (Kitinoja y Kader,
2003). Sin embargo, el efecto del frio persiste solo mientras el alimento se mantiene
a la temperatura de refrigeracion. Por lo tanto, sera estrictamente necesario que

exista lo que se llama cadena de frio para conseguir que el producto se mantenga a
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la temperatura establecida desde que sale de la linea de produccién hasta el
momento anterior al consumo. La cadena de frio debe comenzar inmediatamente
después de que el producto haya sido refrigerado o congelado y su primer eslabon
estara constituido por el almacenamiento, a la temperatura adecuada, en la misma
instalacion de origen. A partir de este momento, la cadena de frio debe encargarse
de que el producto se mantenga a la temperatura correspondiente en todo momento
(Rubio, 2010).

No existe una temperatura ideal para el almacenamiento de todas las frutas y
hortalizas, dado que son distintas sus respuestas a las bajas temperaturas. La
temperatura adecuada para cada especie y variedad se establece tomando en
cuenta tanto factores climaticos y labores culturales durante el desarrollo, como el
crecimiento de hongos, la susceptibilidad al dafio por frio, asi como la duracion del
periodo de conservacion deseado durante el almacenamiento (Kitinoja y Kader,
2003).

A pesar de todas las ventajas que supone el uso de la refrigeracion, para
ciertos productos, sobre todo los de origen tropical y subtropical, este tipo de
practica de conservacion presenta algunos problemas, debido a la susceptibilidad

gue presentan estos productos a las bajas temperaturas.

2.5.1.1 Dafios por frio

Los productos hortofruticola de origen tropical o subtropical, resultan en
mayor o menor grado, sensibles a las bajas temperaturas y presentan dafios cuando
son sometidos a temperaturas bajas superiores al punto de congelacién de los
tejidos, sufriendo un estrés por frio. (Osorio-Mora y Zacarias, 2000; Balandran-
Quintana et al., 2003). La sensibilidad a las bajas temperaturas que caracteriza a
estos productos puede derivar en una fisiopatia compleja conocida como dafio por
frio (DF). La gravedad del dafio esta relacionada con la especie, el cultivar de que se
trate, las condiciones precosecha y poscosecha, las temperaturas, y los periodos de

almacenamiento, entre otros factores. Hay ensayos que mostraron diferencias en
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cuanto a la gravedad y cantidad de DF entre diferentes variedades de calabacin

conservados en las mismas condiciones (Carvajal et al., 2011; Megias et al., 2014).

Son muchas las disfunciones celulares y las alteraciones fisiol6gicas y
bioquimicas que induce el frio moderado (no congelante) de manera directa:
generalmente estimula la tasa respiratoria y la emisidon de etileno, reduce la
fotosintesis, aumenta la permeabilidad de la membrana al afectar a la estructura y
composicion de dichas membranas vegetales, aumentando la viscosidad de la
matriz lipidica y la rigidez de las membranas, que adquieren una estructura gel-
cristalina. Los cambios en la temperatura del medio afectan también al
funcionamiento de las enzimas y de los transportadores incluidos en la matriz lipidica
de las membranas, y con esto a los intercambios a través de ella, lo que altera la
permeabilidad y perturba las funciones celulares, que en los casos mas graves,
produce un trasvase de electrolitos y metabolitos entre los diversos compartimentos
celulares y entre las células y el medio, llegando incluso a la ruptura de las
membranas, necrosis y muerte del érgano o de la planta (Mazliak, 1992 citado en
Artés y Artés-Hernandez, 2003). En pepinos sometidos a frio, se ha visto que
ocurren cambios en la composicion de los polisacaridos (Gross y Wang, 1984
citados en Carvajal et al., 2011) de las paredes celulares, y en calabacin se produjo
un aumento en la actividad de la enzima hidrolitica poligalacturonasa en frutos
almacenados a 5°C después de 9 dias, en comparacion con frutos almacenados a
12°C (Balandran-Quintana et al., 2007 citados en Carvajal et al., 2011).

El frio moderado también puede tener una accion mas gradual y duradera,
gue conduce a una alteracion primaria e indirecta del metabolismo, e incluso a un
desequilibrio hidrico, que da lugar a una alteracion secundaria que puede tener
consecuencias reparables, dependiendo del estado fisiologico del fruto (Levitt,
1980). En efecto, hay estudios en tomate Daniela en los que lo frutos pintones
fueron menos sensibles a los DF que los verdes (Artés, 1999) o en pimiento Lamuyo
donde los frutos rojos no presentaron sintomas a 2°C, mientras que los verdes
fueron muy sensibles (Serrano et al., 1997). Por lo que se puede suponer que frutos
inmaduros fisioldgicamente, como en el caso del calabacin, seran mas sensibles a

DF que frutos maduros.
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La temperatura critica a la que aparecen los DF, varia de un 6rgano a otro o
de una especie a otra, y puede ser de -0,5° a 4°C para los poco sensibles, de 4 a
7°C para algunas especies de clima templado, y desde unos 8 hasta 15°C (incluso
20°C) para las tropicales y subtropicales mas sensibles. Por ello, los érganos
vegetales se consideran resistentes al frio cuando pueden almacenarse sin
alteraciones a temperaturas proximas al punto de congelaciébn, moderadamente
sensibles si se alteran entre 2 y 7°C, y muy sensibles, cuando no soportan
temperaturas por debajo de 15 a 20°C (Artés, 2003).

Las plantas activan en respuesta a cambios en las membranas producidos
por frio, la liberacion de una serie de mensajeros como el inositol-trisfosfato y
diacilglicerol que contribuyen a un incremento de los niveles de calcio citoplasmico
por entrada de iones Ca*" desde el apoplasto o liberado de fuentes intracelulares
(Alexandre et al., 1990; Knight et al., 1996). Estos cambios del nivel de Ca*'
citosolico actian sobre factores de transcripcion provocando cambios que afectan a
la expresion de la mayoria de genes de respuesta a estrés que finalmente dirigen la
respuesta fisioldégica que les ayudan a minimizar los efectos negativos del estrés por

bajas temperaturas.

Algunas de las reacciones inducidas por esta respuesta implican cambios en
el contenido de proteinas constitutivas o la sintesis de novo de péptidos y proteinas
asociadas a la situacion de estrés, entre ellas se hallan enzimas implicadas en el
metabolismo de carbohidratos, en la modificacién de los lipidos de membrana o en
la defensa antioxidante (Renaut et al., 2006, citado por Royo, 2010), proteinas
anticongelantes, proteinas crioprotectoras como dehidrinas (Rorat, 2006, citado por
Royo, 2010) o proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs). Diferentes estudios
han demostrado el papel protector de distintas PRs, principalmente quitinasas, 1,3-
B-glucanasas y taumatina, en la aclimatacion al frio presentando actividad
anticongelante y/o crioprotectora (Hincha et al., 1997; Griffith y Yaish, 2004; Romero
et al., 2008; citados por Royo, 2010).
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2.5.1.2 Sintomas de los Dafios por frio

El desarrollo sintomas de los DF, se sabe que tiene lugar en dos fases

sucesivas:

- Primera fase: tiene una duraciéon que depende del material vegetal y se
denomina fase umbral de induccion o fase de latencia, en la que las
alteraciones son tan poco severas que no se manifiestan los sintomas. En
esta fase los productos pueden retornar a un estado normal cuando

simplemente cesa el frio moderado (Marcellin, 1992; Artés, 1995).

- Segunda fase: cuando se supera la fase anterior de induccién, aparecen
los sintomas, y su establecimiento es irreversible. La elevacion moderada
de la temperatura solo contribuye a acelerar su desarrollo (Marcellin, 1992;
Artés, 1995).

Los principales sintomas del dafio por frio que aparecen en productos
horticolas almacenados a baja temperatura incluyen la formacion de pequefias
depresiones circulares o de formas irregulares en la piel debidas al colapso de las
células del parénquima localizadas varias capas por debajo de la epidermis, lo que
se conoce como pitting y afecta a la mayoria de frutos tropicales y subtropicales, que
generalmente va seguida de un debilitamiento de la resistencia a dafios mecéanicos y
susceptibilidad a las infecciones fungicas. Ademas se produce infiltracién de agua en
los espacios intercelulares, cambios en la textura de los frutos, fallos en la
maduracion, necrosis de las semillas y aumento de la emision de CO, y C,H4
(Salveit y Morris, 1990).

El ablandamiento de un fruto puede estar asociado principalmente a una
hidrolisis enzimatica de los polisacaridos de la pared celular, especialmente de la
pectina. Asociado a este problema se produce un incremento de las actividades
hidroliticas de las enzimas poligalacturonasas y pectinmetilesterasas (Karakurt y
Huber, 2003), ambas enzimas relacionadas con la degradacion de la pectina durante
maduracion de frutos. Junto a estas dos enzimas, existen trabajos que relacionan un

aumento de la expresion de expansinas con el incremento del ablandamiento del

Juan Maria Garcia Galiano 34



Efecto de diferentes tratamientos sobre la calidad en la vida poscosecha
de frutos de calabacin (Cucurbita pepo ssp. pepo L.)

fruto (Kalamaki et al., 2003), mientras que la supresion de la actividad expansiva es
capaz de disminuir la despolimerizacion de la pectina (Kalamaky et al., 2003). En
sandia y pepino, dos cucurbiticeas no climatéricas como el calabacin, el
ablandamiento del fruto también se ha relacionado con un aumento en la

concentracion de etileno durante su conservacion (Karakurt y Huber, 2003).

También se producen pardeamientos internos o superficiales, producto de la
reaccion entre compuestos de la vacuola y del citoplasma (Corbineau y Céme,
1994).

Figura 2.2. Dafios por frio en calabacin.

2.5.2 Factores que intervienen en la senescencia de los frutos en

poscosecha

Los frutos, y en general los productos horticolas de consumo, son tejidos
vivos que experimentan continuos cambios después de la cosecha, siendo la
senescencia el estado final del desarrollo, durante el cual tienen lugar una serie de
procesos irreversibles que conducen a la muerte de las células (Capellini et al,
1998).
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2.5.2.1 Produccion de etileno

Como hormona vegetal, el etileno (C;H4) regula diversos aspectos del
desarrollo, crecimiento y senescencia, siendo fisiolégicamente activo en cantidades
menores a 1 ppm. Es la Unica hormona que se encuentra en forma gaseosa, lo que
le confiere la capacidad de difundirse rapidamente por los espacios intercelulares y

coordinar una respuesta rapida y uniforme en los tejidos.

El etileno puede ser producido por todas las partes de las plantas superiores,
aunque la tasa de produccion depende del tejido y del estado de desarrollo. En
general, las regiones meristematicas y las regiones nodales son las mas activas en
la biosintesis del etileno. Sin embargo, la produccién del etileno aumenta durante la
abscision de la hoja y la senescencia floral, asi como durante la maduracion del fruto
(Azcbon-Bieto y Talén, 1993). La biosintesis del etileno también varia de modo

circadiano, con un maximo durante el dia y alcanzando el minimo durante la noche.

La metionina es el precursor del etileno. A través de metionina y ATP se
sintetiza S-adenosilmentionina (SAM), que se transforma en &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) por accion de la ACC sintetasa, y éste en
etileno por la accion de la ACC oxidasa. Es un proceso complejo con numerosas
reacciones en el que se requiere O,, CO,, Fe*" y luz, que actlian como factores
limitantes, lo que es aprovechado para la conservacion en atmdésferas modificadas.
Se sabe que el mismo etileno es capaz de regular su propia biosintesis
(autocatalisis). El etileno actiia como precursor en la producciéon de reguladores de
crecimiento y diversas sustancias implicadas en la maduracion y senescencia de los

organos (Lafuente y Zacarias, 2006).

Aunque en los frutos no climatéricos como el calabacin hay una relacion clara
entre la produccion de etileno y la duracién de su vida comercial, se sabe que la
exposicion de muchos de ellos a etileno acelera su senescencia. Generalmente, la
produccion de etileno aumenta con el periodo de almacenamiento, heridas fisicas,
incidencias de enfermedades, temperaturas superiores a 30°C y estrés hidrico. Por

otro lado, la produccién de esta hormona se reduce con el almacenamiento a bajas

Juan Maria Garcia Galiano 36



Efecto de diferentes tratamientos sobre la calidad en la vida poscosecha
de frutos de calabacin (Cucurbita pepo ssp. pepo L.)

temperaturas, reduccion del oxigeno por debajo del 8% y elevacion del CO, a mas

del 2%, niveles variables segun el tipo de fruto (Kader, 1992).

La exposicion a temperaturas bajas en calabacin, da lugar inmediatamente a
la produccion de etileno al pasar de nuevo a temperaturas mas calientes, siempre y
cuando la exposicidn a las bajas temperaturas no excedan un cierto periodo de
tiempo que causaria un dafio irreparable a la biosintesis de etileno y al
funcionamiento normal de las células (Field, 1990 citado en Balandran-Quintana et
al., 2003).

En efecto, ensayos realizados en diferentes cultivares de calabacin
almacenados en poscosecha, se vio que la produccion de etileno fue baja a 4°C,
pero fue inducida rapidamente después de la transferencia a 20°C durante un
minimo de 4 h (Megias et al., 2012). En ese mismo ensayo también se observo que
el etileno no es necesario para la activacion de los sintomas de dafios por frio en
calabacin, sin embargo, el nivel de etileno fue menor en los cultivares que eran méas
tolerantes a la DF, y fue menor también en tratamientos de acondicionamiento de
temperatura que alivian los sintomas de DF. De hecho, en ensayos realizados por
Megias et al. (2013), en calabacines tratados con 1-metilciclopropeno (1-MCP), un
potente inhibidor de la accion del etileno, y almacenados en frio durante 14 dias, se
observo que el etileno tiene un papel activo en el proceso de desarrollo de los DF en

calabacin.

El uso de de compuestos que actian como competidores por el sitio de unién
al receptor, como el ion Ag® y el CO, (a concentraciones altas), y algunas olefinas
como el 1-metil-ciclopropeno, que se unen al receptor del etileno de forma casi
irreversible, hacen que puedan tener una especial importancia comercial como

inhibidores de la produccion de etileno (Massolo et al., 2012).
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2.5.2.2 Respiracion

La respiracibn es un proceso por el cual los compuestos orgénicos
(carbohidratos, proteinas, grasa) son transformados en productos finales con la
liberacion de energia. En este proceso se consume oxigeno y se desprende CO.. La

pérdida de las reservas energéticas de los frutos durante la respiracion significa:

- Lallegada de la senescencia cuando las reservas que suministran energia

se agotan.
- Reduccion del valor energético para el consumidor.

- Pérdida de peso seco (importante en productos que le afecte
especialmente la deshidratacién, como frutos inmaduros fisiologicamente).
El calor liberado por los frutos, conocido como calor vital, afecta a la
tecnologia de poscosecha en lo referente a estimaciones de los

requerimientos de refrigeraciéon y ventilacion.

La tasa de deterioro de los productos cosechados es generalmente
proporcional a la tasa respiratoria. En general, cuanto mayor es el ritmo respiratorio
del producto, menor es su vida Gtil de almacenamiento. El corte de un tejido vegetal
provoca una aceleracion en la respiracion, asi como los dafios mecanicos, llegando
el producto cortado a duplicar y hasta cuadruplicar la intensidad respiratoria con
respecto al producto fresco como respuesta al estrés del corte (Sanchez, 2003).

Se ha comprobado que bajos niveles de O, retardan la respiracién y el
metabolismo de carbohidratos, y los altos niveles de CO, (como los empleados en la
atmosfera de almacenamiento) actian eficientemente en retardar los mecanismos
dependientes de la sintesis de etileno, como la degradacion de la pared celular y los
cambios de color, debido a la reduccion de la respiracion y la disminucion de la

actividad de algunas enzimas (Beaudry, 1999).

La concentracion de CO, también puede tener un efecto positivo sobre la
aparicion de DF. Se ha observado que en tejidos pretratados con altas

concentraciones de CO, incrementan los niveles de glicina-betaina, amina
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cuaternaria con funcidbn osmoprotectora y crioprotectora, durante el periodo de

conservacion a bajas temperaturas (Goiii et al., 2012).

La respiracion en los frutos depende de varios factores como son la especie,
la variedad y el grado de maduracion del fruto, asi como también la temperatura y la

composicion de los gases del ambiente que rodea a la fruta.

Los frutos climatéricos muestran un fuerte aumento de la produccion de CO,,
los cuales coinciden con el proceso de maduracion comercial, mientras que los no
climatéricos no muestran estos cambios y, generalmente producen bajas cantidades
de CO, durante la maduracién comercial (Salisbury y Ros, 1992, citado por Goiii,
2012).

2.5.2.3 Transpiracién

Un fruto cosechado pierde agua por transpiracion de manera irreversible. Los
frutos recolectados mas tiernos se deshidratan mas facilmente, debido a que su piel
esta menos formada (Sois, 1980). Como consecuencia, el producto sufre una serie
de alteraciones fisioldgicas que aceleran los procesos de senescencia, sintesis de
etileno y deterioro de tejidos. Esto, conjuntamente con los sintomas externos de
marchitez y arrugamiento del producto (pérdida de firmeza), y pérdida de peso,
afectan seriamente su calidad comercial (un 5% de pérdida de agua es

aproximadamente el valor maximo permisible en frutas).

La pérdida de agua por transpiracion depende de factores ambientales,
siendo mayor a temperatura alta y humedad relativa baja, y de factores internos del
fruto, como las caracteristicas morfolégicas y anatomicas, relacién superficie-

volumen, heridas superficiales, estado de madurez o variedad (Namesny, 1997).

La transpiracion es un proceso fisico que puede ser controlado por un
tratamiento adecuado segun el fruto (por ejemplo, con el mantenimiento de una alta
humedad relativa, una temperatura baja y control de la circulacién de aire)
(Namesny, 1987).
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2.5.2.4 Cambios en la composicion.

Durante el desarrollo y la maduracion de los 6rganos de la planta, tienen lugar

cambios de sus pigmentos y de sus otras sustancias (como carbohidratos, proteinas,

etc.) que contindan después de su recoleccion. Los mas importantes (Kader, 1992),

son:

La pérdida de clorofila. Las clorofilas son pigmentos liposolubles asociados
a las membranas internas del cloroplasto. A lo largo de la maduracion, las
membranas tilacoidales se descomponen y las clorofilas se degradan. Asi,
los cloroplastos pierden progresivamente su morfologia y sus funciones
fotosintéticas. En este proceso se generan una serie de metabolitos no
fluorescentes a través de intermediarios como la feoforbida a, que se
transportan hasta la vacuola, donde se almacenan. Este es el punto en el
gue se pierde el color verde asociado a las clorofilas a consecuencia de la
obertura de su estructura en anillo, catalizada por la enzima oxigenasa de
la feoforbida a (Schaffer et al., 2007, citado por Vifias et al., 2013).

Desarrollo de carotenos (color amarillo y naranja). Los carotenoides son
compuestos liposolubles de tipo isoprenoide. Su sintesis se regula
hormonalmente por la expresion de algunos isogenes, y se requiere entre
otras hormonas, etileno. Schaffer et al. (2007) (citado por Vifas et al.,
2013), observaron gue los genes implicados en las primeras etapas de la
biosintesis de compuestos fendlicos (como los carotenos y antocianinas),
responden a responden al etileno, mostrandose una alta tasa de expresion
en respuesta a la aplicacion de etileno. Los carotenoides ademas, actian
como antioxidantes, dada su capacidad para reaccionar con radicales
libres, principalmente iones peréxido y superéxido, retrasando o inhibiendo

la oxidacion de lipidos.

Desarrollo de antocianinas (color rojo y azul). Al igual que los
carotenoides, actian como antioxidantes, reaccionando con radicales

peréxido y superoéxido, y retrasando o inhibiendo la oxidacién de lipidos.
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- Conversion de almidoén en azucar.
- Conversion de azucar en almidon.

- Conversion de almidon y azucar en CO, y pérdida de agua en la

respiracion.

Cambios de las pectinas y otros polisacaridos conlleva un ablandamiento del
fruto y, como consecuencia, un aumento de la susceptibilidad a dafios mecanicos.
Cambios en los &acidos organicos, proteinas, y aminoacidos y lipidos influyen en el
sabor de los productos y la pérdida en el contenido de vitaminas, especialmente el
acido ascorbico (vitamina C) disminuye la calidad nutritiva. La produccién de aromas
volatiles asociados a la maduracion es muy importante en la calidad en lo referente

al sabor.

2.5.2.5 Desordenes fisioldgicos.

La exposicién de los frutos a temperaturas inadecuadas puede causar los

siguientes desoérdenes fisiolégicos:

- Congelacion cuando al fruto se le somete a temperaturas por debajo de su

punto de congelacion.

- DF en frutos tropicales y subtropicales a temperaturas superiores a su

punto de congelacion como se explicd en aparatados anteriores.

- Dafios por calor producidos por la exposicibn a temperaturas
excesivamente altas. Segun (Kader, 1992), el ritmo de deterioro del
producto es 2 a 3 veces mayor por cada incremento de 10 °C por encima
de su temperatura Optima de conservacion. Los sintomas incluyen

maduracion desigual, excesivo ablandamiento y desecacion.

La exposicion de los frutos a determinadas concentraciones de gases también

puede producir ciertos desordenes. Asi, porcentajes muy bajos de oxigeno
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(inferiores al 1%) pueden inducir procesos de fermentacion en las frutas
ocasionando la produccion de malos olores y sabores y el deterioro del producto, y
altos de CO, (mayores del 20%) atmosféricos pueden producir decoloracion y
deterioro internos, asi como mal sabor y depresiones superficiales en la superficie
(pitting). (Kader, 1992).

2.5.2.6 Dafos fisicos

Los dafios mecanicos no son solo visibles, sino que ademés aceleran la
pérdida de agua, proporcionan lugares para la invasion de hongos y estimulan la

produccion de CO; y etileno (Kader, 1992).

La rotura de los tejidos de la fruta ocasionada por dafios fisicos facilita la
invasion por microorganismos e incrementa la pérdida de agua del producto. Ciertos
patdgenos producen o inducen la formacién de enzimas que hidrolizan las paredes
celulares, ocasionando un ablandamiento de los tejidos y una degradacion de toda la
fruta. Los tejidos de la fruta pueden decolorarse por la sintesis de ciertas sustancias
que se producen como respuesta al ataque de los patdgenos. Ademas, los
patdgenos pueden producir o inducir la sintesis de una serie de productos toxicos
gue ocasionan malos olores y sabores que hacen que la fruta no sea apta para el

consumo humano.

La susceptibilidad de las frutas al deterioro por enfermedades aumenta con el
tiempo de almacenamiento. Esto esta relacionado con el proceso de senescencia
durante el cual se incrementa la permeabilidad de las membranas celulares y se
produce una eventual desorganizacion total de la estructura del producto. Con la
edad del producto también disminuye la capacidad de sintesis de sustancias

fungistaticas naturales (fitoalexinas) que protegen a las frutas.
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2.5.2.7 Deso6rdenes patologicos.

Uno de los sintomas més comunes y obvios del deterioro, es el que resulta de
la actividad de las bacterias y de los hongos. El inicio de la maduracion en las frutas
y la senescencia en todos los productos los hacen susceptibles a las infecciones de

los patdgenos.

El ataque de los organismos ocurre después del dafio mecanico, fisico o
desorden fisiologico del fruto, ya que estos dafios disminuyen la resistencia a los
patdogenos (Shewfelt, 1990), aunque en algunos casos los patdgenos pueden
infectar tejidos aparentemente sanos y ser la principal causa del deterioro (Kader,
1992).

2.5.3 Estrés oxidativo

El metabolismo aerobio genera y consume de forma continuada y controlada
una amplia variedad de especies activadas del oxigeno (EROS) como son: anién
superoxido (O,7), peréxido de hidrégeno (H.0.), radical hidroxilo (OH") o el oxigeno

en estado singlete (*O.) en el proceso de la respiracion.

Las EROS reaccionan muy facilmente con las macromoléculas biolégicas mas
importantes; asi, en contacto con los &cidos grasos poliinsaturados de los
glicerolipidos de las membranas, lo que implica directamente una degradacién de
ésta, forman peréxidos y modifican los aminoacidos que componen las proteinas.
También inducen la ruptura y agregacion de las proteinas, haciéndolas mas
susceptibles al ataque de las proteasas y causan mutaciones y delecciones en los

acidos nucleicos.

Existe un equilibrio produccion-eliminacion de las EROS, el cual se ve
alterado en las situaciones de estrés, provocando su acumulacion e imponiendo
condiciones de estrés oxidativo. La acumulacion de EROS es indicativo de estrés
oxidativo, y se asocia con el desarrollo de DF en frutos cosechados (Sevillano et al.,
2009).
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Bajas temperaturas aumentan los niveles de EROS e inducen estrés oxidativo
en plantas (Karpinski et al., 2002), siendo estas moléculas las responsables de
algunas de las alteraciones causadas en las plantas por efecto de las bajas
temperaturas (Sevillano et al., 2009).

Ante esta situacion la planta u 6rgano de la planta estimula la sintesis de
antioxidantes no enzimaticos como el glutation, el ascorbato y el a-tocoferol que
actian como antioxidantes o como sustratos de las reacciones de detoxificacion,
ademas de la sintesis de enzimas oxidantes como la superéxido dismutasa, la
ascorbato peroxidasa, la glutation reductasa, la deshidroascorbato reductasa, la

monodeshidroascorbato reductasa y la catalasa (Azcon-Bieto y Talon, 1993).

Existe una relacion positiva entre los niveles de H,O, y los dafios por frio, asi
como una relacién negativa entre la actividad de la catalasa y los dafios por frio, lo
gue hace de estos pardmetros unos buenos indicadores del dafio por frio (Carvajal
et al., 2011).

2.5.3.1 Lipoperoxidacion

El incremento en el estrés oxidativo a nivel celular ha cobrado gran
importancia como uno de los eventos predominantes en la senescencia vegetal y en

las respuestas de las plantas a distintos tipos de estrés (biético o abiético).

La lipoperoxidacion es una consecuencia natural de los procesos metabolicos
en la célula, que ocurre tanto en plantas como en animales. Involucra reacciones de
iniciacién, propagaciéon y terminacién, y la formacién y propagacion de radicales de
lipidos, el consumo de oxigeno, un rearreglo de los dobles enlaces de los lipidos
insaturados y la destruccion de los lipidos de la membrana (Snaich, 1992; Mittler,
2002 citado por Rivera, 2005). La principal manifestacion molecular de este
incremento en el estrés oxidativo es la peroxidacién de los lipidos de membrana, que
se ha propuesto como punto de confluencia de varias fisiopatias y diversos tipos de
estrés (Shewfelt y del Rosario, 2000; Elkahoui et al., 2005; Sinha et al., 2005, citado
por Rivera, 2005).
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Todas las EROS son extremadamente reactivas y citotoxicas. El dafio
causado en la lipoperoxidadacion conduce a la pérdida de la compartimentacion
celular, fuga o pérdida del contenido celular, a una rapida desecacion y a la muerte
celular en casos extremos, y afecta a la funcion de las proteinas de membrana
(Mitler, 2002). Ademas produce una gran variedad de productos de degradacion,

como alcoholes, cetonas, aldehidos y otros (Snaich, 1992; Mittler, 2002, citado por
Rivera, 2005).

)

s R N

Figura 2.3. Destruccion de los lipidos de la membrana celular por lipoperoxidacion.
Fuente: Blokhina (2000).

El mecanismo de la lipoperoxidacion segun (Esterbauer, 1991 citado por llie y
Margina, 2012) consiste en la sucesiva generacion de perdxidos y B-escision de la
cadena lipidica de los lipidos de la membrana, con una reaccién de acroleina radical
con un resto hidroxilo, produciéndose malondialhido (MDA).
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Figura 2.4. Lipoperoxidaciéon de un acido graso y formacion de MDA. Fuente:
Esterbauer (1991).

La medicion o cuantificacion del malondialhido (MDA), se ha usado como un
indicador de la lipoperoxidacion y ésta a su vez se ha usado como un pardmetro
indicador de estrés oxidativo en células y tejidos (Esterbauer et al., 1991). El método
mas utilizado para cuantificar los productos de lipoperoxidacion consiste en la
condensacion de MDA con el acido tiobarbitarico (TBA) que produce un complejo de
color rojizo que se puede cuantificar mediante espectrofotometria (500-600 nm,
dependiendo del procedimiento utilizado). (llie y Margina, 2012).
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Figura 2.5. Reaccion con TBA para determinar el contenido en MDA. Fuente: llinay
Margina (2012).
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2.5.4 Tratamientos en poscosecha

Puesto que una mala manipulacion del producto durante la poscosecha puede
acarrear pérdidas cuantiosas, la investigacion en fisiologia de la conservacion
poscosecha de las hortalizas esta adquiriendo cada dia mas importancia. El
incremento de la eficacia de las técnicas de conservacion exige mayor conocimiento
de la naturaleza y las causas de las pérdidas desde que se recolecta un fruto hasta
que llega al consumidor. Por otro lado, una buena gestion poscosecha permite no
s6lo minimizar las pérdidas, sino también mejorar la valoracion de los productos

agricolas comercializados, generando en ellos un valor afiadido.

El papel fundamental de la tecnologia en este campo es el de establecer
procedimientos que restrinjan al maximo la alteracion de las frutas y hortalizas
durante su vida comercial, para lo que se han desarrollado numerosas técnicas y

tratamientos.

2.5.4.1 Tratamientos térmicos

La justificacion del uso de ciertos tratamientos térmicos para limitar los DF y
otros sintomas de senescencia, como son el acondicionamientos térmico o curado
no es generalizada, ya que depende mucho de la variedad y del estado fisiolégico
del fruto. Una posible explicaciéon de los tratamientos térmicos reside en los efectos
favorables para reducir las pérdidas de peso, en aumentar la resistencia a la difusién
de gases no condensables a través de la epidermis de los frutos y en que puede
lograr un cierto avance de la maduracion de los frutos inmaduros, evitando el DF y
con frecuencia, diversas podredumbres al facilitar la lignificacién de los tejidos y

evitar la proliferacion de los microorganismos (Artés y Artés Hernandez, 2003).

El acondicionamiento térmico del calabacin con 15°C durante 2 dias reduce
los dafios por frio, debido a la supresion de la actividad de la peroxidasa (enzima
gue cataliza la oxidacién) y reduciendo el descenso de la actividad de la catalasa
(enzima que cataliza la conversion del oxidante peroxido de hidrogeno, en agua y

oxigeno) (Wang, 1996). En calabacin, se encontr6 una mayor actividad de la
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glutation reductasa (cataliza la reduccion del glutation oxidado a glutation reducido,
el cual actia en la defensa antioxidante), en comparacion con los calabacines que
no se preacondicionaron (Wang, 1994, 1995 citados Wang, 1996). Esto sugiere que
en calabacin el aumento en la resistencia a los dafios por frio mediante el
preacondicionamiento, esta asociado con la proteccion en el deterioro de los lipidos
de la membrana por un incremento en la actividad de la catalasa, peroxidasa,
superoxido dismutasa, y el sistema antioxidante peroxidasa ascorbato (Wang, 1995;
Zheng et al., 2008 citados en Carvajal et al., 2011). Las enzimas del acido ascorbico
reaccionan directamente reduciendo el superdoxido de hidrogeno y radicales de
hidrogeno (Foyer et al., 1991 citados en Wang, 1996). Segun (Wang, 1996), la
actividad de estas enzimas permanecié mas alta en calabacines tratados con el
preacondicionamiento que en los calabacines no tratados, indicando que el aumento
en la resistencia a los dafos por frio por este preacondicionamiento térmico debe
involucrar cambios en la actividad de las enzimas en el sistema antioxidante del

ascorbato.

También se ha atribuido esta reduccion de la sensibilidad a los dafios por frio,
no soélo a la presencia de proteinas de choque térmico (HSP) que se producen como
consecuencia de un estrés, sino que ya que estos dafios estan asociados al dafio a
la membrana (Lyons, 1973 citado en Lurie, 1998), el tratamiento con calor
seguramente cause dafio a la membrana. Las altas temperaturas de entre 35-45°C
aumentan el flujo por la membrana (Inaba y Chachin, 1988; Lurie y Klein, 1991
citados en Lurie, 1998), pero después de ser retirados del estrés provocado por el
calor, los tejidos se recuperan y el flujo a través de la misma recupera los valores
gue tenia antes de ser aplicado el calor a unos 20°C (Lurie y Klein, 1990 citados en
Lurie, 1998). En definitiva, se produce un cambio en los lipidos de membrana que
significa una adaptacién de los tejidos que hace que los mismos soporten mejor las

bajas temperaturas (Lurie et al., 1997 citados en Lurie, 1998).

Un estrés por calor, puede acondicionar a las plantas a las bajas
temperaturas. Cuando un tratamiento por calor durante 2-3 dias a 38°C mediante
aire se aplicaba a frutos de tomate, su sensibilidad a las bajas temperaturas

disminuia y podian permanecer almacenados durante mas de 1 mes a 2°C sin
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desarrollar dafios por frio (Lurie y Klein, 1991; Sabehat et al., 1996; Lurie y Sabehat,
1997 citados en Lurie, 1998). Esta respuesta se ha encontrado también en muchos
otros cultivos como el aguacate, citricos, pepino, mango, pimientos y en calabacin
(Wang, 1994 citado en Lurie, 1998).

El curado en aire a 35°C y 95% HR durante 3 dias en mandarina Fortune
sensible a temperatura inferior a 9°C, inhibi6 los DF durante 8 semanas a 5°C y 90%
HR (Martinez et al. 1994). Un curado de 3 dias en aire a 33°C y 95% HR antes del
almacenamiento de granada Mollar control6 el picado y la escaldadura superficial
durante 3 meses a 2°C (Artés et al., 2000).

El curado en agua caliente a 53°C durante 2 minutos en naranja Navelate,
seguido de siete semanas a 2°C y 90% HR y una semana a 20°C previno los DF
(1,3%) frente al 34,5% en el testigo (Artés et al., 1998), asi como la refrigeracion por
etapas de 3 o 4°C en banana, aguacate y tomate, disminuyé los DF (Marcelin y
Ulrich, 1983, citado por Artés, 2003).

Una técnica que también ha dado resultados favorables es el calentamiento
intermitente (Cl). Consiste en someter a los frutos a elevaciones periddicas de la
temperatura en el curso de la refrigeracion frigorifica convencional, de duraciéon e
intensidad variable segun el producto. Este tratamiento se ha considerado el mas
eficaz para minimizar los DF en los organos vegetales (Marcellin, 1992),
probablemente por su capacidad para restaurar la alteracion de las membranas
celulares, eliminar posibles metabolitos téxicos acumulados en las células y tejidos a
baja temperatura, o incluso favorecer la sintesis de algun metabolito indispensable
para la célula (Marcellin y Ulrich, 1983; Artés, 1995b citado por Artés, 2003).

En limén Fino el calentamiento intermitente durante 2 semanas a 13°C cada 2
semanas a 2°C, durante 2 meses de almacenamiento controlo eficazmente los DF
(Artés et al., 1993). La combinacion de un ClI de 4 ciclos de 1 dia a 20°C cada 6 dias
a 0°C y envasado en pelicula perforada en melocoton, también redujo la textura
esponjosa y la descomposicion interna (Fernandez-Trujillo y Artés, 1999, citado por
Artés, 2003).
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También han sido probadas variantes de tratamientos térmicos con otro tipo
de tratamientos poscosecha con resultados positivos como métodos fungicidas
alternativos. Una combinacién del tratamiento de agua caliente a 46°C y la levadura
Rhodotorula glutinis controlé la pudricién de Penicillium expansum en pera (Zhang et
al., 2008). En frutos de pifia inoculada con esporas de Chalara paradoxa, seguido de
un bafio de agua caliente en 54°C durante 3 minutos dio buenos resultados en el

control del hongo Thielaviopsis (Wijeratnam et al., 2005).

2.5.4.2 Tratamientos quimicos

La aplicacion de diversos antioxidantes como la etoxiquina, la difenilamina, el
benzoato sddico, el 1-MCP, vapores de etanol, fungicidas como el benomilo,
disoluciones de calcio (mayores concentraciones de Ca™ en los tejidos se ha
asociado con menor susceptibilidad a DF), la mayoria de reguladores del
crecimiento al afectar a procesos bioquimicos y fisiolégicos que pueden a su vez
afectar a la tolerancia al estrés por frio (etileno, acido giberélico o acido jasmoénico
entre otros), e incluso las poliaminas (por su actividad antioxidante) se han mostrado
eficaces para reducir algunos DF en frutos climatéricos como la manzana, pera y
aguacate, y no climatéricos como citricos, pimiento, pepino y calabacin (Artés,
2003).

El interés de las poliaminas en el proceso de maduracién de los frutas parece
estar asociado con el hecho de que el etileno y las poliaminas son antagonicos y
gue durante el proceso de biosintesis comparten el mismo intermediario (S-
Adenosinmetionina) (Faust y Wang, 1992). Las poliaminas, durante la poscosecha
estan asociadas al mantenimiento de la firmeza contribuyendo a reducir la incidencia

de los dafios mecanicos y deformacion en frutas (Pérez-Vicente et al., 2001).

El calcio esta considerado como el principal responsable de la formacion de la
lamina media, estructura y permeabilidad de la pared celular. Ademas es el
elemento que mas influencia tiene en el retraso de la senescencia (Saborio, 2000).

Marschner (1995), sefiala que bajas concentraciones de calcio en el fruto aceleran
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los procesos de senescencia y que cualquier aumento de ésta concentracion, por
pequefia que sea, ayuda a prevenir o a disminuir drasticamente las pérdidas
econOmicas que ocasionan las enfermedades asociadas con el almacenamiento.
Tratamientos con sales de calcio han determinado que se puede ayudar a mantener
la textura de los frutos, disminuir la produccion de CO, y etileno, y reducir la
degradacion interna y podredumbre de los frutos (Poovaiah, 1986 citado por
Saborio, 2000).

En ensayos realizados en tomate por Naram Naidu et al. (2013), se aplicaron
tratamientos con CaCl, al 1 y 2% y se conservaron los frutos a temperatura
ambiente durante 14 dias, observdndose que la actividad de las enzimas
responsables del ablandamiento de la pared celular, poligalacturonasa (PG) y
pectina-metil-esterasa (PME), se incrementé gradualmente durante el
almacenamiento alcanzando su pico en el noveno dia después de almacenamiento,
seguido de un descenso hacia el final del almacenamiento, mientras que la firmeza
de los frutos disminuy6 gradualmente durante almacenamiento. Aunque el patron de
cambios observados fue similar para todos los tratamientos incluyendo el control, la
actividad enzimatica fue relativamente baja y la tasa de disminucion de la firmeza fue

mucho menor en los frutos tratados que en los no tratados.

En manzana, Ghafir et al. (2013) observaron tras sumergir los frutos en una
disolucién al 1% de CaCl, y almacenarlos durante seis meses a 0°C, que la tasa de
ablandamiento fue notablemente mas lenta, con menor pérdida de peso y firmeza en
los frutos tratados que en los no tratados. En fresa, Rahman et al. (2013),
observaron que inmersiones en soluciones de CaCl, al 1% durante 15 min a 45°C y
el almacenamiento posterior a 10°C durante 8 dias, disminuyeron la cantidad de DF
de la superficie de los frutos, mantuvieron una mejor firmeza y redujeron la pérdida
de peso, la descomposicion por hongos y los cambios de color en comparacion con

los frutos no tratados.

La difenilamina es un antioxidante que actia como inhibidor de la oxidacion
de ao-farnaseno y por lo tanto, evita la acumulacion de compuestos téxicos,

reduciendo la tasa de maduracion (Lurie et al., 1989). También disminuye la

Juan Maria Garcia Galiano 51



Efecto de diferentes tratamientos sobre la calidad en la vida poscosecha
de frutos de calabacin (Cucurbita pepo ssp. pepo L.)

respiracion de los frutos, asi como de los tejidos de la piel (Sims, 1962). Laurie et al.
(1989), encontraron que la difenilamina prevenia la produccién de etileno, afectando
a sistemas oxidativos implicados en la calidad fisiologica de los frutos en
poscosecha, reduciendo la actividad de enzimas oxidantes como la
polidenoloxidasa, peroxidasa y lipooxigenasa responsables entre otras, del estrés
oxidativo. También evité la oxidacién de la clorofila, manteniendo mas tiempo el

color verde de los frutos.

Las aplicacion de difenilamina puede reemplazar antioxidantes endégenos,
como el acido ascoérbico y el a-tocoferol, que normalmente decrecen a medida que
los tejidos se acercan a la senescencia, y por tanto puede inhibir el incremento del

proceso oxidativo que acompafa la senescencia (Lurie et al. 1989).

En ensayos realizados por Lurie et al. (1989), en manzanas Granny Smith
conservadas en frio durante cuatro meses tras ser tratadas con una disolucion de
difenialmina en agua, y almacenadas posteriormente durante 14 dias a temperatura
ambiente, se observé que los frutos tratados redujeron la produccién de etileno entre
un 11 y un 39%, asi como la tasa de respiracion. Esta reduccion produjo una
inhibicion del proceso de maduracién, presentando la fruta tratada mayor firmeza,
mayor acidez y una coloracion mas verde. A su vez, el tratamiento con difenilamina
redujo el desarrollo de algunas fisiopatias como el decaimiento interno, el core flush
y podredumbres, debido a la inhibicién de los procesos oxidativos. Estos mismos

autores encontraron resultados similares, aunque algo menores en pera.

Hay numerosos ensayos realizados en manzana (Song et al., 2014; Zanella
et al., 2014; Leisso et al., 2013) donde se han observado efectos positivos contra la
escaldadura de la manzana por su actividad antioxidante, y en mango (Motomura et
al., 2013) reduciendo los pardeamientos en la piel. También se ha observado que
suele tener poca penetraciébn en frutos y una alta permanencia de residuos,
encontrandose niveles altos de difenilamina en el aire de camaras frigorificas con
manzanas sin tratar, pero que contenian material que estuvo en contacto con

manzanas tratadas (Song et al., 2014).

Juan Maria Garcia Galiano 52



Efecto de diferentes tratamientos sobre la calidad en la vida poscosecha
de frutos de calabacin (Cucurbita pepo ssp. pepo L.)

Se ha visto que existen ciertos productos naturales y sus derivados como el
metillasmonato (MJ) y el metilsalicilato (MS), componentes volatiles, que tienen
efectos retardando los dafios por frio en distintas especies incluido el calabacin.
Estas sustancias mejoran la resistencia de los tejidos a los dafios por frio al
aumentar la expresion genética de proteinas de choque térmico, proteinas
relacionadas con el proceso de patogénesis, y oxidasa alternativa. Ademés el MJ
aumenta la capacidad antioxidante, la actividad de las enzimas antioxidantes, y
reduce la capacidad de degradacion de los tejidos por los radicales libres. Es decir,
el MJ previene el dafio por frio mediante un mecanismo que implica la proteccion de

los tejidos del dafio de los radicales libres (Wang, 2006).

Sin embargo, a pesar de los resultados positivos obtenidos con tratamientos
quimicos, cada vez se tiende mas a la aplicacion de otro tipo de tratamientos como
tratamientos fisicos, erradicando el uso de sustancias quimicas, por la preocupacion
del mercado por el empleo de estas sustancias, que pueden dejar residuos y son

potencialmente nocivas para la salud y el medio ambiente.

2.5.4.3 Tratamientos gaseosos. Atmosferas modificadas

Este tipo de tratamientos consisten principalmente en modificar las
concentraciones de CO, y de O, con lo que se consigue modificar el

comportamiento del fruto que se traduce en la prolongacion de la vida comercial.

Beaudry (1999) agrupa los efectos de la manipulacién del O, y el CO;, en
efectos sobre la produccion de etileno, efectos sobre el metabolismo primario y
efectos sobre el metabolismo secundario. El aumento de la presién parcial del CO, y
la disminucién de la presion parcial de O, disminuyen la respuesta del etileno; si la
presion parcial del O, disminuye a 2,8 kPa o si la del CO, aumenta hasta 1,55 kPa el
etileno se inhibe, con lo cual se puede afirmar que la modificacion de la atmésfera
retrasa el proceso de maduracion en frutos climatéricos, no sélo porque disminuye la
actividad respiratoria, sino porque se disminuye la accion del etileno. Por otro lado,

Si la presion parcial de O, se reduce a niveles menores de 2 kPa, disminuyen la
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disponibilidad de esqueletos de carbono y la energia para la sintesis de proteinas,
induciéndose la fermentacion. Dicha condicion puede agravarse si las presiones
parciales de CO; alcanzan niveles de 20 kPa; aun con concentraciones de 5 kPa de

CO; se ha encontrado que se disminuye la utilizacién de azucares.

En general, la degradacion de la clorofila, el pardeamiento por acciéon de la
polifenoloxidasa y la sintesis de compuestos volatiles disminuyen con la bajada de la
presion parcial de O, (Mathooko 1996).

La atmosfera modificada (AM) se logra envasando 6rganos vegetales con una
pelicula de polimero plastico, relativamente permeable a los gases del aire (O, CO,,
N,, Vapor de H,O y C,H,) donde se crean unas condiciones de baja concentracion
de O, y alta CO, provista de un cierre hermético. La atmédsfera modificada puede
hacerse de forma activa, por inyeccion de un mezcla de gases de una composicion
dada dentro del envase; o pasiva, donde la permeabilidad a los gases (O, CO,,
etileno y vapor de agua) de la pelicula plastica y la respiracion del propio producto
permitird la creacion de una atmdsfera de equilibrio (Church, 1994) baja en O, y alta
en CO,. Este tipo de atmdésferas modificadas pasivas, en las que se consigue un
conteniendo del 2-5% de O, y del 3-8% de CO,, han demostrado un retraso de la
maduracion y disminucién del ablandamiento y pérdida de peso, asi como una
reduccion de la degradacién de la clorofila, las podredumbres microbiolégicas y los

pardeamientos enzimaticos en pepino, donde son de uso habitual.

Es un método complementario del frio y su principal efecto es la reduccion de
la intensidad respiratoria, retrasando la aparicion del climaterio, o en algunos casos,

desapareciendo el pico climatérico (Kader 1986; 1992).

En especies como manzana y pera la degradacion de acidos organicos se
reduce en condiciones de atmosfera modificada o controlada, dicha reduccion puede
ser explicada como un incremento en la fijacion del CO,, reduccion de la respiracion

y un menor consumo de los mismos (Beaudry 1999).

Se ha comprobado que algunas atmosferas controladas (AC) como aire

enriquecido en mas de un 20% de CO,, reduce DF ademas de podredumbres en
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citricos, aguacate, pimiento y nectarina, en efecto positivo en la firmeza de ésta
altima (Artés, 1995c citado en Artés, 2003). La aplicacion de las AM y AC se efectia
manteniendo una elevada tension de vapor de agua alrededor de los productos,
cuyo efecto beneficioso para evitar los DF puede enmascarar la accion de la
atmosfera (Artés, 2003).

En calabacin y melén conservado 16 dias a 10°C, con niveles de CO,
proximos al 10%, se inhibieron los efectos nocivos del etileno acumulado en el
interior de los envases, con mejoras en el ablandamiento, color, aroma y sabor, y
prolongando la vida comercial (Rodov et al., 1998 citado por Artés 2003). Estos
mismos autores observaron que en pepino durante 14 dias a 7°C, redujo DF tipicos
como el picado, ablandamiento y la susceptibilidad a podredumbres, aunque no

inhibié el amarilleamiento interno.

Condiciones de hipoxia severa (niveles muy bajos de O,), permite mejorar la
firmeza y disminuir los DF en manzana (Blanpied, 1982 citado por Artés, 2003). La

razén de este efecto puede relacionarse con la disminucion del estrés oxidativo.

Los recubrimientos céreos, o con aceites vegetales o minerales, o con silicona
y los envases plasticos suelen resultar muy efectivos para evitar los DF, al limitar los
intercambios gaseosos y retrasar la deshidratacién (Wang, 2000 citado por Artés,
2003). Los tratamientos céreos y plasticos son comunes en citricos y en frutos de
pepita. Los recubrimientos céreos intentan devolver al fruto la capa de ceras
naturales perdidas en el lavado-cepillado, para reducir las pérdidas de peso y
mejorar su apariencia, aumentando el brillo natural, sin aportar residuos ni perjudicar

al consumidor o al ambiente (Artés, 2003).

En tomate Daniela pinton, se conservé sin DF hasta 3 semanas a 9°C en
bolsas de polipropileno perforadas y herméticas incluso después de 3 dias
complementarios a 20°C (Artés, 1999a). Resultados similares se han obtenido en
manzana, pera, platano y pepino (Estrada, 2014). También el picado y la
escaldadura del pimiento y de los citricos se llegan a inhibir con una envoltura
plastica (Ben-Yehoshua et al. 1983; Chun et al., 1988, citados por Artés, 2003).
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En frutos de pepino, una cucurbitacea como el calabacin, la técnica de
plastificado es habitualmente utilizada sobre todo para frutos cuyo destino es la
exportacion, al conservar las propiedades y la calidad de los frutos durante mas
tiempo. Consiste en envolver los frutos individualmente con un film plastico de
polietileno termorretractil, que se sella herméticamente mediante la aplicacion de
calor, quedando los frutos envueltos en una segunda piel que mantiene su frescura

hasta su destino final.

Numerosos estudios han comprobado la eficacia del plastificado en el pepino
como tratamiento poscosecha. Rajinder et al. (2012), observaron que en frutos de
pepino plastificados y se almacenados a 12+1°C y 90-95% de humedad relativa, y
trasladados posteriormente a temperatura ambiente durante 5 dias, la pérdida
fisiolégica de peso fue minima (0,66%) en comparacion con los frutos sin plastificar
(11,11%) al final del almacenamiento refrigerado (15 dias). El ablandamiento
(pérdida de firmeza) fue maximo (1.304,6 a 876,6 g de fuerza) en los pepinos sin
plastificar, mientras que en retractilado, se observé una pérdida minima en la firmeza
(1304,6 a 1065,3 g de fuerza) después de 12 dias de almacenamiento a 12+1°C y
90-95% de humedad relativa. Esta pérdida de peso y firmeza hizo que los pepinos
sin plastificar fueran no comerciales después de 9 dias de almacenamiento. Tras 15
dias de almacenamiento, tampoco se observé pérdida de color y la calidad sensorial
fue mas alta en retractilado en comparacién con los pepinos sin tratar al final del

almacenamiento.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Localizacion del ensayo

El ensayo se realizO en los diferentes laboratorios del &rea de Fisiologia
Vegetal y del area de Genética del departamento de Biologia y Geologia, de la
Universidad de Almeria, situados en el edificio de la Escuela Politécnica Superior y

Facultad de Ciencias Experimentales y en el edificio Cientifico Técnico II-B.

3.2 Material vegetal

Se utilizaron frutos de tres variedades de calabacin:

- Victoria: Perteneciente a la casa comercial Clause. Es una variedad de
fruto alargado y color verde oscuro, adecuada para su siembra a principio
de Julio hasta mitad de Septiembre y en primavera, debido a que tiene
buena fructificaciébn con temperaturas altas. Es resistente a oidio y a
ZYMW y WMV.

- Sinatra: Perteneciente a la casa comercial de Clause. Es una planta
vigorosa, de ciclo productivo largo y con buena produccion en los meses
frios, por lo que recomienda para siembras a partir de mediados de
octubre en invernadero. Fruto de color verde oscuro, brillante, con méculas

de pequefio tamario, cilindrico y muy liso.

- Natura: Perteneciente a la casa comercial Enza Zaden. Es una variedad
adecuada para su siembra a mediados de Septiembre y Octubre. Se trata
de una variedad de un vigor fuerte con fruto oscuro, brillante y cilindrico

cuyo tamafo oscila entre 20-25 cm.

Los frutos de las tres variedades fueron cosechados en diferentes
invernaderos privados del municipio de El Ejido, y facilitados el mismo dia de su

recoleccion por la empresa Frutas Escobi S.L. desde donde fueron transportaron en
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cajas hasta los laboratorios de la UAL a temperatura ambiente (RT). Durante ese

mismo dia de la cosecha y una vez en el laboratorio, los frutos fueron limpiados y

clasificados para eliminar todos aquellos frutos daflados o magullados o con algun

sintoma de enfermedad o fisiopatia para asi disponer de muestras uniformes en

color, tamario, y calidad que fueran representativas del fruto tipo de cada variedad.

3.3 Tratamientos

Para las tres variedades, se separaron los frutos en siete lotes de 22 frutos

cada uno, correspondientes a cada uno de los siete tratamientos a los que se

someterian los frutos, y se rotularon para numerar cada uno de los calabacines. Los

tratamientos fueron:

Acondicionamiento: 12+1°C durante 48 horas previo a su almacenamiento.

Plastificado o Retractilado: los frutos se plastificaron con un film de
polietileno termorretractil. En este proceso se sella herméticamente cada
fruto individualmente con un film plastico, que mediante la aplicacién de
calor, se adhiere a la superficie del fruto aislandolo del entorno. Este
tratamiento se realizdé en la empresa que facilitd los frutos pocas horas

después de su recoleccion.

Cloruro caélcico: se sumergieron los frutos en una disolucion de CacCl, en
agua al 2% durante 5 minutos. Posteriormente los frutos se dejaron secar,

eliminando el exceso de agua que pudiera quedar y evitar asi pudriciones.

Difenilamina: se sumergieron los frutos en una disolucién de difenilamina y
agua al 1% durante 5 minutos. Igual que para el tratamiento anterior,

posteriormente los frutos fueron secados.

Curado en agua a 37°C: los frutos sometidos a éste tratamientos se

sumergieron en agua a temperatura constante de 37°C durante 5 minutos.
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- Curado en agua a 42°C: se sumergieron los 22 frutos en un bafio de agua

a temperatura constante de 42°C durante 5 minutos.

- Control: a los frutos de este lote no se les aplicé ningun tipo de tratamiento
para usarlos como control y poder realizar una comparativa con los frutos
gue si fueron sometidos a alguno de los tratamientos anteriormente

mencionados.

Una vez realizados estos tratamientos, los frutos organizados en sus

respectivos lotes, se trasladé a la cAmara frigorifica a 4+2 °C durante 14 dias.

3.4 Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, y los tratamientos se
aplicaron de acuerdo a un disefio factorial con tres réplicas de 22 frutos por

tratamiento.

3.5 Parametros medidos en el ensayo
3.5.1 Dafos por frio

Para la evaluacién de los dafios por frio se sometieron a un analisis visual los
22 frutos de cada tratamiento de la variedad Victoria. Se tuvo en cuenta la superficie
dafada, la gravedad (profundidad de los punteados o pitting producidos por el frio) y

una ponderacion de ambos, denominado indice global de DF (Megias et al., 2012).
Los valores de DF para la valoracion de la superficie dafiada fueron:
1 = menos del 5% de la superficie del fruto
2 =5-15 % la superficie del fruto
3 =16-25 % la superficie del fruto

4 = 26-50 % la superficie del fruto
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5 =51-100 % la superficie del fruto
Los valores de DF para la valoracion de la gravedad de los dafios fueron:

1 = Muy leves

2 = Leves
3 = Moderado
4 = Graves

5 = Muy graves

Las determinaciones se realizaron a los 2, 7, 11 y 14 dias de conservacion de

los frutos en cdmara frigorifica a 4°C.

3.5.2 Produccién de etileno
Equipo utilizado:
- Cromatdgrafo de gases Varian 3900 con detector por ionizacion de llama.

Para la medicion de la produccion de etileno se realizaron medidas a los 0, 7
y 14 dias de conservacion a 4°C en camara frigorifica de los frutos de la variedad
Victoria. Se introducian en botes herméticos 3 frutos por bote y repeticion, de cada
uno de los tratamientos durante 6 horas a temperatura ambiente (RT = 20°C) para
gue acumularan etileno. Transcurrido este tiempo de acumulacion, se extraian 5 ml
del aire de la atmésfera del bote mediante una aguja hipodérmica través de la
boquilla estanca del bote, y se inyectaban en el cromatografo (de los cuales el
equipo analiza 2 mL) para determinar la concentracion de etileno. Esta medida se

repetia 3 veces por cada uno de los botes.
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Figura 3.1. Medicion de etileno en el cromatégrafo.

3.5.3 Respiracion
Equipo utilizado:
- Analizador fijo de O,/ CO, CheckMate II.

Tras realizar la medicion para etileno, se introducia la aguja del analizador
directamente en la boquilla estanca de los botes herméticos, que nos devolvia la
medida en porcentaje de CO, y O, que contenian los botes. Se efectuaron 3
medidas por bote. Para obtener el valor de la tasa respiratoria se usé la siguiente

formula:
CO, (ml) = (%CO2 * 100) / (Peso (Kg) * 6h)
O, (ml) = (%02 * 100) / (Peso (Kg) * 6h)
Donde:
%CO, Yy %0,: valor de la medida directa del analizador.

Peso: peso total de los calabacines contenidos en el bote.
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Figura 3.2. Medicion de CO, y O..

3.5.4 Pérdida de peso
Equipo utilizado:

- Bascula de precision modelo EKS Electronic de tara maxima 2.000 g y
sensibilidad de +1 g.

Para el andlisis de la evaluacion de la pérdida fisioldgica de peso se tomaron
las medidas en la bascula de los 22 frutos de cada uno de los siete tratamientos de
la variedad Victoria, conservados en camara frigorifica en condiciones controladas
de temperatura (4+2 °C) y humedad relativa (60-80%) a los dias 0, 7 y 14 de

refrigeracion.

La pérdida fisiologica de peso se expresd como porcentaje de acuerdo a la

siguiente formula:
((Po-Py) / Pg) x 100
Donde:

Po: peso inicial
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Py: peso a los distintos tiempos medidos (dia 7 y dia 14)

Figura 3.3. Pesado de frutos.

3.5.5 Actividad oxidativa

En muestras de exocarpo de los frutos de las variedades Sinatra y Natura
mantenidas a -80°C. A los dias 0, 7 y 14 de frigoconservacion, se les midio el

contenido en H,O, y en malonaldehido (MDA).

Figura 3.4. Extraccion de muestra de exocarpo y conservacion en nitrégeno

liquido.
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Previo al analisis, las muestras seran pulverizadas para facilitar su manejo
posterior con nitrégeno liquido para mantener en todo momento la temperatura
constante a -80°C y evitando asi que se desencadenen reacciones fisioldgicas no
deseadas del material vegetal que pudieran afectar a los resultados del trabajo.

Figura 3.5. Pulverizado de exocarpo con nitrogeno liquido.

3.5.5.1 Pero6xido de hidrégeno

Equipo utilizado:

Buffers yoduro potasico, fosfato potasico y TCA (0,1%). Preparados
segun Green (1993).

- Centrifuga Sartorius Spincontrol Universal de 14.500 rpm.
- Lector de placas Power Wave XS BioTek.
- Balanza de precision.

- Material de laboratorio: morteros, pipetas, tubos Eppendorf, nitrégeno
liquido, hielo, lancetas, guantes, etc.
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Para llevar a cabo esta medida se sigui6 el protocolo de Alexieva et al. 2001

(adaptado).

En primer lugar se maceraron en mortero 0,5 g de las muestras conservadas
de exocarpo de cada repeticion, tratamiento y variedad (81 en total) con 1,2 ml de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). Una vez formada una pasta homogénea se

llevaban a un tubo Eppendorf y se conservaban en hielo.

Cuando todas las muestras estaban maceradas, se llevaban a centrifugar a

12.000 g durante 15 min y a temperatura constante de 4°C.

Una vez centrifugadas, se preparaba la reaccidn en sus respectivos tubos
Eppendorf para cada muestra, que consistia en mezclar 250 yL del sobrenadante
resultado de la centrifuga (las muestras) con 250 pL de buffer fosfato potasico 0,1M
pH7 y 500 uL de ioduro potasico 1M (en agua). De la misma forma también se
prepararon los blancos, en los que se sustituia el sobrenadante del resto de
reacciones por 250 uL de TCA 0,1 %.

Preparadas todas las reacciones, se incubaban en oscuridad durante 60
minutos para posteriormente cargar las placas con el contenido resultante con la

ayuda de una pipeta de 0,2 mL y medir la absorbancia a 390nm.

Figura 3.6. Medicion de la absorbancia en lector de placas.
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El contenido de H,O, se expres6 como umol/g de peso fresco (FW) y se

calcula a partir de una curva patron de H,0, que va de 0 a 150 mM.

3.5.5.2 Malondialdehido

Equipo utilizado:

Buffers BHT, TCA (20%) y TBA (0,5 %). Preparados segun Green (1993).
- Centrifuga Sartorius Spincontrol Universal de 14.500 rpm.

- Lector de placas Power Wave XS BioTek.

- Balanza de precision.

- Bafo de agua con control automatico de temperatura.

- Material de laboratorio: morteros, pipetas, tubos Eppendorf, nitrégeno
liquido, hielo, lancetas, guantes, etc.

Para llevar a cabo la medida del contenido en malondialdehido (MDA) se

siguio el protocolo de Ohkawa et al. 1979 (adaptado).

Se comenz6 macerando 0,3 g de exocarpo de cada una de las muestras (81
en total) en mortero con 200 pL de BHT y 1 ml de TCA (20%) (p/v). Una vez
obtenida una pasta marrén homogénea, se traslada a sus respectivos tubos

Eppendorf.

Todas las muestras maceradas se llevan a centrifuga a 10.000 g durante 15
min a una temperatura constante de 4°C. 250 uL del sobrenadante obtenido tras
centrifugar cada una de las muestras, se mezclaron con 750 yL de TCA 20% + TBA
0,5% en sus respectivos tubos Eppendorf para llevar a cabo la reaccién. También se
prepararon los blancos, en los que se sustituyeron los 250 uL del sobrenadante

obtenido tras la centrifugacién por 250 uL de TCA 20%.
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Una vez preparada esta mezcla de reactivos, se agitaron los tubos y se
incubaron a 94°C durante 30 min en un bafio de agua. En el transcurso de este
procedimiento se observaba un cambio de color del contenido de los tubos
Eppendorf. Pasados esos 30 min se introducian los tubos en hielo para parar
subitamente la reaccién durante 10 min, tras los cuales se procedia a centrifugarlos
a 10.000 g durante 15 min a 4°C.

Tras la centrifugacion se procedia a cargar las placas del lector con una

pipeta de 0,2 mL para medir la absorbancia a 532 y 600 nm.

Figura 3.7. Preparacion de lareaccion y medicion de muestras.

El contenido en malondialdehido (MDA) se expresara como nmol/g de peso

fresco (FW) y se calcula a partir de una curva patrén de MDA que va de 0 a 20 mM.

3.5.6 Evaluacion de la firmeza
Equipo utilizado:
- Texturémetro Stable Microsystem TA-XTPlus.

Una vez realizadas las medidas de gases, se abrian los botes y se extraian
los tres frutos. Se cortaron rodajas transversales de 2 cm de espesor

Juan Maria Garcia Galiano 68



Efecto de diferentes tratamientos sobre la calidad en la vida poscosecha
de frutos de calabacin (Cucurbita pepo ssp. pepo L.)

aproximadamente de la zona apical de cada uno de los tres frutos de las tres
repeticiones y para cada tratamiento de la variedad Victoria, para los dias 0, 7y 14
de conservacion a 4°C. Sobre las rodajas obtenidas de cada fruto se aplicé un
ensayo de penetracion de 1 cm de profundidad, de tres repeticiones por fruto (189

en total).

Figura 3.8. Medida de firmeza de frutos.

En cada analisis se midi6 la fuerza media necesaria para que la sonda
penetre 1 cm en el fruto (directamente relacionada con la firmeza del fruto), para
estudiar si se ve influenciada por los distintos tratamientos empleados. Al realizar la

medicion, el texturémetro nos devolvia el siguiente tipo de medida:
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Figura 3.9. Representacion del perfil de textura de calabacin medido por el

texturémetro.

Cada punto de esa grafica representa una medida diferente de la textura del
fruto. Asi, el punto 1 representa la fracturabilidad, el recorrido entre el punto 1 y el
punto 2 representa las variaciones de fuerza que se han de realizar para que la
sonda penetre un centimetro en la pulpa del calabacin, manteniendo una velocidad
constante y se elige como punto de referencia el valor justo anterior a que la fuerza
torne a cero y representa la firmeza (el valor medio de los valores del recorrido 1-2
es el que hemos tomado como firmeza en este trabajo). La superficie sombreada

representa la adhesividad de la pulpa a la sonda. (Bourne et al., 1978).

3.5.7 Contenido en clorofilas del exocarpo
Equipo utilizado:
- Medidor de contenido en clorofila Hansatech CL-01.

- Gradilla, tubos de ensayo, etanol, parafilm, sacabocados y agitador.
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- Bafo de agua control automatico de la temperatura.
- Espectofotometro Thermo Genesys 20.
- Balanza de precision.

La evaluacion del contenido en clorofila se realizd sobre el exocarpo de tres
replicas biologicas, con tres repeticiones para cada uno de los tratamientos y
variedad los dias 0, 7 y 14 de almacenamiento en camara frigorifica mediante dos
métodos:

1. Medidor de contenido en clorofila:

Las medidas se tomaron insertando muestras finas de exocarpo en el cabezal

del medidor y anotando el valor de la medida obtenida.

-
™

Figura 3.10. Medicién del contenido en clorofilas.
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2. Cuantificacion de clorofilas mediante método analitico:

Para esta determinacion se aplicé una variante del método espectrofotométrico
propuesto por Hansmann, 1973. De éste modo, se obtuvieron taleolas de cada una
de las muestras de exocarpo, se pesaron en la balanza de precision y se pusieron
en sus respectivos tubos de ensayo con 5 ml de etanol y sellados con parafilm. La
mezcla se agitd y dejo reposar durante 24h en oscuridad. Transcurrido ese tiempo,
las taleolas se observaban de color blanco por la extraccion de las clorofilas por el
etanol. Se volvieron a agitar y se procedio a la lectura de la densidad 6ptica a 440
nm, 645 nm y 663 nm en el espectrofotometro, usando como blanco el disolvente

extractor (etanol).

Figura 3.11. Extraccion de clorofilay medida de absorbancia.

Para la cuantificacion se utilizo la ecuacion propuesta por Arnon (1949 citado
en Bruinsma, 1963):

Clorofilaa (mg/g) = 12,7 * A663 - 2,69 * A645
Clorofilab (mg/g) = 22,9 * A645 — 4,68 * A663
Carotenos (mg/g) = A440 * 50 / 2592* P

Siendo:
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Ase3 = medida de la absorbancia a 663 nm
Ass5 = medida de la absorbancia a 645 nm
Aus0 = medida de la absorbancia a 440 nm

P = peso de la muestra

3.5.8 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd mediante el programa Statgraphics Centurion
XVI.I para Windows®. Todos los datos se sometieron a andlisis de la varianza
ANOVA simple (de acuerdo con un disefio al azar) y a un test estadistico de
comparacion de medias LSD (minimas diferencias significativas de Fisher) con un

nivel de significacion de p < 0,05.

Para datos que no seguian una funcién lineal (caso de los dafios frio), en los
gue no se puede usar un test estadistico de comparacién de medias LSD, se utilizd

el andlisis de datos de Krukal-Wallis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efectos de los tratamientos sobre los dafios por frio

Uno de los sintomas més importantes de los dafios por frio (DF) en calabacin
apreciable a simple vista cuando se conservan los frutos a baja temperatura pero
superior al punto de congelacion, es la presencia de hundimientos en la piel

denominados pitting o picado.

Figura 4.1. Pitting en calabacin.

Para evaluar la intensidad de los DF se ha tenido en cuenta la superficie de
estas areas afectadas, la gravedad o grado de profundidad de las mismas y un
indice global (IG), resultado de un promedio de las anteriores. Los resultados
obtenidos para el grado de superficie afectada por DF en frutos de la variedad
Victoria conservados a 4°C a los dias 4, 7, 11y 14, se muestran en la Tabla 4.1
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Tratamiento Control Plastif. Acondic. 37eC 429C CaCl, Difenil.
Dia 4 1,90 Bbc 1Cd 1,66 Bc 2,04 Bb 1,72Bc 1,81Bbc 1,83Chc
Dia 7 2,18Bc 1,42Bd 152ABd 2,22 ABc 2 ABc 231 Ac 2,66Bb

Dia 11 3 Ab 1,92 Ad 2 Adc 2,30ABecd 2,07Acd 246 Ac 3,66 Aa

Dia 14 308Ab 2,07Ad 2,07Ad 2,53 Acd 2,16 Ad 2,72Abc 3,66 Aa

Tabla 4.1.Superficie de los dafios por frio en los frutos conservados durante 4, 7,11y 14
dias a 4°C. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los
diferentes dias por tratamiento (p<0.05). Letras minusculas diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos (p<0.05).

Para los tres dias de frigoconservacion se observaron diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos realizados y entre los diferentes dias
de almacenamiento. La tendencia de la superficie dafiada es a aumentar con el
tiempo, tendencia que se aprecia de forma mas acusada en los tratamientos de
difenilamina, control, y CaCl,. Por el contrario, en los tratamientos de
acondicionamiento, plastificado, y el bafio a 42°C, apenas aumenta la superficie
afectada desde el dia 4, lo que puede indicar un efecto positivo de éstos en la

reduccion del efecto de los DF en cuanto a la superficie de los mismos.

La gravedad de los DF hace referencia a la profundidad de las superficies
deprimidas que se desarrollan en el fruto por efecto de la conservacion en frio. Los

resultados obtenidos para el parAmetro gravedad pueden apreciarse en la tabla 4.2.
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Tratamiento Control Plastif. Acondic. 37eC 42eC CaCl, Difenil.

Dia 4 1,66 Ba 1ABb 1Ab 1,31Bb 1,22Ab  1,13Bb 1,16Chb
Dia 7 1,81 Ba 1Bd 1 Ad 1,63 ABab 1,27 Acd 1,36 Bbc 1,94 Ba
Dia 11 2,41 Aa 1Bd 1,15Ad 1,69 ABbc 1,30Acd 2,07 Aab 3,11 Aa
Dia 14 258Ab 115Ad 1,15Ad 1,84 Ac 133Acd 245Ab 3,44 Aa

Tabla 4.2. Gravedad de los dafios por frio en los frutos conservados durante 4, 7,11y 14
dias a 4°C. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los
diferentes dias por tratamiento (p<0.05). Letras minUsculas diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos (p<0.05).

En cuanto a la gravedad de los DF observamos el mismo comportamiento que
presenta el pardmetro superficie de DF, experimentandose diferencias significativas
para cada dia de conservacion entre los diferentes tratamientos. El tratamiento con
difenilamina es el que presenta una gravedad de los DF mayor. El tratamiento
control sigue un desarrollo paralelo al del difenilamina a partir del dia 7, aunque de

menor intensidad.

Por el contrario, los tratamientos en los que los DF fueron menos graves
fueron el de acondicionamiento y plastificado, en los que la gravedad sigue un
desarrollo similar al resto de resultados, pero en los que el grado fue leve, incluso

muy leve durante los primeros dias en el plastificado.

El indice global se ha calculado como promedio del grado de superficie y de
gravedad observados. Los resultados obtenidos para |G, se describen a

continuacion en la Figura 4.2.
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Tratamiento Control Plastif. Acondic. 372C 422C CaCl, Difenil.
Dia 4 1,78 Ba 1¢Cd 1,31 Ccd 1,68Bab 1,47Abc 1,47 Chc 1,50Chc
Dia 7 2 Bb 1,21Bd 1,26 BCd 193ABb 163 Ac 1,84Bbc 2,30Ba

Dia 11 27542 1l46Ad 1,62ABcd 2 ABbc  1,69Acd 2,26Aa3b 3,38 Aa
Dia 14 28742 161Ad 1,68 Acd 2,19Abc 1,75Acd 2,59Aab 3,55 Aa

Figura 4.2. indice global de los dafios por frio en los frutos conservados durante 4,7, 11y
14 dias a 4°C. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los
diferentes dias por tratamiento (p<0.05). Letras minusculas diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos (p<0.05).

Como puede observarse en la gréfica, la evolucién de los dafios por frio a lo
largo del tiempo sigue una tendencia creciente en todos los tratamientos,
presentando diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y dias de
conservacion, siendo el tratamiento con difenilamina y el control, los que tuvieron
menores efectos en la incidencia de los dafios por frio. En el caso de la difenilamina
éste efecto es mayor que en el tratamiento control, lo que indica que éste
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tratamiento no disminuye los efectos de los DF, sino que los aumenta produciendo

un mayor indice global de DF.

Por el contrario, los tratamientos de acondicionamiento y de plastificado,
dieron unos resultados favorables, reduciendo a la mitad la incidencia de DF en
comparacion con el tratamiento control, efecto que se observo desde el dia 4 de
conservacion a 4°C en el tratamiento plastificado. El resto de tratamientos también
mostraron una mejora de la incidencia de DF en comparacion con el tratamiento

control, aungque de una forma mas moderada que los tratamientos mas efectivos.

Estos resultados obtenidos para el parametro DF, siguen la misma tendencia
que los resultados obtenidos por Carvajal et al., (2011). En ese trabajo se estudio el
comportamiento de diferentes variedades sin tratar (similares al tratamiento control
del presente trabajo) almacenadas durante 14 dias a 4°C. Se observé que algunas
variedades como Natura presentaban un bajo indice de DF (1,8 y 1,3 para los dias 7
y 14 respectivamente) y otras como Sinatra presentaban indices de DF
considerablemente méas altos. El tratamiento control de la variedad Victoria
estudiada en este trabajo se encuentra en valores intermedios comparada con
Natura y Sinatra (Carvajal et al., 2011), lo que puede indicar que la variedad Victoria
tiene un grado medio de capacidad al almacenamiento en frio, y que éste aumenta
considerablemente si se aplican tratamientos como el acondicionamiento o el

plastificado.

4.2 Efectos de los tratamientos sobre la pérdida de peso

A continuacion se muestran los resultados de la pérdida de peso para los
diferentes tratamientos tras 7 y 14 dias de refrigeracion en camara frigorifica a 4°C.
En todos los tratamientos la tendencia de la pérdida de peso fue creciente, cada vez
mayor conforme aumentaba el tiempo de conservacion, algo normal al

corresponderse con el aumento del deterioro de los frutos a lo largo del tiempo.
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Figura 4.3. Pérdida de peso de los frutos conservados a 4°C durante los 7 y 14 dias. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los diferentes dias por
tratamiento (p<0.05). Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos (p<0.05).

Los frutos que experimentaron mayores pérdidas de peso fueron los tratados
con CaCl,, con una pérdida del 8,59% de su peso inicial, aunque sin presentar
diferencias significativas con respecto al control en el dia 14. Los frutos del
tratamiento control también experimentaron una pérdida de peso significativa el dia
14, aunque ésta pérdida fue similar al resto de tratamientos en el dia 7 de
refrigeracion, siendo incluso menor que en los tratamientos 37°C y CaCl, para ese
dia.

Los frutos que experimentaron una menor pérdida de peso fueron los
correspondientes a los tratamientos 42°C y acondicionamiento, aunque sin
diferencias significativas respecto al control en el dia 7, y el tratamiento plastificado,
en el que fue notablemente baja la pérdida de peso (0,49%) en comparacion con el
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resto de tratamientos para los dias 7 y 14. En trabajos similares en pepino
plastificado (Rajinder, 2012), refrigerado a 12°C durante 14 dias, se obtuvieron
pérdidas de peso del 0,66%, lo que se corresponde con los resultados obtenidos
para calabacin en este trabajo, donde las pérdidas fueron menores, posiblemente

porque la temperatura de conservacion también fue menor.

Megias et al. (2012) también encontraron esta tendencia en la pérdida de
peso de los frutos de diferentes variedades de calabacin, observando que los frutos
almacenados en frio (4°C), perdian menos peso que los almacenados a 14°C y
estos menos que a 20°C. Sin embargo en los frutos mantenidos en frio, aunque
perdieron menos peso, mostraron un mayor indice de DF que devaluaron la calidad

de los mismos muy tempranamente.

Los resultados obtenidos también se corresponden con los obtenidos por
Carvajal et al. (2011), quienes analizaron la resistencia al almacenamiento en frio de
distintas variedades de calabacin, observando que en todas las variedades, y en
todas las temperaturas ensayadas (4°C, 12°C y 20°C), los frutos mostraron pérdida
de peso, dandose la mayor pérdida a la temperatura de 20°C y la menor a la
temperatura de 12°C. Comparados con estos resultados, la variedad Victoria
presentd un mismo comportamiento respecto a la pérdida de peso, siendo menor
gue en variedades con alta capacidad al almacenamiento en frio como Natura, lo
que hace indicar que la variedad Victoria es mas resistente a la pérdida de peso y
que el tratamiento de los frutos con un plastificado o un acondicionamiento, tiene

efectos positivos, reduciendo la pérdida de peso durante el almacenamiento a 4°C.

4.3 Efectos de los tratamientos sobre la produccién de etileno

Varios estudios previos han concluido que el almacenamiento en frio provoca
la produccion de etileno en calabacin (Balandran-Quintana et al., 2003). Este etileno
inducido por frio no se produce durante el periodo de almacenamiento sino que
aumenta rapidamente después de transferir los frutos a temperatura ambiente
(Wang y Adams, 1982).
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Los resultados de produccion de etileno en frutos de la variedad Victoria
almacenados a 4°C obtenidos fueron los que se muestran a continuacion en la

Figura 4.4.
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Figura 4.4. Produccién de etileno de los frutos conservados a 4°C durantelos 0, 7y 14
dias. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los diferentes
dias por tratamiento (p<0.05). Letras minUsculas diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos (p<0.05).

Se puede observar como todos los tratamientos mostraron un patrén de
emision de etileno similar en sus frutos a lo largo de los 14 dias de conservacion en
frio. En el dia O se obtiene una emisién de etileno baja (4,04 nl/gr), experimentando
un aumento considerable el dia 7 en todos los tratamientos, con diferencias

Juan Maria Garcia Galiano 82



Efecto de diferentes tratamientos sobre la calidad en la vida poscosecha
de frutos de calabacin (Cucurbita pepo ssp. pepo L.)

significativas entre ellos y volviendo a disminuir hasta valores similares a los iniciales
para el dia 14. Como se puede observar, el tratamiento que mayor produccion de
etileno desarroll6 fue el de difenilamina, seguido del tratamiento de 42°C vy

acondicionamiento.

El tratamiento control fue el que presentdé una menor produccion de etileno en
el dia 7, lo que podria indicar que todos los tratamientos producen un aumento en
los niveles emitidos de etileno en sus frutos si se compara con los frutos sin tratar,
cuando se devuelven a temperatura ambiente tras 7 dias de conservacion en frio. Al
cabo de 14 dias, los valores de emision de etileno vuelven a bajar a valores
cercanos a los del dia 0 excepto en el tratamiento 37°C en el que son superiores y
en los tratamientos CaCl, y 42°C en los que son significativamente inferiores a los

obtenidos el dia 0 de conservacion en frio.

La exposicion a temperaturas bajas en calabacin, da lugar inmediatamente a
la produccion de etileno al pasar de nuevo a temperaturas mas elevadas (Field,
1990 citado en Balandran-Quintana et al., 2003). Megias et al. (2012) encontraron el
mismo comportamiento, observando que en los frutos recién recolectados la
produccion de etileno era muy baja, para luego aumentar mas de 200 veces tras 7
dias de almacenamiento a 4°C; aunque el etileno inducido por frio no parecia estar
relacionado con el desencadenamiento de DF, ya que los sintomas eran evidentes
algunos dias antes de la crecida en la produccion de etileno. Sin embargo, los frutos
de las variedades que eran mas susceptibles a los DF, también fueron aquellos que

produjeron mas etileno después de este almacenamiento en frio.

La inducciéon de etileno que se produce a los 7 dias podria deberse a una
activacion transcripcional de los genes ACS y ACO (Megias et al., 2012), mientras
gue la disminucion de etileno que se produce al dia 14 de conservacién podria
deberse a la pérdida de la integridad de las membranas que acompafa a los dafios

por frio, lo que afecta a la conversion de ACC en etileno (Field, 1990).

En los resultados de emision de etileno por frutos de calabacin de este trabajo
se observa un comportamiento similar al del ensayo de Megias et al., (2012)

anteriormente mencionado ya que, exceptuando el tratamiento control, el tratamiento
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de difenilamina, que fue el que mas IG de DF presentd, también presenta mayor
grado de produccién de etileno en comparacion con el tratamiento plastificado, que
fue el que menor indice de DF presentd, ademas de ser uno de los tratamientos que
menor produccion de etileno experimentd, lo que parece indicar que el tratamiento
plastificado reduce la produccion de etileno mas que el resto de tratamientos

ensayados.

Correlacion entre la produccién de etileno y el indice de dafios por frio:

Dado que como se comentd en la revision bibliografica, el indice de dafios por
frio estaria relacionado con la produccion de etileno, es interesante conocer la

correlacion que existe entre ambos parametros.
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Gréfica 4.1. Correlacion entre la produccion de etileno y el indice de DF de los frutos

conservados a 4°C durante los 0, 7y 14 dias.

El coeficiente de correlacion es igual a 0,25, indicando una relacion
relativamente débil entre las variables, y el valor-P es menor que 0,05, por lo que
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existe una relacion estadisticamente significativa entre la produccién de etileno y los

dafios por frio, con un nivel de confianza del 95,0%.

Como se puede observar en la grafica, existe una relacion lineal entre la
produccion de etileno y el grado de DF, que indica que una mayor cantidad
produccion de etileno de los frutos de calabacin estudiados en este ensayo, conlleva
un mayor grado de DF en los mismos. Esta relacion se corresponde con los
resultados obtenidos en ensayos realizados por Megias et al. (2012), donde se
observé que el etileno no es necesario para la activacion de los sintomas de dafios
por frio en calabacin, sin embargo, el nivel de etileno fue menor en los cultivares que
eran mas tolerantes a la DF, y fue menor también en tratamientos de

acondicionamiento de temperatura que alivian los sintomas de DF.

También se corresponden con los resultados del ensayo realizado por Megias
et al. (2013), donde en calabacines tratados con 1-MCP y almacenados en frio
durante 14 dias, se observé que el etileno tiene un papel activo en el proceso de
desarrollo de los DF en calabacin.

4.4 Efectos de los tratamientos sobre la respiracion

La produccién de CO,, se midi6 al inicio del periodo de conservacion a 4°C
(dia 0) y a los 7 y 14 dias de conservacion. Para ello se colocaron tres frutos de
cada tratamiento en botes herméticos durante 6 horas, tomando una muestra del
aire del bote para analizar tanto el CO, como el O, acumulado. Se llevaron a cabo 3
repeticiones por cada tratamiento y tiempo de conservacion estudiados. Los datos
de produccién de CO, segun los diferentes tratamientos obtenidos se representan en

la Figura 4.5.
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Figura 4.5. Produccion de CO2 de los frutos conservados a 4°C durante los 0, 7 y 14 dias.
Letras mayuUsculas diferentes indican diferencias significativas entre los diferentes dias
por tratamiento (p<0.05). Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos (p<0.05).

La evolucion de la produccion de CO; sigue una tendencia similar en los
frutos de todos los tratamientos estudiados, que parece ser inversa a la que describe
la produccion de etileno de esos mismos frutos, lo que puede deberse a la influencia
del CO, sobre la ACC oxidasa, enzima reguladora de la conversiéon del ACC en
etileno (Chavez-Franco y Kader, 1993), haciendo que niveles altos de CO; inhiban la

produccion de etileno y viceversa, entre otros factores.
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El dia 0 la produccion de CO, es alta, dada que los frutos estan recién
cosechados y tienen una alta tasa respiratoria. En el dia 7 disminuye la produccion
de CO, presumiblemente por el aumento en la produccién de etileno, observandose

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y dias.

Al dia 14 los niveles de CO; producidos por los frutos se vuelven a elevar,
especialmente en el tratamiento con difenilamina. Esto puede deberse a que cuando
se supera la fase de induccion de los DF, que tiene una duracion de
aproximadamente 14 dias, aparecen los sintomas y su establecimiento es
irreversible, provocando la elevacibn moderada de la temperatura la aceleracion del
desarrollo de los mismos (Marcellin, 1992; Artés, 1995), aumentando la respiracion
de los frutos. El Unico tratamiento en el que no aumentaron los niveles de CO; a los
14 dias de conservacion fue en el plastificado, debido posiblemente a que como
apuntan Lyons y Breidenbach (1990), en frutos tolerantes al frio o en frutos sensibles
conservados por encima de la temperatura que dispara los dafios por frio de manera
irreversible, la producciéon de CO, va disminuyendo progresivamente a lo largo de
16 dias de conservacion; lo que puede indicar que el tratamiento con plastificado de

los frutos induce cierta tolerancia de los mismos al frio.

Correlacion entre la produccién de etileno y la produccién de COy:

La relacion que existe entre el indice de dafios por frio y el nivel de

produccion de etileno se representa en la siguiente Gréfica 4.2.
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Grafica 4.2. Correlacion entre la produccién de etileno y la produccion de CO, de los

frutos conservados a 4°C durante los 0, 7 y 14 dias.

El coeficiente de correlacion es igual a -0,56, indicando una relacién
moderadamente fuerte entre las variables, y el valor-P es menor que 0,05, por lo que
existe una relacion estadisticamente significativa entre la produccién de CO; y la
produccion de etileno con un nivel de confianza del 95,0%. Esta relacion entre
ambos parametros indica que ha mayor produccion de etileno, menor produccion de

CO;, de los frutos evaluados en este ensayo.

Esta relaciobn se corresponde con lo dicho anteriormente sobre que altos
niveles de CO, actuan eficientemente en retardar los mecanismos dependientes de
la sintesis de etileno (Beaudry, 1999) y con ensayos como los de Rodov et al. (1998)
en calabacin y meldn conservados 16 dias a 10°C, donde con niveles altos de CO,
(proximos al 10%), se inhibieron los efectos nocivos del etileno acumulado en el
interior de los envases, con mejoras en el ablandamiento y prolongando la vida

comercial.

Esta relacion también indica que con niveles altos de CO,, el indice de DF
sera menor, lo que se corresponde con los resultados obtenidos por Rodov et al.
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(1998), donde se observo que niveles altos de CO; en pepino durante 14 dias a 7°C,

redujo el grado de DF.

4.5 Efectos de los tratamientos sobre la firmeza

Los resultados de firmeza obtenidos para los frutos de cada tratamiento y dia
de conservacion de este ensayo fueron los que se muestran en la siguiente Figura

4.6.

0,55
0,5
g
= 0,45
8
©
£
p 0,4
o
@
>
L 035
0,3 : :
0 7 14
Tiempo de frigoconservacion (dias)
== Control Acondicionamiento Difenilamina
e CaCl2 === P|astificado 42°C
=== 37°C
Tratamiento Control Plastif. Acondic. 3rec q2eC Cacl, Difenil.
Dia0 0488 Aa 0488ABa 0488Aa 0488Aa 0488Aa 0488Aa 0488 Aa
Dia 7 0,466 Abc 0496 Aa 0,443 Bed 0,440 Bcd 0,449 Bbed 0,437 Ad 0,473 Bab
Dia 14 0,390Bbe 0,472Ba 0415Ch 0,372Cc 0,391Che 0,399 Bbc 0,445 Ca

Figura 4.6. Pérdida de firmeza de los frutos conservados a 4°C durante los 0, 7 y 14 dias.
Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los diferentes dias
por tratamiento (p<0.05). Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos (p<0.05).
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Como se puede observar en la Figura anterior, los frutos pierden firmeza
conforme avanza el tiempo de conservacion en camara frigorifica, ya que cuanto
mas tiempo pasa, los frutos pierden mas peso y se activan las enzimas que
degradan la pared celular, lo que afecta negativamente a la firmeza de los mismos.
La pérdida de firmeza parece presentar una correlacion con la pérdida de peso, y

con la incidencia de los DF.

El tratamiento plastificado fue el que presenté una menor pérdida de firmeza a
lo largo del tiempo, con diferencias significativas en comparacion con el resto de
tratamientos, algo que concuerda con que también es el tratamiento que presento
menores DF, una menor tasa respiratoria y uno de los que menor produccién de

etileno experimentaron.

El resto de tratamientos excepto el de CaCl, no presentaron diferencias
significativas respecto al tratamiento control en el dia 7, aunque si las presentaron
para el dia 14 en el caso del tratamiento con difenilamina, posiblemente debido a
que algunos frutos con el paso del tiempo se vuelven mas elasticos, por lo que la
sonda requeriria una mayor fuerza para penetrar en el fruto. También se observo
una tendencia positiva en el acondicionamiento, aunque sin diferencias significativas

respecto al control.

Los resultados de pérdida de firmeza en plastificado se corresponden con los
resultados obtenidos para pepino plastificado por Rajinder (2012), quién evalué la
firmeza de frutos de pepino retractilados o plastificados y conservados a temperatura
de 12°C durante 14 dias. A pesar de que los frutos son diferentes, se observa una
pérdida de firmeza similar en comparacion al tratamiento control en ambos trabajos,
lo que parece indicar que el tratamiento de plastificado en frutos no climatéricos e
inmaduros fisiolégicamente como pepino o calabacin, tiene un efecto positivo en la

conservacion de la firmeza de los frutos.
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4.6 Efectos de los tratamientos sobre el contenido en clorofilas

El contenido en clorofilas se midié de dos formas diferentes; mediante medida
indirecta o0 analitica, con la extraccion de la clorofila del exocarpo de los frutos de

calabacin, y mediante medida directa de las clorofilas con un clorofilimetro.

- Determinaciéon del contenido en clorofilas mediante extraccion.

En la determinacién indirecta de clorofilas, se calculd el contenido en clorofila
a, el contenido en clorofila b, el contenido en clorofilas totales (suma de los dos

anteriores) y el contenido en carotenos.

La Figura 4.7 muestra la evolucion del contenido de clorofila total en la piel de

calabacin durante el periodo de conservacién segun los diferentes tratamientos
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Figura 4.7. Contenido en clorofilas totales de los frutos conservados a 4°C durante los 0, 7

y 14 dias por medida indirecta. Las barras de error muestran la desviacion tipica.

El valor inicial se vio influido por la evolucion temporal y los tratamientos

encontrdndose diferencias entre el control y el resto de los tratamientos en todos los
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dias de conservacion. A los 14 dias de conservacion se observdé un ligero
incremento en el contenido de clorofila total en todos los tratamientos excepto
plastificado, cloruro célcico y en particular en el tratamiento 37 °C, donde se
produjo la mayor reduccién en el contenido de clorofilas totales. El resto de los
tratamientos produjo un suave incremento en el contenido de clorofilas al finalizar el

periodo de conservacion.

Los valores obtenidos se corresponden con lo encontrado por otros autores,
si bien la variabilidad en el contenido de clorofilas en la piel de calabacin es muy
alta, dependiendo no sélo de la variedad sino también se encuentran diferencias
durante la vida poscosecha en una misma variedad. Blanco-Diaz et al. (2014), han
analizado el contenido en clorofilas en diferentes morfotipos de calabacin vy
encontraron una gran variabilidad dependiendo del tipo varietal. Los valores
encontrado son similares a los encontrados en nuestro ensayo, si bien la técnica de
extraccion y la expresion de las unidades es diferente, pues mientras Blanco-Diaz et
al. (2014) hace referencia a peso seco, nosotros expresamos en peso fresco. Es
dificil encontrar en la bibliografia referencias al contenido de clorofila en la piel de
calabacin, la mayoria de los estudios realizados hacen referencia o a frutos enteros,
0 a otro tipo de frutos como pepino. Comparando nuestros resultados con el
contenido en clorofilas en pepino, observamos que es unas 10 veces menor
(Costache et al., 2012). Esto es l6gico dado que la piel de calabacin suele tener un

pequefio moteado blanco que, obviamente reduce el contenido en clorofilas.

Es de resaltar que no se han encontrado estudios sobre la evolucion del
contenido de clorofilas en frutos de calabacin retractilados. En nuestro tratamiento
se encontro una notable reduccion del contenido en clorofilas tras los 14 dias de
conservacion. En pepino retractilado, fruto en el que si hay mas estudios realizados,
se ha encontrado una reduccién similar a la aparecida en nuestro ensayo. Asi, se ha
encontrado una reduccion en el contenido en clorofilas a, b y total de hasta el 40%
en frutos de pepino retractilado (Sen, 2013), frente a otros métodos de conservacion

como puede ser el MAP.
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Correlacion entre el contenido en clorofilas totales y el grado de dafios

por frio:

Seguidamente se muestra la relacion entre el grado de dafos por frio y el

contenido en clorofilas totales.
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Grafica 4.3. Correlacion entre DF y el contenido en clorofilas de los frutos conservados a
4°C durante los 0, 7 y 14 dias.

El coeficiente de correlacidon es igual a 0,078, indicando una relacién
relativamente débil entre las variables y el valor-P en la tabla ANOVA es mayor o
igual a 0,05, por lo que se puede decir que no hay una relacion estadisticamente
significativa entre el indice de dafios por frio y el contenido en clorofilas totales, con
un nivel de confianza del 95,0% 6 mas, lo que indica que el contenido en clorofilas

no se ve afectado por el grado de dafios por frio que presenten los frutos.

La Figura 4.8 nos muestra la evolucion del contenido en carotenoides en
funcién de los tratamientos aplicados y segun el tiempo de conservacién, los valores
obtenidos son similares a los obtenidos por otros autores, aunque pueden diferir
debido a las diferentes técnicas de extraccion y cuantificacién (Blanco-Diaz et al.
2013; Muntean et al., 2006).
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Figura 4.8. Contenido en carotenos de los frutos conservados a 4°C durante los 0, 7y 14
dias por medida indirecta. Las barras de error muestran la desviacion tipica.

En los carotenoides también se encontraron resultados similares a los
comentados anteriormente para las clorofilas. Asi por ejemplo, se encontré también
un notable descenso en el contenido en carotenoides en los frutos retractilados tras
14 dias de conservacion. Todo parece indicar que, como hemos comentado
anteriormente para el caso del contenido en clorofilas también ocurre para el
contenido en carotenoides, que se ve muy influenciado por los diferentes

tratamientos aplicados.

Correlaciéon entre el contenido en clorofilas totales y el contenido en

carotenos:

La relacion entre ambos parametros se representa en la Grafica 4.4.
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Grafica 4.4. Correlacion entre el contenido en clorofilas y el contenido en carotenos de los
frutos conservados a 4°C durante los 0, 7 y 14 dias.

El coeficiente de correlacion es igual a 0,98, indicando una relacion
relativamente fuerte entre las variables y el valor-P en la tabla ANOVA es menor que
0,05, por lo que se puede decir que existe una relacién estadisticamente significativa
entre el contenido en clorofilas y el contenido en carotenos con un nivel de confianza

del 95,0%, lo que se corresponde con lo comentado anteriormente.

- Determinacion del contenido en clorofilas mediante clorofilimetro.

La determinacién del contenido en clorofilas requiere de una extraccion con
solventes organicos y su posterior cuantificacién por diversas técnicas. El empleo de
un clorofilimetro es una medida facil, rdpida y que para el caso de hojas, es
extrapolable al contenido en clorofilas obtenido por técnicas quimicas (Cassol et al.,
2008). Se creyo de interés evaluar el contenido de clorofilas con el clorofilimetro en

la piel de los frutos ensayados.

En la medida con clorofilimetro, las lecturas del instrumento no son valores de
clorofila absolutos, sino que cada lectura es un indice de concentracion de clorofila

por unidad de superficie (ICC; que va de 0 a 99.9).
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La Figura 4.9 nos muestra los valores del clorofilimetro en funcién de los

distintos tratamientos aplicados.
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Figura 4.9. Contenido en clorofila de los frutos conservados a 4°C durantelos 0, 7y 14

dias por medida directa. Las barras de error muestran la desviacion tipica.

No se osbservaron diferencias entre los distintos tratamientos, aparecieron
l6gicas fluctuaciones pero en general el clorofilimetro no fue capaz de detectar las
diferencias en el contenido de clorofilas cuando se aplicaron distintos tratamientos.
Como se observa en la figura anterior, los resultados nos muestran que en la
primera semana de conservacion, en general se obtuvo un descenso importante en
el contenido de clorofila segun los resultados del clorofilimetro, manteniéndose

constante a partir de los 7 dias de conservacion.

La comparacién de los datos del clorofilimetro con los datos del contenido en
clorofilas obtenido mediante extraccibn quimica, nos muestra algunas
contradicciones. Dado que no se han encontrado estudios en los que se utilice un

clorofilimetro para determinar el contenido de clorofilas en la piel de frutos, hemos de
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comparar los resultados con aquellos estudios realizados en hoja. Asi en primer
lugar hay que tener en cuenta que el valor del clorofilimetro es un valor relativo y se
emplean como un indicador para efectuar correcciones de abonado, especialmente
abonado nitrogenado, dada la relacion entre el contenido de clorofila y la deficiencia
de nitrogeno (Hawkins et al., 2007), si bien el empleo de estas estimaciones no
siempre ha resultado exitosa, pues depende del tipo de cultivo, de las condiciones
del mismo, las especies en concreto y de la situacion de estrés a las que se vea
sometida la planta (Uddling et al., 2007), por tanto a pesar de ser un método

controvertido es muy utilizado dado la facilidad de uso e inmediatez de resultados.

En el caso de los frutos, como se ha comentado anteriormente, no hay datos
del uso del clorofilimetro por lo que la discusion hemos de basarla por comparacion
con datos foliares. En principio los resultados obtenidos estan dentro del orden de
los obtenidos para hoja por Bacarin et al. (2011). Si bien en nuestro caso no se
encontraron buenos coeficientes de correlacion entre los datos ofrecidos por el
clorofilimetro y el contenido en clorofilas determinado espectrofotométricamente. El
no encontrar una correlacion buena es algo bastante habitual incluso en los estudios
foliares y a pesar de que la mayoria de la bibliografia emplea una regresion lineal
(Cate y Perkins, 2003; Madeira et al., 2003) muchos estudios indican que a veces
hay una relacion no lineal entre el contenido de clorofilas y el valor del clorofilimetro
(Richardson et al., 2002; Uddling et al., 2007). Esto puede ser explicado por las
caracteristicas anatomicas de las hojas e incluso por el modelos de la distribucion
heterogénea de la clorofila en las hojas, que puede interferir con las propiedades de
absorcion y reflexion de la radiacion utilizada por el clorofilimetro (Cassol, et al,
2008), ya que es conocido que no hay una distribucion uniforme de las moléculas de
clorofila dentro de la hoja y que ademas ésta es influenciada por la organizacion
estructural de los granas en el cloroplasto, la cantidad de clorofila presente en cada
célula y la cantidad de células en el tejido fotosintético. Estos modelos varian
enormemente entre especies (Fukshansky et al., 1993). Todas estas circunstancias
hacen que sea dificil encontrar una relacion entre el contenido de clorofilas y el valor
del clorofilimetro, pero no anulan la efectividad del mismo como un indicador del

contenido de clorofilas (Wang et al., 2004; Bacarin et al, 2011).
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En el caso de los frutos, légicamente hemos de encontrar las misma
limitaciones que en los estudios foliares e, incluso incrementadas ya que los
carpelos son hojas modificadas cuyo objetivo no es netamente fotosintético. Ademas
en el caso del calabacin presentan moteados y diversas coloraciones segun los

cultivares.

No obstante, estas limitaciones no impiden que podamos utilizar el
clorofilimetro como un estimador de la evolucion de los pigmentos de la piel del fruto
y observar cdmo evolucionan estos durante la poscosecha y en funcién de los
tratamientos aplicados. En general se observdé un descenso durante la primera
semana de conservacion, la disminucion era variable en funcion del tratamiento
aplicado. Tras dos semanas de conservacion en sélo dos tratamientos y control,
mostraron que su contenido de clorofilas disminuyé mientras que en el resto de
tratamientos el valor del clorofilimetro se mantuvo mas o menos constante. Para no
ser repetitivos, se representaran los dos tipos de comportamiento encontrados que

quedan recogidos en las Gréficas 4.5 y 4.6.
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Gréfica 4.5. Analisis multifactorial del comportamiento en los tratamientos bafio 37°C,

bafio 42°C, CaCl, y Acondicionamiento.
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Grafica 4.6. Analisis multifactorial del comportamiento en los tratamientos retractilado y

difenilamina.

Los tratamientos bafio a 37°C, bafio a 42°C, CaCl, y Acondicionamiento no
presentaron diferencias entre los dias 7 y 14 de conservacion, lo que puede indicar
gue las clorofilas se mantuvieron mas o menos estables y que estos tratamientos las
presevaron (Gréafica 4.5). Por el contrario el control y los tratamientos DF y
retractilado, presentaron un descenso paulatino del valor mostrado por el
clorofilimetro, lo que podria indicar que estos tratamientos no preservaron la clorofila

en la misma medida que los otros tratamientos (Grafica 4.6).

Como quiera que en el caso del calabacin, los pigmentos de la piel sélo
tienen, desde el punto de vista comercial, un aspecto estético y de coloracién, el
comportamiento del control indica que a medida que transcurre el tiempo de
conservacion la cantidad de clorofilas disminuye y lo mismo ocurre en los frutos
retractilados y en los tratados con Difenilamina, un compuesto que actia como
antioxidante al parecer por secuestrar las especies reactivas de oxigeno aunque no
estd completamente dilucidado su funcionamiento (Purvis, 2002). Por tanto es
posible que en calabacin no tenga su aplicacion interés alguno, ya que depende
mucho del tipo de fruto y de la especie vegetal para que haya un efecto positivo
tanto en los dafios por frio como en el mantenimiento de la eficiencia fotosintética del
tejido verde de los frutos (Purvis, 2002). De la misma manera el retractilado no

favorece el mantenimiento de la clorofila, pero quiza los otros efectos positivos,
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como es la reduccién del dafio por frio y la reduccion de la pérdida de peso

compensan y hace atractivo su uso como método de conservacion.

En el resto de tratamientos se observdé que en la segunda semana de
conservacion el valor del clorofilimetro de mantuvo constante (Grafica 4.5) lo que
podria ser efectivo en el mantenimiento del color del fruto ya que el contenido de

clorofila es un factor mas que interviene en el color.

4.7 Efectos de los tratamientos sobre el estrés oxidativo

Para estudiar los efectos de los diferentes tratamientos sobre el estrés
oxidativo se han utilizado muestras bioldgicas de las variedades Sinatra y Natura. El
motivo de utilizar estas dos variedades para éste parametro es que comparada con
estas dos variedades ensayadas en trabajos del grupo de Genética y Fisiologia
Vegetal de la Universidad de Almeria en los parametros de calidad poscosecha
anteriormente estudiados (pérdida de peso, produccion de etileno, tasa respiratoria,
firmeza y dafios por frio), la variedad Victoria ha tenido un comportamiento
intermedio entre ambas, siendo Natura menos susceptible a DF y siendo Sinatra
mas sensible a DF, considerandose mas interesante estudiar estas dos variedades

con com portamientos extremos.

Asimismo, este parametro de estrés oxidativo se ha estudiado en los
tratamientos Control, Acondicionamiento y Plastificado, ya que como se puede
observar en los apartados anteriores, son los tratamientos que mejor
comportamiento han presentado en cuanto a pérdida de peso, produccién de etileno,

tasa respiratoria, firmezay DF.

Se han utilizado muestras de exocarpo de tres calabacines de cada
tratamiento y variedad, con tres repeticiones de cada una, conservadas a -80°C. Las
muestras se congelaron a esa temperatura con nitrégeno liquido en el mismo
momento en el que se estudiaron el resto de parametros anteriormente vistos, es
decir, 6 horas después de haber estado almacenados a 4°C. Al estar conservadas a

-80°C, se asegura que se paralicen de forma subita las reacciones que se pudieran
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estar desarrollando en el material biologico en el momento exacto de su
congelacion, y asi poder estudiar el estrés oxidativo en las mismas condiciones en

que se estudiaron el resto de parametros de este trabajo.

4.7.1 Efectos en el contenido en perdxido de hidrégeno.

- Contenido en H,0O, obtenido en la variedad Sinatra:

Las cantidades de perdxido de hidrégeno obtenidas en el ensayo para ésta

variedad se presentan graficamente a continuacion.
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Figura 4.10. Contenido en H,O, de los frutos de la variedad Sinatra conservados a 4°C
durante los 0, 7y 14 dias. Las barras de error muestran la desviacion tipica.

Se observan una tendencia creciente del contenido en H,O, en los tres

tratamientos hasta el dia 7, cuando los frutos de los tratamientos acondicionamiento
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y plastificado disminuyen su contenido en H,O,, mientras que el control lo aumenta,
con algunas diferencias significativas entre los tres tratamientos. El dia 0 el
tratamiento de acondicionamiento presenta un contenido en H,0, algo mayor que el
resto de tratamientos aunque sin diferencias significativas, no observandose

tampoco diferencias entre el tratamiento control y el plastificado.

El dia 7 de conservacion a 4°C, el contenido de H,0, aumentd en todos los
tratamientos, de forma mas acentuada en el tratamiento de acondicionamiento.
Entre el tratamiento control y el tratamiento plastificado no se observaron diferencias

significativas.

En el dia 14, el contenido de H,0, disminuy6 en el tratamiento plastificado,
mientras que en los otros dos tratamientos se mantuvo en niveles parecidos a los del
dia 7. No se observaron diferencias significativas entre el control y el
acondicionamiento para el dia 14, pero si se presentaron diferencias significativas en

el plastificado respecto a los otros dos tratamientos.

El comportamiento de la variedad Sinatra para el contenido en H,O, en el
tratamiento control de este ensayo se corresponde con el comportamiento de la
misma variedad en ensayados realizados por Carvajal et al., (2011). En ese ensayo
se estudiaron diferentes variedades de calabacin (sin ningun tipo de tratamiento)
almacenadas a 4°C durante 14 dias de la misma forma que se hizo en este trabajo.
Para la variedad Sinatra se obtuvieron valores de H,O, algo superiores a los
obtenidos en este ensayo (valores superiores a 4 uM para el dia 0 y superiores a

7uM para los dias 7 y 14) pero con una tendencia de desarrollo creciente similar.

La reduccion del contenido en H,O, observada en el tratamiento plastificado,
parece indicar que este tratamiento ejerce un efecto positivo reduciendo el grado de

estrés oxidativo.
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- Contenido en H,0O, obtenido en la variedad Natura:

Los resultados obtenidos de contenido en H,O, para esta variedad en este

ensayo fueron los que se presentan a continuacion.
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Figura 4.11. Contenido en H,O, de los frutos de la variedad Natura conservados a 4°C
durante los 0, 7y 14 dias. Las barras de error indican desviaciones tipicas.

Los patrones de desarrollo que muestran cada uno de los tratamientos para la
variedad Natura son diferentes. En el dia inicial, los tres tratamientos tienen

contenidos de H,O similares, no existiendo diferencias significativas entre ellos.

En el dia 7 de frigo conservacién, los tratamientos control vy
acondicionamiento aumentan el contenido en H,O, sin diferencias significativas
entre ellos, experimentando el tratamiento control un contenido en H,O, mayor que
el tratamiento acondicionamiento. Por el contrario, el tratamiento plastificado
disminuy6 su contenido en H,0, respecto al dia 0, presentando diferencias

significativas en comparacion con los otros dos tratamientos ensayados.
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El dia 14 el tratamiento control aumento su contenido en H,O, hasta los 4,28
MM presentando diferencias significativas respecto a los otros dos tratamientos. El
tratamiento de acondicionamiento disminuyé su contenido en H,O, hasta los 3,72
MM alcanzando un valor similar al del dia 0 y presentando diferencias significativas
respecto al tratamiento control y plastificado. El tratamiento plastificado también
disminuy6 su contenido en H,O, hasta los 3,47 uM, muy por debajo de su valor
inicial y del resto de tratamientos, presentando diferencias significativas respecto a

ellos.

Este comportamiento no se corresponde con el obtenido por Carvajal et al.
(2011), donde para la variedad Natura almacenada a 4°C durante 14 dias, el
contenido en H,O, bajé en el dia 7 y aumentd hasta valores similares a los del dia 0
(entorno a 2,5 yM para los dias inicial y final y alrededor de 0,5 yM para el dia 7);
pero es destacable que los frutos tratados con alguno de los dos tratamientos
(acondicionamiento y plastificado) en este trabajo reduzcan sus contenidos en H,0,
de forma significativa ya que existe una relacion positiva entre los niveles de H,O, y
los dafios por frio, lo que hace de este parametro un buen indicador del dafio por frio
(Carvajal et al., 2011). Lo que parece indicar que estos dos tratamientos tienen un

efecto positivo en la reduccién del estrés oxidativo en los frutos de Natura.

4.7.1.1 Comparacion del contenido en peréxido de hidrégeno entre

variedades

Si comparamos las dos variedades para cada uno de los tratamientos,
podemos observar que para el tratamiento control, en la variedad Natura los niveles
de H,O, crecen a lo largo de los 14 dias de almacenamiento de forma superior a la
variedad Sinatra. Para el tratamiento de acondicionamiento en las dos variedades
los niveles de H,O; crecen el dia 7 respecto al dia 0, y decrecen el dia 14, pero en
Sinatra los niveles son mas altos que en Natura, excepto para el dia 0. En el
tratamiento plastificado, la cantidad de H,O, disminuye en los frutos de Natura a lo
largo del tiempo, mientras que en los de Sinatra aumenta. Por lo que se puede

deducir que la variedad Natura responde mejor a los tratamientos que la variedad
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Sinatra (sobre todo al tratamiento plastificado) al reducir su contenido en H,O,,
reduciendo por consiguiente el grado de estrés oxidativo y los efectos de la

senescencia.

Figura 4.12. Comparacioén del contenido en H,O, de los frutos de las variedades Naturay

Sinatraalos 0, 7y 14 dias. Las barras de error indican desviaciones tipicas.

Correlacién la cantidad de H,O; y el indice de dafios por frio:

Es interesante conocer la relacion que existe entre el indice de dafios por frio
y el contenido en H,O, del material vegetal estudiado en este ensayo. Para ello, se

ha realizado la correlacion multiple que aparece en la Grafica 4.7.
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Grafica 4.7. Correlacion entre el indice de DF y la cantidad de H,O, en los frutos

conservados a 4°C durante los 0, 7 y 14 dias.

El estadistico R?, que es mas apropiada para comparar modelos con diferente
namero de variables independientes, es 39,59%. El valor-P es menor que 0,05, por
lo que existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables con un
nivel de confianza del 95,0%. Como puede observarse en la grafica, la relacion entre
ambos pardmetros indica que un mayor indice de dafos por frio se corresponde con
un mayor contenido en H;O, en los frutos estudiados en las condiciones de este
ensayo. Lo que se corresponde con lo dicho anteriormente en la revision
bibliografica por Sevillano et al. (2009) y con los resultados obtenidos en trabajos

como los de Carvajal et al. (2011).

4.7.2 Efectos en el contenido en malondialdehido.

- Contenido en MDA en la variedad Sinatra.

Los resultados obtenidos para el contenido en MDA son los que se muestran

a continuacion.
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Figura 4.13. Contenido en MDA de los frutos de la variedad Sinatra conservados a

4°C durante los 0, 7y 14 dias. Las barras de error indican desviaciones tipicas.

En el contenido en MDA de la variedad Sinatra se observa una tendencia
similar en todos los tratamientos. En el dia O se obtienen las cantidades mas bajas,
algo normal al tratarse de frutos recién cosechados. No se observan diferencias
significativas entre los tratamientos control y plastificado, pero el tratamiento
acondicionamiento presenta unas cantidades de MDA algo superiores a estos dos

tratamientos con diferencia significativa.

En el dia 7 todos los tratamientos aumentan las cantidades de MDA, debido a
la senescencia creciente de los frutos, indicando un aumento del estrés oxidativo, no

presentandose diferencias significativas entre tratamientos.

El dia 14 el tratamiento control aumenta su contenido en MDA, mientras que
los demas tratamientos lo disminuyen, sin observarse diferencias significativas entre

ellos.
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Estos resultados se corresponden con los obtenidos por Carvajal et al. (2011),
donde un tratamiento similar al control de este trabajo en Sinatra conservado a 4°C
durante 14 dias, aumenta su contenido en MDA durante el periodo de conservacion

en frio, aunque a niveles superiores a los de este ensayo.

El tratamiento plastificado, aunque no presenta diferencias significativas
respecto al control, muestra una tendencia a disminuir el contenido en MDA,
indicando un posible efecto positivo en cuanto a la reduccion de nivel de estrés
oxidativo, que se corresponde con un nivel inferior de H,0, de este mismo
tratamiento y a su vez con un menor grado de DF y senescencia en general de los

frutos.
- Contenido en MDA en la variedad Natura:

El contenido de MDA obtenido en los frutos de esta variedad de calabacin se

representa en la Figura 4.14.
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Figura 4.14. Contenido en MDA de los frutos de la variedad Natura conservados a 4°C
durante los 0, 7y 14 dias. Las barras de error indican desviaciones tipicas.
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Como se observa en la gréfica, la tendencia los tratamientos es a aumentar
su contenido en MDA a lo largo del tiempo, algo evidente al aumentar la
senescencia de los frutos, y por tanto el estrés oxidativo a lo largo del tiempo.

El dia O se presentan los niveles de MDA mas bajos, debido a que los frutos
acaban de ser recolectados. No se observan diferencias significativas entre los
tratamientos control y plastificado, pero se observa una diferencia significativa del
tratamiento acondicionado respecto a ambos, presentando uno niveles de MDA algo

superiores a los del resto de tratamientos.

Los resultados obtenidos en el dia 7, indican un incremento del contenido en
MDA en los tratamientos control y plastificado, y aunque el tratamiento de
acondicionamiento experimenta una reduccion del nivel de MDA, no se observa

ninguna diferencia significativa entre los diferentes tratamientos.

En el dia 14 la cantidad de MDA aumenta en el tratamiento control, por efecto
de la degradacion creciente que sufren los frutos a lo largo de su almacenamiento.
Los tratamientos plastificado y acondionamiento, aunque no presentan diferencias
significativas entre si, ni respecto al control, experimentan una tendencia a disminuir
su contenido en MDA, pudiendo indicar un efecto positivo de estos tratamientos en

la reduccién del estrés oxidativo de los frutos.

Aunque la tendencia de los frutos es aumentar su contenido en MDA, ya que
el estrés oxidativo aumenta con el tiempo, estos resultados no se corresponden con
los obtenidos por Carvajal et al. (2011), donde para un tratamiento similar al control
de este trabajo en la variedad Natura conservados a 4°C durante 14 dias, se
obtienen niveles decrecientes de MDA a lo largo del tiempo de almacenamiento,

siendo esos niveles considerablemente mas altos a los obtenidos en este ensayo.

4.7.2.1 Comparacion del contenido en malondialdehido entre variedades

Si comparamos las dos variedades para cada uno de los tratamientos,

podemos observar que para el tratamiento control, en la variedad Natura los niveles
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de MDA crecen a lo largo de los 14 dias de almacenamiento de forma superior a la
variedad Sinatra con diferencias significativas los dias inicial y final del
almacenamiento en frio. Para el tratamiento de acondicionamiento en la variedad
Sinatra los niveles de MDA crecen el dia 7 respecto al dia 0, y decrecen el dia 14,
aunque sin diferencias significativas, pero en Natura decrecen el dia 7 respecto al
dia 0 y crecen levemente el dia 14, aunque sin diferencias significativas. En el
tratamiento plastificado, la cantidad de MDA aumenta en los frutos de Natura y de
Sinatra a lo largo del tiempo, pero sin diferencias significativas. En general, no hay
diferencias significativas entre tratamientos para el contenido de MDA,
observandose en la variedad Natura unas cantidades de MDA superiores a las
encontradas en la variedad Sinatra, algo que no se corresponde con los resultados
obtenidos por Carvajal et al. (2011), donde la variedad Natura presentd niveles de
MDA menores a los observados en la variedad Sinatra.

0.6
Sinatra VS Natura

T

0.4 { {
il

Contenido en MDA (nmolig FWW)

0
B Plastificado Sinatra Acondicionamiento Sinatra ® Control Sinatra
Plastificado Matura Acondicionamiento Matura Control Natura

Figura 4.15. Comparaciéon del contenido en MDA de los frutos de las variedades Naturay
Sinatraalos 0, 7y 14 dias. Las barras de error indican desviaciones tipicas.
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Correlacion entre la cantidad de MDA y el indice de dafios por frio:

Dado que la cantidad de MDA es un indicador del grado de estrés oxidativo
del material vegetal, es interesante conocer la relacién que existe entre el indice de

dafios por frio y el contenido en H,O, del material vegetal estudiado en este ensayo.

Para ello, se ha realizado la correlacion multiple que aparece en la Grafica 4.8.

0,9

® Sinatra
® Natura
| ineal (Sinatra)

e | ineal (Matura)

Contenido en malondialdehido

indice de dafios por frio

Gréfica 4.8. Correlacion entre el indice de DF y la cantidad de MDA en los frutos

conservados a 4°C durante los 0, 7y 14 dias.

El estadistico R?, que es méas apropiada para comparar modelos con diferente
namero de variables independientes, es 25,33%. El valor-P es menor que 0,05
existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables con un nivel de
confianza del 95,0%.

Como puede observarse en la grafica, la relacion entre ambos parametros
indica que un mayor indice de dafios por frio se corresponde con un mayor
contenido en MDA en los frutos estudiados en las condiciones de este ensayo. Lo
que se corresponde con lo dicho anteriormente en la revision bibliografica por

Sevillano et al. (2009) y con los resultados obtenidos en trabajos como los de
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Carvajal et al. (2011). Ademas esto también indica que hay una correlacion entre las
cantidades de H,O, y de MDA obtenidas en los frutos, y a su vez con el indice de DF

en las condiciones de este ensayo.
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA: Los tratamientos que mejoraron la tolerancia a la frigoconservacion de
los frutos y muestran un menor nivel de dafos por frio en el tiempo y en las
condiciones de este ensayo, fueron los de Plastificado, Acondicionamiento y
bafo a 42°C.

SEGUNDA: Los tratamientos de Plastificado y Acondicionamiento redujeron en
mayor grado la pérdida de peso de los frutos, lo que se tradujo en una menor

pérdida de firmeza, sobretodo en el caso del tratamiento Plastificado.

TERCERA: En general, el tratamiento de los frutos aumenta su produccion de
etileno, sobre todo el séptimo dia de frigonservaciéon y su tasa respiratoria,
excepto en el Plastificado, donde la tasa respiratoria se reduce a lo largo del
tiempo de conservacién y la produccion de etileno es menor que en el resto

de tratamientos.

CUARTA: El tratamiento de Acondicionamiento reduce la cantidad de peréxido de
hidrégeno en la variedad Natura, lo que indica que un acondicionamiento de
los frutos reduce el estrés oxidativo en variedades tolerantes al
almacenamiento en frio. El tratamiento Plastificado reduce la cantidad de
peréxido de hidrogeno en las variedades Sinatra y Natura, por lo que el
plastificado de los frutos reduce el estrés oxidativo en las variedades
sensibles y en las tolerantes al almacenamiento en frio. Este efecto no se
traduce en una reduccién del contenido en malondialdehido en ninguna de las

dos variedades estudiadas en las condiciones de este ensayo.

QUINTA: EIl tratamiento Plastificado mejora notablemente la calidad en la vida
poscosecha de los frutos, siendo aconsejable su aplicacion como tratamiento
poscosecha en calabacin. Aunque otros tratamientos como el de
Acondicionamiento mejoran la calidad en la vida poscosecha, no han
resultado lo suficientemente eficaces como para ser aconsejados en

calabacin.
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