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RESUMEN

La berenjena (Solanum melongena L.) es una planta procedente de las zonas tropicales y subtropicales
asiaticas, principal motivo por el que es tan sensible a los danos por frio. Los dafios por frio son un
desorden fisioldgico originado por la exposicion de los productos hortofruticolas a temperaturas
inferiores a un minimo critico, pero superiores a su punto de congelacién. La berenjena es un producto
hortofruticola de gran interés econdmico en la provincia almeriense, de modo que hay un gran interés
en conocer cdmo combatir y aliviar los sintomas ocasionado por los dafos por frio. Los dafios por frio
en berenjena se manifiestan con el pardeamiento de las semillas y la pulpa, la decoloracion del cdliz,
infeccion por Alternaria tenuis y las depresiones o heridas conocidas como pitting. Para evitar las
lesiones por frio en los frutos de berenjenas, son almacenadas a una temperatura de entre 10 °Cy 12
°C con un 90% o0 95% de humedad relativa. Aun asi, hay tratamientos fisicos y quimicos que se aplican
durante la precosecha y las poscosecha para reducir los dafios por frio. Dentro de los tratamientos
guimicos, se destaca la aplicacion del metil-jasmonato y su capacidad para aliviar los sintomas
generados por las bajas temperaturas en la berenjena. El metil-jasmonato induce las proteinas de
choque térmico o chaperonas que aumentan la tolerancia de los productos hortofruticolas a los
cambios bruscos de temperatura; y promueve la actividad de enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la guayacol peroxidasa (G-POD), la ascorbato
peroxidasa (APX), la glutation reductasa (GR), la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) y la
dehidroascorbato reductasa (DHAR); y de potentes antioxidantes no enzimaticos como el ascorbato
(AsA), el glutatidn (GSH), los carotenoides, los tocoferoles y los fenoles, que reducen el estrés oxidativo
generado por el dafio en las membranas debido a las bajas temperaturas. Por Ultimo, muchos estudios
han demostrado cdmo la produccidn de variedades transgénicas mediante procedimientos
biotecnoldgicos presenta un gran potencial para prevenir y aliviar los dafios por frio, y es muy posible
que las investigaciones futuras se centren en la produccién de variedades de berenjena modificadas
genéticamente debido a que es un campo muy inexplorado en este fruto y con un gran potencial
debido a su eficacia, precisidn y respeto por el medio ambiente.



ABSTRACT

Eggplant (Solanum melongena L.) is a plant of asiatic tropical and subtropical regions origin, the main
reason why it is so sensitive to chilling injury. Chilling injury is a physiological disorder caused by
exposure of fruit and vegetable products to temperatures below a critical minimum, but above their
freezing point. The eggplant is a vegetable of great economic interest in the province of Almeria, so
there is great interest in knowing how to combat and relieve the symptoms caused by chilling injury.
Chilling injury in eggplants is manifested by browning of the seeds and pulp, discoloration of the calyx,
infection by Alternaria tenuis and depressions or wounds which are known as pitting. To avoid chilling
injury in eggplants fruits, they must be stored at temperatures between 10 °C and 12 °C with 90% or
95% of relative humidity. However, there are physical and chemical treatments that are applied during
pre-harvest and post-harvest to reduce chilling injury. Among the chemical treatments, the application
of methyl jasmonate and its ability to alleviate the symptoms generated by low temperatures in
eggplants are noteworthy. Methyl jasmonate induces heat shock proteins that increase the tolerance
of fruit and vegetable products to sudden changes in temperature; and promotes the activity of
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), guaiac peroxidase (G-POD),
ascorbate peroxidase (APX), glutathione reductase (GR), monodehydroascorbate reductase (MDHAR)
and dehydroascorbate reductase (DHAR); and powerful non-enzymatic antioxidants such as ascorbate
(AsA), glutathione (GSH), carotenoids, tocopherols and phenols, which reduces oxidative stress
generated by membrane damage due to low temperatures. Finally, many studies have shown how the
production of transgenic varieties using biotechnological methods has great potential to prevent and
alleviate chilling injury, and future research may well focus on the production of genetically modified
eggplant varieties because it is a very unexplored field in this fruit and has great potential due to its
efficiency, precision and respect for the environment.
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OBIJETIVOS

En el presente Trabajo Fin de Grado se ha realizado una revisidon bibliografica exhaustiva con el fin de
comprender y analizar cémo afectan los dafios por frio al fruto de la especie Solanum melongena L. De
igual modo, se ha analizado el impacto del tratamiento con metil-jasmonato en la reduccién de los
sintomas ocasionados por temperaturas inferiores a un minimo critico.

Para ello se realizd una investigacidn en la que se estudiaron los siguientes aspectos:

- Las caracteristicas mas representativas de la berenjena que puedan generar algun tipo de efecto
influyente sobre el desarrollo de los dafios por frio.

- La definicidn, los sintomas, las causas, las fases, los tratamientos y los procesos bioldgicos que
desencadenan los dafios por frio y su aplicacidén en berenjena.

- La ruta de biosintesis, el mecanismo de accidn y los efectos fisioldgicos que generan el acido
jasmonico y su éster metilico el metil-jasmonato.

- Casos experimentales que demuestren la efectividad del metil-jasmonato.

- Aplicaciones biotecnoldgicas, conclusiones y perspectivas de futuro.

REVISION BIBLIOGRAFICA
1. MATERIAL VEGETAL DE ESTUDIO

La berenjena (Solanum melongena L.) es originaria de zonas tropicales y subtropicales asiaticas,
principal motivo por el que es tan sensible a las bajas temperaturas causantes de los “dafios por frio”
o “chilling injury” (Concelldn y col., 2004). Probablemente el drea de origen se encontraba en la India
y China, paises en los que el cultivo de la berenjena se remonta a tiempos antiguos, y en Egipto, lugar
en el que esta especie ya se cultivaba en el siglo XIIl. Los primeros indicios de la plantacidn de este
cultivo en Europa, probablemente importado y difundido por los drabes a través de todas las regiones
del Mediterraneo, datan del siglo XVI y en Espafia fue introducido alrededor del siglo XIV (Mannino,
1987).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) afirma que la
superficie cultivada con berenjena a nivel mundial es de 1.864.556 ha, siendo los mayores productores
China (803.303 ha) e India (736.000 ha). Europa esta ubicada como la cuarta productora a nivel mundial
con 33.511 ha, tras Asia (1.718.965 ha), América (12.753 ha) y Africa (99.180 ha). Espafia se sittia como
tercera productora de berenjena de la Unidn Europea (26.546 ha), tras Italia (9.560 ha) y Rumania
(9.025 ha) (FAOSTAT, 2018).

Segun el Andlisis provincial de superficie, rendimiento y produccion realizado en 2018 por el Anuario
de Estadistica Agraria, la berenjena ocupa en Espafia una superficie de 3.619 ha, de las cuales 5 ha son
de secano, 910 ha son de regadio al aire libre y 2.704 ha son de regadio protegido.



Grafico 1. Evolucidn de la superficie cultivada con berenjena en Espafia en miles de hectéareas
(Anuario de Estadistica Agraria).
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Respecto al panorama nacional, Andalucia es la comunidad auténoma que mayor superficie dedica al
cultivo de la berenjena con 2.647 ha y la que tiene una mayor produccién con 197.179 toneladas,
siendo Almeria, en comparacién con el resto de las provincias andaluzas, también la que dedica una
mayor superficie al cultivo de este fruto con 2.209 ha y presenta una mayor produccion con 181.130
toneladas (Anuario de Estadistica Agraria, 2018).

Tabla 1. Andlisis provincial de superficie y produccidn de berenjena en Andalucia 2018 (Anuario de
Estadistica Agraria).

PROVINCIA SUPERFICIE (ha) PRODUCCION (toneladas)
Almeria 2.209 181.130
Cadiz 161 4.505
Cérdoba 4 110
Granada 87 3.706
Huelva 7 175
Jaén 41 820
Malaga 136 6.680
Sevilla 2 53
Total 2.647 197.179

1.1 Caracteres botanicos y fisiologicos
La berenjena (Solanum melongena L.) es una especie vegetal que taxondmicamente esta clasificada
del siguiente modo:



Tabla 2. Taxonomia de la berenjena (Mannino, 1987).

CLASE Dycotiledones
SUBCLASE Sympetalae
ORDEN Tubiflorae
FAMILIA Solanaceae
TRIBU Solaneae
GENERO Solanum
ESPECIE Solanum melongena L.

La especie Solanum melongena L. estd dividida en tres variedades botanicas: S. melongena var.
esculentum (Dun.), S. melongena var. ovigerum Lam. (Dun.) y S. melongena var. insanum (Dun.). Entre
ellas, la variedad esculentum reviste el mayor interés agricola y econémico, derivando de ella los
cultivos mas notables y difundidos; de la variedad insanum derivan, sin embargo, los cultivos de escasa
importancia caracterizados por producciones modestas y poco apreciadas; la variedad botanica
ovigerum derivan cultivos y tipos ornamentales, caracterizados por la presencia de flores y por
pequefios y numerosos frutos (Mannino, 1987).

~————-peduinculo
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alojamiento de
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Figura 1. Seccién longitudinal (a) y transversal (b) del fruto Solanum melongena L. (Mannino,
1987).

1.2 Fruto inmaduro

Los frutos inmaduros son hortalizas producidas por especies dicotiledoneas de gran importancia
econdmica dentro de la familia Cucurbitaceae (calabazas, pepinos, calabacines, calabazas y luffa),
Solanaceae (berenjenas y pimientos), Fabaceae (guisantes y habas) y Malvaceae (quimbombd)
(Valenzuela y col., 2017), ademas son especies herbaceas y anuales de origen subtropical o tropical,
gue aportan vitaminas y otros aditivos no nutritivos que son beneficiosos para la dieta humana. La
berenjena es un fruto carnoso con un contenido en agua relativamente alto y muy pocas calorias, que



es rico en polifenoles, incluyendo el acido hidroxicindmico y su derivado el dcido clorogénico que
presentan una potente capacidad antioxidante (Singh y col., 2009; Mohammed y Brecht, 2003).
Asimismo, es una excelente fuente de pigmentos naturales y otros compuestos antioxidantes como la
clorofila a, la clorofila b y el ascorbato (Blanco-Diaz y col., 2015).

Es considerado un fruto no climatérico puesto que no experimenta un aumento de la tasa respiratoria
acompanado de un pico en la produccidon de etileno autocatalitico. En berenjena la tasa de respiracién
es baja o moderada (Kader, 1992 en Mohammed y Brecht, 2003).

La respiracién puede ser controlada por factores como la temperatura y la composicidon de la
atmdsfera, ya que la velocidad de los procesos metabélicos se incrementa en un factor de dos por cada
10 °C. Por lo tanto, las tasas de respiracidon pueden reducirse al disminuir la temperatura del fruto,
aunque los frutos inmaduros no se adaptan al almacenamiento a largo plazo porque son susceptibles
a los dafios por frio (Valenzuela y col., 2017).

Grafico 2. Curva de los patrones de respiracidn de frutos climatéricos y no climatéricos a medida
gue los vegetales maduran (Saltveit, 2004 en Toivonen, 2011).
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Los frutos son susceptibles a sufrir dafos por frio cuando se almacenan a temperaturas bajas sin llegar
al punto de congelacién (Mohammed y Brecht, 2003). Para evitar las lesiones por frio en los frutos de
berenjena, son almacenados a una temperatura de entre 10 °Cy 12 °C con un 90% o 95% de humedad
relativa (Siller-Cepeda, 2016). Los dafios por frio en berenjena se manifiestan con el pardeamiento de
las semillas y la pulpa, la decoloracién del cdliz, Alternaria rot o infeccion por Alternaria tenuis y las
depresiones o heridas conocidas como pitting, que son debidas al colapso de las células del
parénquima localizado bajo la epidermis (Carrera y col., 2016).

Se encuentran entre las hortalizas mas perecederas por varias razones (Mohammed y Brecht, 2003).
Su epidermis aun no estd completamente desarrollada y se cosechan en una fase de desarrollo en la
gue no se han acumulado suficientes compuestos de almacenamiento. Ademas, sus elevadas tasas de
respiracion, asociadas a las altas tasas de deshidratacién y metabdlicas, provocan un rapido deterioro
durante el proceso de almacenamiento de estos frutos (Toivonen, 2011). Por otro lado, los frutos de
berenjena son muy susceptibles a la pérdida de agua debido a que presentan una cuticula y una capa
epidérmica relativamente delgadas. Esto ultimo, se relaciona una mayor susceptibilidad al dafo



mecanico, lo que puede provocar la rotura de la cuticula, permitiendo asi que se produzca una pérdida
de agua acelerada (Mohammed y Brecht, 2003). El primer sintoma asociado a la deshidratacion de la
fruta es la marchitez. En pepino, se ha demostrado que la deshidratacion también regula la actividad
de las enzimas que degradan las paredes celulares como la poligalacturonasa y la pectinesterasas, lo
que produce que el fruto se ablande y se marchite, asimismo, la pérdida de agua aumenta la
produccidn de etileno (Valenzuela y col., 2017). La pérdida de agua puede controlarse con un rapido y
adecuado preenfriamiento, y con el proceso de humidificacién durante el almacenamiento del fruto,
Sin embargo, en verduras sensibles a la refrigeracion como ocurre con los frutos inmaduros, el control
de la pérdida de agua es mas dificil ya que estos deben ser almacenados a temperaturas mas calidas,
por lo que estdn expuestos a un mayor potencial de pérdida de agua. En definitiva, hay que destacar
tres puntos importantes en relacion con la gestion de la temperatura y la pérdida de agua (Toivonen,
2011): 1) El producto caliente pierde agua a un ritmo mas rapido que cuando se coloca en una cdmara
frigorifica, por lo que es muy importante preenfriar rapidamente los frutos antes de almacenarlos; 2)
El retraso en el proceso de preenfriamiento provocara una pérdida de agua innecesaria en los frutos,
por lo que el retraso desde la cosecha hasta el preenfriamiento debe ser lo mas breve posible; 3) Las
temperaturas de almacenamiento mas frias y los niveles de humedad mas altos reducirdn al minimo
la pérdida de agua de un fruto.

La calidad y la vida poscosecha de los frutos inmaduros estan condicionadas tanto por la etapa de
desarrollo como por la eleccidon del momento de cosecha (Toivonen, 2011). En frutos maduros, estos
indices estan relacionados con el mdximo crecimiento y la maduracién completa del fruto, proceso
necesario para que adquieran unas cualidades organolépticas éptimas (Pareek, 2016). En cambio, en
fruto inmaduros, el pardametro clave es el tamafio del fruto. Aunque, la decision de cosechar debe
implicar una conciencia de la relacién entre el tamafo del fruto y la etapa de desarrollo de este, que
puede llegar a diferir entre las variedades de una misma especie (Mohammed y Brech, 2003). Los
frutos inmaduros se deben cosechar hasta justo antes de que las semillas se agranden y se endurezcan
(Montero-Calderén y Cerdas-Araya, 2012).

La forma, la firmeza, el color morado oscuro, el tamario, el brillo externo, el secado del caliz, la ausencia
de defectos de crecimiento o manipulacidn y el grado de descomposicidon son pardmetros comunes
utilizados para definir los indices de cosecha y la calidad de las berenjenas. Las berenjenas se cosechan
antes de alcanzar su tamafio completo, sin embargo, hay una amplia gama de etapas ontogénicas en
las que podrian comercializarse (Zaro y col., 2014; Siller-Cepeda, 2016).

Los frutos berenjena experimentan cambios morfoldgicos y de composicién muy rapidos, por lo que el
rango de cosecha es estremadamente estrecho, y la sobremadurez de estos cultivos conduce a
cambios negativos que reducen su vida Util y su calidad, como el amarillamiento, el endurecimiento,
la fibrilacién y el sabor amargo. Por lo tanto, es fundamental evitar lesiones durante la cosecha a fin
de reducir al minimo los efectos negativos que pueden provocar estos dafos, entre los que incluimos
la aceleracion de la tasa respiratoria, la pérdida de agua, las reacciones de oscurecimiento oxidativo y
el aumento del potencial de decadencia (Mohammed y Brech, 2003). En el caso de los frutos de
berenjena, si estan demasiado maduros se vuelven picantes y amargos (Siller-Cepeda, 2016). En
cambio, si las berenjenas estan inmaduras, se arrugan y se ablandan rapidamente, reduciendo su vida
util (Mohammed y Brech, 2003).

Los desérdenes fisioldgicos asociados a los frutos inmaduros estan relacionados con el estrés por
temperatura (congelacion, enfriamiento, lesiones por calor) y la exposicién al etileno. La congelacion
estd relacionada con el contenido de agua, por consiguiente, es mas preocupante para frutos
inmaduros carnosos que para los de semilla. La lesidn solar (escaldadura solar) es mas probable que
ocurra en las berenjenas debido a su baja relacidén superficie/volumen y una cuticula muy bien
desarrollada que limita el enfriamiento por evaporacién. Por estas mismas razones, el movimiento de
calcio en las berenjenas puede estar limitado, produciendo una carencia de calcio y la putrefaccion del
extremo de la flor (Mohammed y Brecht, 2003).



El etileno es un regulador natural que afecta en la evolucidn de la maduracién y la senescencia de los
frutos y sus efectos pueden ser tanto beneficiosos como perjudiciales dependiendo del fruto, de su
estado de maduracidn y de su uso (Poyesh, 2018). Por este motivo, el control de los procesos de
biosintesis y de insensibilidad al etileno suponen un factor clave en la mejora de la vida poscosecha y
la calidad de los frutos (Blankenship y Dole, 2003).

Al igual que con el proceso de respiracién, existe una amplia gama de tasas de produccién de etileno
entre los distintos frutos y también diferencias en la sensibilidad relativa al etileno. La berenjena
presenta una baja tasa de produccién de etileno y una sensibilidad relativa media al etileno, por lo que
un nivel de exposicién a etileno exdgeno de forma continuada podria reducir su vida poscosecha y su
calidad (Toivonen, 2011).

Adel A. Kader explicé en el taller de “Maduracion de la Fruta y Manejo del Etileno” del Centro de
Tecnologia Poscosecha de la Universidad de California que tiene lugar en primavera:

“El etileno acelera la degradacion de la clorofila e induce el amarillamiento de los tejidos verdes,
reduciendo la calidad de los frutos inmaduros. Asimismo, induce la abscision de hojas y flores, el
ablandamiento de frutos y otros diversos trastornos fisioldgicos. En berenjena los sintomas de dafios
por etileno coinciden con los sintomas manifestados por dafios por frio: abscision del caliz,
pardeamiento de la pulpa y semillas y aceleracidn del deterioro. El etileno puede aumentar el deterioro
en algunas frutas acelerando su senescencia y ablandamiento, e inhibiendo la formaciéon de
compuestos antimicéticos. La incidencia y severidad de los sintomas de deterioro por etileno
dependen de su concentracion, tiempo de exposicién y temperatura. Los efectos por etileno son
acumulativos en la vida poscosecha del producto”.

Hay diversos factores que favorecen la produccién de etileno, entre ellos las lesiones mecanicas, la
descomposicidn, los dafios causados por insectos y algunos tipos de estrés, como las bajas y las altas
temperaturas. Después de la conservacion en frio, la produccién de etileno depende del grado de
sensibilidad del fruto a las bajas temperaturas. En cultivares sensibles a las bajas temperaturas como
son los frutos inmaduros, la produccién de etileno es mayor; mientras que, en los frutos menos
sensibles, la produccion de etileno es menor (Valenzuela y col., 2017).

2. DANOS POR FRIO (DF)

La tecnologia mds empleada para la conservaciéon de los productos hortofruticolas son las bajas
temperaturas por encima del punto de congelacién, debido a que ralentiza el metabolismo celular y
los procesos de maduracién y senescencia que deterioran la calidad y reducen la vida poscosecha de
las frutas y verduras (Saltveit, 2003).

El efecto de las bajas temperaturas es diferente en funcién de la ruta metabdlica, pues podemos
diferenciar entre sistemas enzimaticos muy sensibles al frio, que se detiene por completo, y menos
sensibles, que no frenan su actividad provocando una acumulacion de productos de reaccidon
(productos toxicos) y una escasez de compuestos que reaccionan (sustrato esencial) que pueden
generar un desequilibrio metabdlico, causando un funcionamiento anormal de las células y un
deterioro a nivel estructural, conocidos como “dafios por frio” (DF) o “chilling injury” (Cl) (Romojaro-
Casado, 2016).

Los dafos por frio (DF) son un desorden fisiolégico originado por la exposicion de los productos
hortofruticolas a temperaturas inferiores a un minimo critico, pero superiores a su punto de
congelacion. Los dafios por frio estan influenciados por un conjunto de factores: 1) Sensibilidad al frio
segln la especie. Depende de si presentan un origen tropical, subtropical o templado; 2) Sensibilidad
segln el estado de madurez. Los frutos inmaduros a nivel fisiolégico son mucho mas sensibles que los
frutos maduros (Valenzuela y col., 2017). Ej.: Frutos de ciruela mexicana (Spondias purpurea L.)
cosechados en estado verde (fisiolégicamente inmaduros) conservados a 8 °C mostraron una mayor



sensibilidad al frio que los frutos de ciruela mexicana el estado % y % amarillo (fisiolégicamente mas
maduros) (Pérez-Lépez y col., 2004); 3) Sensibilidad segun la variedad. Ej.: La variedad de berenjena
Erica es mas resistente a los dafios por frio que la variedad Thelma (Simd-Torres, 2011).

Grafico 3. Evolucion del I.D.F. (indice de los dafios por frio) superficie durante la frigoconservaciéon
a 8 °C de las variedades de berenjena Erica (mas resistente) y Thelma (mas sensible) (Simon-
Torres, 2011).
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El umbral critico de temperatura para la induccién de los dafios por frio en la mayoria de los cultivos
tropicales y subtropicales se encuentra entre 10 y 15 °C, mientras que en los cultivos de origen
templado se halla entre 0y 5 °C, y el limite fisiolégico depende de las caracteristicas del fruto, de la
temperatura, del tiempo de exposicion y de tratamientos que puedan modificar dicho limite.

Tabla 3. Limites fisioldgicos de temperatura para la induccién de los dafios por frio.

LIMITE FISIOLOGICO

Frutos zona tropical 12-15°C
Frutos de zonas templadas 10-12 °C
Frutos de zonas frias Menos de 5 °C

Es fundamental no romper la cadena de frio durante el transporte y comercializacién de los productos
hortofruticolas debido a que los dafios por frio suponen un factor critico, ya que la gravedad del dafio
puede aumentar al exponer al fruto a temperatura ambiente tras un periodo de conservacion en frio,
conllevando una pérdida significativa de agua por parte del producto (Toivonen, 2011). Ej.: Frutos de
pitahaya (Hylocereus undatus H.) refrigerados durante 15 dias no presentaron dafios por frio, pero
después de permanecer 7 dias a temperatura ambiente (22 + 4 °C) los frutos previamente almacenados
a 2 °C presentaron dafios por frio significativamente mas severos que los almacenados a 7 £ 4 °C
(Quiroz-Gonzalez y col., 2017). Esto demuestra que los efectos de los dafios por frio se agravan una
vez se expone el fruto a temperatura ambiente tras un periodo de frigoconservacion, y con la
intensidad del tratamiento frigorifico, es decir, a menor temperatura los efectos se incrementan. La
severidad y la velocidad del desarrollo de estos sintomas también puede verse afectada en funcion del
tiempo de exposicién al dafo. Los dafios por frio son acumulativos, de hecho, el enfriamiento en el
campo cuando la temporada llega a su fin y la temperatura durante la noche se vuelve mas fria, puede
causar graves problemas reduciendo la calidad y la vida poscosecha de frutas y verduras. Ej.: La
sensibilidad a los dafios por frio de los tomates, calabazas, pepinos y pimientos cultivados en el otofio,



cuando estan expuestos a noches frias, es mayor que para los mismos cultivares cultivados en el
verano. En contraste con la acumulacién de frio en el campo durante el otofio, las plantas cultivadas
en climas frescos y en ambientes ligeramente estresados (estrés hidrico) suelen ser mas resistentes al
frio que las plantas cultivadas en climas calidos y bajo condiciones de cultivo mas lujosas. Ej.: Tomates
cosechados por la mafiana, cuando estan frescos, son mas resistentes al frio que los frutos de la misma
planta cosechados por la tarde, cuando estan calientes (Saltveit, 2003).

Los cloroplastos son los primeros organulos donde se manifiesta los dafios por frio, por lo que se llegd
a la conclusién de que las lesiones producidas por las bajas temperaturas se ven incrementadas por la
irradiacion, es decir, proceso por el cual un objeto (producto hortofruticola) estd expuesto a la
radiacidn (luz solar). De hecho, en oscuridad total, el crecimiento bajo condiciones de enfriamiento de
Selaginella spp. se detuvo, permaneciendo las plantas verdes y, excepto por el agotamiento del
almidén, los cloroplastos permanecieron intactos. Por el contrario, durante el enfriamiento a la luz, la
clorofila se blanqued, se acumularon gotitas de lipidos y los tilacoides se degeneraron. Por otra parte,
los cloroplastos del parénquima del floema de Paspalum dilatatum sufrieron una mayor cantidad de
dafios que los cloroplastos del mesdfilo interior. Esto se atribuye a la diferencia de gradientes de
intensidad de luz dentro de la hoja y a la presencia de almidén que fue considerado como un
“retardador translocable” de los dafios por frio. También se observd que la alta humedad relativa
(100%) protege de los dafios por frio (protege a los cloroplastos), este efecto protector es potenciado
al combinarlo con el tratamiento en oscuridad (Kratsch y Wise, 2000).

2.1 Sintomas
Los dafios por frio se caracterizan por un conjunto disfunciones fisioldgicas a nivel macroscépico,
celular o microscépico y metabdlico que alteran a los productos hortofruticolas.

Nivel macroscépico

LESIONES SUPERFICIALES O PITTING (PICADO)

Se generan hendiduras que finalmente son invadidas por patégenos oportunistas. Se debe a la pérdida
de integridad celular en las membranas y en las paredes celulares generado por un dafio oxidativo en
el que las especies reactivas de oxigeno (ROS) inducen la rotura de los dobles enlaces de los acidos
grasos de las membranas (Valenzuela y col., 2017).
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Figura 2. Pitting en berenjena (Cantwell y Suslow, 2005).



MADURACION IRREGULAR

Coloracién irregular y cambios composicionales que alteran el sabor y el olor debido a un incremento
de la acidez y una pérdida del aroma del fruto. Ej.: Las limas cuando son almacenadas entre 0 °Cy la
temperatura minima de seguridad (7-9 °C aproximadamente) experimentan una maduracion irregular
debido a los dafios por frio (Salinas-Andujar y Palao-Porcel, 2002).

PARDEAMIENTO

Pardeamiento de las semillas de la pulpa y de la piel de la fibra vascular causado por la degradacion
oxidativa de los compuestos fendlicos mediada la enzima polifenol oxidasa (PPO). En presencia de
oxigeno, la PPO cataliza la hidroxilacion de los monofenoles (acido clorogénico) en o-difenoles
(actividad cresolasa) y la oxidacién de estos o-difenoles en o-quinonas (actividad catecolasa). Las o-
quinonas son muy inestables y reaccionan rapidamente con los aminoacidos o las proteinas,
generando pigmentos marrones por polimerizacidn, estas reacciones son mas importantes en frutas
con un alto contenido en fenoles como la berenjena. Las bajas temperaturas disminuyen la actividad
de esta enzima, pero sigue siendo alta debido a que el frio altera las estructuras de los tejidos,
deteriorando los compartimentos que separan a la PPO y a los sustratos, permitiendo su unién y
promoviendo la reaccion enzimatica (Concellon y col., 2004). De hecho, autores como Concellon y col.
(2012) demostraron que al principio del periodo de conservacién en frio a 0 °C en berenjenas se
produce un incremento de los compuestos antioxidantes en respuesta al estrés, pero una vez se genera
el dafo estructural, este contenido en compuestos antioxidantes sufre una rapida reduccién, se
produce el pardeamiento de la pulpa de la berenjena y se desarrollan los dafios por frio.

Dehydration Chilling injury
Browning of Calyx

Eggplant Internal browning Rating Scale

Figura 3. Pardeamiento de la pulpa en berenjena (Cantwell y Suslow, 2005).

ABLANDAMIENTO

Reduccion de la firmeza del fruto debido a una mayor actividad de la poligalacturonasa vy
pectinmetilesterasa inducida por los dafios por frio. Ej.: Durante la conservacién a 8 °C de las
variedades de berenjena Thelma y Erica, esta ultima experimenta una menor pérdida de firmeza o
ablandamiento del fruto. (Simoén-Torres, 2011).



Grafico 4. Evolucidn de la firmeza (expresada en grados Durofel) durante la frigoconservacion a 8
°C de las variedades de berenjena Erica (mayor pérdida de firmeza) y Thelma (menor pérdida de
firmeza) (Simoén-Torres, 2011).
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INFECCIONES FUNGICAS

Invasion por patégenos oportunistas de caracter secundario (Valenzuelay col., 2017). Ej.: Infeccion por
Botrytis en berenjena.

Figura 4. Pitting e infeccidn por Botrytis (cdliz) en berenjena debido a chilling injury (Cantwell y
Suslow, 2005).

Nivel metabdlico

MAYOR PRODUCCION DE ETILENO

Los dafios por frio generan una mayor produccion de etileno. Ej.: Frutos control de berenjena cv.
Thelma conservados a 20 °C presentaron una muy baja produccion de etileno que fue suavemente
incrementandose a medida que transcurria el tiempo de conservacion, mientras que frutos de
berenjena cv. Thelma conservados a bajas temperaturas, que después fueron aclimatados durante 6

horas a temperatura ambiente, muestran un pico en la produccion de etileno notorio (Carrera y col.,
2016).

Los efectos del frio sobre la sintesis de etileno pueden observarse tras haber expuesto al fruto a
temperatura ambiente. Se ha demostrado que se produce una reduccién de la actividad ACC oxidasa
sin ser limitante sobre la producciéon de etileno y que hay un aumento de transcritos ACC sintetasa
debido a que se ve inhibida por la cicloheximida (inhibidor de la traduccion), pero no se ve afectada



por la a-amanitina (inhibidor de la transcripcion), por consiguiente, durante el reacondicionamiento
del fruto se producen grandes cantidades de proteina ACC sintetasa que generan una mayor
produccion de etileno (Romojaro-Casado, 2016).

MAYOR ESTRES OXIDATIVO

Las bajas temperaturas incrementan los niveles de ROS o de especies reactivas de oxigeno que son
radicales libres como el anién superdxido (Oy) y el radical hidroxilo (OH"), asi como moléculas no
radicales como el perdxido de hidrégeno (H,0>), el singlete de oxigeno (*0,), el radical perhidroxilo
(HOy) y el radical peroxilo (ROO’), que se acumulan en las células e inducen una situacion de estrés.
Cuando los niveles de estas especies reactivas exceden los mecanismos de defensa celular, provocan
fallos en la homeostasis celular y generan elevados niveles de malondialdehido (MDA), que es un
indicador del dafio en la membrana celular. Ej.: El contenido de MDA de los frutos de calabacin
(Cucurbita pepo L.) de la variedad Sinatra (variedad sensible a los dafios por frio) conservados a 4 °C
durante 0, 7 y 14 dias se incrementa en una mayor proporcion que el contenido de MDA de los frutos
de calabacin de la variedad Natura (variedad resistente a los dafios por frio) (Garcia-Galiano, 2014).
Esta situacidn puede llegar a ser toéxica y perjudicial, por lo que la célula se protege promoviendo la
actividad de enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la guayacol
peroxidasa (G-POD), la ascorbato peroxidasa (APX), la glutation reductasa (GR), la
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR) y la glutation
reductasa (GPX), y potentes antioxidantes no enzimaticos como ascorbato (AsA), el glutatién (GSH),
los carotenoides, los tocoferoles y los fenoles (Manar y col., 2013).

Nivel celular o microscépico

CLOROPLASTOS

Los cloroplastos son los organulos mas afectados y el primer sitio visible de lesiéon por frio
ultraestructural en las células vegetales, motivo por el cual se justifica que los frutos inmaduros y las
partes verdes de los frutos son mas sensibles a los dafios por frio que los frutos maduros (Heyes, 2018).
Las primeras manifestaciones del enfriamiento son el hinchazén del cloroplastos debido al aumento
de los osmolitos estomales, la distorsidon e hinchazén de los tilacoides debido a la foto-oxidacion
inducida por el enfriamiento, la reduccién del tamafio y el nimero de granulos de almidén (con el
tiempo desaparecen por completo) y formacién de pequeiias vesiculas en la envoltura del cloroplasto
conocidas como “reticulo periférico” que se desarrolla para aumentar la superficie de la membrana
interna del cloroplasto durante una disminucién de la capacidad de transporte inducida por el
enfriamiento. Con un enfriamiento prolongado se produce la acumulacion de gotitas de lipidos, el
oscurecimiento del estroma, el desapilamiento de los grana y la desintegracién de la envoltura del
cloroplasto, mezclandose el contenido del estroma con el del citoplasma celular. También se puede
producir la desorientacion de los grana, deformacién de las pilas de grana y perturbacién seguida de
una posterior desaparicion de las [dminas del estroma de los cloroplastos (Kratsch y Wise, 2000).

MITOCONDRIAS

Las mitocondrias son mads resistentes a las bajas temperaturas que los cloroplastos, aunque las
mitocondrias de plantas hipersensibles al frio son notablemente afectadas por el enfriamiento y
reportan hinchazén, desorganizacion, dilatacién, vacuolizacion y el aumento de las crestas
mitocondriales (Kratsch y Wise, 2000).

NUCLEO Y OTRAS ESTRUCTURAS CELULARES

Se puede observar una condensacién de la cromatina, modificaciones en la apariencia del nucleolo,
nucleos hinchados con la cromatina y los nucleolos fragmentados, los haces de microfilamentos, otras
estructuras del nucleo y del citoplasma se vuelven densos, agrandamiento de las vesiculas de Golgi y
dilatacion del reticulo endoplasmatico seguido de un hinchazén de las membranas (Kratsch y Wise,
2000).



Figura 5. Dafo ultraestructural en tejido de berenjena analizado por TME o microscopia
electrénica de transmision tras la cosecha. CT = citoplasma; CW = pared celular; ML = ldmina
media; PW = pared celular primaria; T = tonoplasto; V = vacuola. A) Células turgentes, muy
apretadas entre si, con paredes celulares muy delgadas, con grandes vacuolas, tonoplastos
intactos y citoplasmas periféricos confinados en una capa estrecha adyacente a la pared celular; B)
Ldmina media muy visible (regién densa en electrones) (Concellén y col., 2007).

Figura 6. Dafo ultraestructural en tejido de berenjena analizado por TME o microscopia
electrdnica de transmisién tras 6 dias a 0 °C. CT = citoplasma; CW = pared celular; | = espacios
intercelulares; ML = [dmina media; PM = membrana plasmatica; PW = pared celular primaria; V =
vacuola. C) Grandes espacios intercelulares; D) La membrana plasmdtica y el citoplasma se
encuentran separados de la pared celular (Concellén y col., 2007).

Figura 7. Dafo ultraestructural en tejido de berenjena analizado por TME o microscopia
electronica de transmision tras 15 dias a 0 °C. CT = citoplasma; CW = pared celular; | = espacios
intercelulares; PM = membrana plasmatica; O = organulos. E); Alteracién celular; F) Contraccién

del citoplasma y la membrana plasmatica, y dispersion del material celular; G). Contorno y grosor
celular irregular, y dispersién del material celular (Concellén y col., 2007).



2.2 Causas fisioldgicas

Las posibles causas fisioldgicas de la lesion por frio son muchas debido a que hay una gran cantidad de
sintomas en diferentes especies y tejidos que se producen después de periodos variables de exposicion
a diferentes temperaturas de enfriamiento.

La teoria membranaria

El principal efecto generado por los danos por frio que desencadena el conjunto de disfunciones
fisioldgicas y sintomas a nivel macroscépico, microscdpico o celular y metabdlico, es el cambio de fase
de los lipidos de la membrana y la modificacion de la permeabilidad de esta, perturbaciones explicadas
en la “teoria membranaria” de Lyons (1973). Las bajas temperaturas por debajo de la temperatura
critica denominada “temperatura de transicidon”, induce la organizacién de los lipidos de la membrana
en una estructura rigida llamada “sélido-gel”, es decir, cambia la composicién de los lipidos debido a
un aumento de la microviscosidad de la matriz (peroxidacién de lipidos, aumento del indice de
saturacion de los acidos grasos, degradacién de los fosfolipidos y galactolipidos y aumento de la
relacidn esteroles/fosfolipidos), provocando el cese de la actividad protoplasmatica, el aumento de la
energia de activacién de enzimas membranarias y el aumento de la permeabilidad de las membranas
(disminucidén de la funcién de la membrana y de las proteinas asociadas a ellas). Seguidamente, se
produce una disminucion del abastecimiento de ATP (el cese de los movimientos de ciclosis),
desérdenes metabdlicos, salida de solutos o electrolitos, perturbacion del equilibrio iénico vy
acumulacién de metabolitos téxicos (etanol, acetaldehido...), que con una exposicién prolongada
conlleva la muerte celular (aumento y la degeneracién de las mitocondrias y de los plastos,
vacuolizacion y dilatacion del reticulo endoplasmético, pérdida de ribosomas, ruptura de los
tonoplastos, aglutinacion de la cromatina y depdsito de materiales nuevos en la pared celular)
(Romojaro-Casado, 2016).
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Figura 8. Esquema de los eventos que desencadenan los dafios por frio o chilling injury en los
productos hortofruticolas (Lyons, 1973 en Saltveit, 2003).



Aumento o reduccion de la actividad enzimatica

La fosfofructoquinasa (PFK) es una enzima esencial en la glicdlisis que cuando esta activa forma un
tetramero y cuando se inactiva debido a las bajas temperaturas se disocia en dimeros endulzando a
las patatas almacenadas en frio. Disminucion de la actividad de la enzima que cataliza la formacién del
acido clorogénico, caffeoyl-CoA: quinic acid o-caffeoyltransferase, debido a que es inhibida por la
cicloheximida a bajas temperaturas. Las bajas temperaturas no sélo inducen la actividad de
determinadas enzimas, también son conocidas por frenar su decaimiento (Saltveit, 2003).

Alteracién del metabolismo

En los sistemas bioldgicos puede haber una serie de reacciones enzimaticas que compiten por el mismo
sustrato y que presentan diferentes energias de activacion o Qo (coeficiente de temperatura que mide
el aumento de la velocidad de una reaccion quimica como consecuencia del incremento de 10°C), por
lo que un cambio en la temperatura puede modificar la proporcidn de sustrato que se transforma en
un determinado producto, dejar a la célula desprovista de un determinado compuesto, generar niveles
toxicos de otros compuestos y alterar el metabolismo celular (Saltveit, 2003).

2.3 Fases
Los dafos por frio tienen lugar en dos fases sucesivas:

- Fase de latencia o umbral de induccién.: Etapa reversible de duracion variable, segun el frutoy la
temperatura, en la que no se manifiestan los sintomas. En esta primera etapa se producen cambios
fisicos en los lipidos de la membrana (Romojaro-Casado, 2016).

- Fase asintomatica.: Etapa irreversible en la que aparece la sintomatologia y la temperatura
ambiente contribuye a acelerar su desarrollo. En esta segunda etapa se produce una alteracién en
el transporte de iones a través de las membranas, modificacién de los procesos metabdlicos e
interrupcién de las corrientes citoplasmaticas. Finalmente, se produce la destruccion de las
membranas y se hacen visibles los sintomas de los dafios por frio (Romojaro-Casado, 2016).

Grafico 5. Fases de los dafios por frio (Romojaro-Casado, 2016).
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2.4 Aclimatacion o endurecimiento

La aclimatacién o endurecimiento son los cambios que se producen en una planta en respuesta a las
bajas temperaturas que le confieren una posterior tolerancia al frio. La capacidad de las plantas de
sufrir dichos cambios es lo que explica las grandes diferencias existentes entre especies y variedades
susceptibles y resistentes al frio. El mecanismo de endurecimiento implica la formacidn de un conjunto
paracristalino de proteinas en las membranas de los tilacoides, la disminucién de la concentracién y
homogeneizacion o aumento del tamano de las particulas en la cara interna de las membranas
fracturadas de los tilacoides. Todo ello, debido a la alteracidn de la regidn hidrofdébica, al aumento de
la insaturacién lipidica de las membranas, a la pérdida de la naturaleza bimodal en la distribucién del
tamano de las particulas y a la formacién de células mesdfilas univacuoladas y multivacuoladas (las
células mesdfilas de las plantas no aclimatadas son todas univacuoladas). Asimismo, esto también es
consecuencia del aumento de la cantidad de pilas de grana pequefias, del aumento del contenido en
clorofila, B-caroteno y xantofilas (manteniendo el tamafio de la unidad fotosintética), de la duplicacién
del contenido de fosfolipidos y del aumento de los esteroles libres debido a la proliferacién del reticulo
endoplasmatico liso vesiculado y de la membrana tonoplastica. De esto surge la hipdtesis de que la
tolerancia al frio se incrementa debido al aumento de sustrato disponible y a la ampliacion de la
membrana plasmatica y del tonoplasto que permiten que la planta pueda adaptarse a la reduccion de
superficie debido a la deshidratacidn durante la frigoconservacidn. Finalmente, también se reportaron
invaginaciones del reticulo endoplasmatico fragmentado de la membrana plasmatica (Kratsch y Wise,
2000).

2.5 é¢Induce la muerte celular programada (PCD)?

La muerte celular programada o apoptosis (PCD en sus siglas inglesas, Programmed Celular Death) es
la muerte de la célula a partir de una secuencia de sucesos moleculares programados genéticamente
en los que la célula es destruida por si misma y engullida por otras células (macréfagos) para ser
eliminada sin dejar rastro, es decir, mueren limpiamente sin generar una respuesta inflamatoria. Este
fendmeno en células animales genera el encogimiento y condensacion de las células, se colapsa el
citoesqueleto, la envoltura nuclear se desmonta, la cromatina nuclear se condensa y se rompe, y
aparecen bultos y alteraciones en la superficie de la célula que atraen a los macréfagos. Para ello,
requieren de la participacion de las vias de transduccién de sefiales dependiente de Ca?*, produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion de una cascada de proteasas intracelulares
especificas, las caspasas. Aunque no esta del todo bien caracterizado y determinado, hay una fuerte
evidencia de que el proceso de apoptosis también se realiza en células vegetales bajo estrés causado
por bajas temperaturas o chilling. Estas evidencias son respaldadas por la similitud entre las lesiones
provocadas por chilling injury y las que se producen durante la muerte celular programada:
desintegracion de los cloroplastos, vesiculacion de las membranas celulares, vacuolizacion vy
encogimiento del citoplasma, y condensacién y fragmentacion del ADN nuclear. Ademas, la respuesta
fisiolégica de las células vegetales expuestas a temperaturas bajas también se asemeja a la que se
observa en la supuesta muerte celular programada (Kratsch y Wise, 2000).

A continuacidn, la pregunta que nos cuestionamos es la siguiente: éiqué ocurre a nivel molecular y
celular? La generacion de ROS en el cloroplasto, inducida por condiciones que dan lugar a la respuesta
retardada de las plantas al enfriamiento, desencadena un aumento y un influjo de los iones libres de
Ca?*, indicador clave de la muerte celular programada, desde las reservas intracelulares y posiblemente
desde las reservas extracelulares también, generando cambios en las concentraciones de calcio en el
citoplasmay en los diferentes orgdnulos. Los cationes de Ca®* se unen a las proteinas dependientes de
calcio que interactian con las estructuras celulares y el citoesqueleto, desencadenan una serie de
procesos y provoca la fosforilacion de proteinas que estimulan una cascada de enzimas proteoliticas
(caspasas) que dividen selectivamente las proteinas celulares clave y regulan el proceso. EI Ca?*
también actia como segundo mensajero en un proceso de transduccién de sefiales y regula la
expresion de genes que codifican para proteinas que inducen dicha respuesta. Posteriormente, se



produce la fragmentacién de las moléculas de ADN mediada por endonucleasas dependientes de Ca%*
para un empaquetamiento mas eficiente. Los iones libres de Ca?* afectan a la permeabilidad de la
membrana y, por lo tanto, al transporte de los metabolitos dentro y fuera del cloroplasto por medio
de la pared celular (Kratsch y Wise, 2000).
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Figura 9. Pasos iniciales propuestos para el mecanismo de PCD o muerte celular programada en
chilling injury (Kratsch y Wise, 2000).

2.6 Tratamientos

Puesto que una mala manipulaciéon del producto durante la poscosecha puede acarrear pérdidas
cuantitativas y cualitativas, se han desarrollado diferentes tecnologias precosecha y poscosecha para
evitar o retrasar el desarrollo de lesiones debido a las bajas temperaturas, mantener la calidad y
prolongar la vida poscosecha de los productos hortofruticolas (Garcia-Galiano, 2014). Dentro de estas
tecnologias precosecha y poscosecha podemos diferenciar entre tratamientos quimicos y fisicos. La
ventaja que presentan los tratamientos fisicos frente a los quimicos es la mayor aceptacién de éstos
por parte del consumidor (Carvajal-Moreno, 2014), ya que los tratamientos quimicos se basan en el
empleo de hormonas, inhibidores de hormonas o metabolitos implicados en la respuesta al estrés
debido a que el estrés oxidativo y los sintomas de los dafios por frio son controlados por reguladores
del crecimiento y metabolitos que inducen mecanismos de transduccién de sefiales (Valenzuelay col.,
2017).

Tratamientos precosecha
TRATAMIENTOS FiSICOS
Altas temperaturas

El tratamiento precosecha o el cultivo de los productos hortofruticolas durante el dia a temperaturas
elevadas aumenta la tolerancia al enfriamiento durante su poscosecha. Las altas temperaturas
reducen las lesiones por frio, la fuga de electrolitos, la maduracién y la pérdida de peso o
deshidratacién, prolonga la vida de almacenamiento y aumenta la actividad de las enzimas vy los
compuestos antioxidantes (Kang y col., 2002). Ferguson y col. (1999) demostraron en frutos de



manzana y de aguacate que las altas temperaturas también inducen la expresion de los genes de las
proteinas de choque térmico o chaperonas. Ej.: Frutos de aguacates expuestos a la luz directa del sol
presentaron un menor numero de lesiones por frio, un retraso en el proceso de maduracidn, una
reduccion de flujo de electrolitos y un aumento en la expresiéon del ARN mensajero de las chaperonas
(Woolfy col., 1999).

TRATAMIENTOS QUIMICOS

Acido salicilico (SA) y dcido jasménico o alqunos derivados

El acido salicilico reduce las lesiones por frio debido a que disminuye la pudricion de los frutos, el
contenido en MDA vy la fuga de electrolitos. Ademds, mantiene la firmeza, el contenido en sdlidos
solubles, la acidez valorable, los azlcares individuales, los acidos orgdnicos, el color y el contenido de
clorofila mas altos, y aumenta el contenido en compuestos antioxidantes como los fenoles y los
flavonoides (Supapvanich y col., 2015; Ahmad y col., 2013). Ej.: En albahaca de limén rociada con SA
24 horas antes de la cosecha, se observé cdmo el tratamiento con SA alivié los sintomas ocasionados
por los dafios por frio, redujo el contenido en MDA y el flujo de electrolitos, el verdor se mantuvo mas
alto y se incrementd el contenido en compuestos antioxidantes (Supapvanich y col., 2015).

El acido jasmdnico y su derivado volatil el metil-jasmonato (MelJA) aumenta la tolerancia a los dafios
por frio debido a que promueve la sintesis de compuestos y enzimas antioxidantes, retrasa el proceso
de maduracidn y disminuye la tasa de respiracion, la produccién de etileno y el ablandamiento del
fruto (Zapata y col., 2014). Martinez-Espla y col. (2014) observaron como el tratamiento con MelJA
durante la cosecha reducia la pérdida de peso, de tamafio y de tonalidad de los frutos, y aumentaba la
acidez total, el contenido en fenoles y la actividad antioxidante. Ej.: El tratamiento previo a la cosecha
de frutos de limén con MeJA aumento el contenido en fenoles y la actividad de enzimas antioxidantes
como la catalasa, la peroxidasa y la ascorbato peroxidasa (Serna-Escolano y col., 2019). Ej.: En arboles
de granada rociados con MeJA 15 dias antes de la cosecha y almacenados a 4 °C durante 80 dias, se
observé un menor indice de dafios por frio gracias a la reduccion de la fuga de electrolitos y al aumento
de la actividad de enzimas antioxidantes y del contenido en antocianinas, fenoles y flavonoides
(Koushesh-Saba y Zarei, 2019).

Giberelinas

Las giberelinas prolongan la calidad de los productos hortofruticolas y reducen la lesién por frio
durante el almacenamiento, ya que mantienen la firmeza y el contenido de vitamina C del fruto,
disminuyen la pérdida de peso, el aumento de los sdélidos solubles y el flujo de electrolitos e
incrementan la actividad antioxidante y el contenido en MDA, fenoles, clorofila y calcio (Bagnazari y
col., 2018). Ej.: El tratamiento con giberelinas del fruto del caqui “Rojo Brillante” retrasé la pérdida de
firmeza durante 10 dias mas en comparacién con los frutos control o no tratados, y prolongé el periodo
de conservacién (Besada y col., 2008).

Otros tratamientos

Tratamientos con disoluciones de calcio en forma de nitratos, cloruros y sulfatos prolongan la calidad
de los productos hortofruticolas con una mayor eficacia que las giberelinas (Bagnazari y col., 2018). Ej.:
El tratamiento precosecha con calcio de mandarinas “Fortune” que posteriormente fueron
almacenadas a 5 °C durante 2 meses, redujo la gravedad de las lesiones por frio (D'Aquino y col., 2005).
De la misma forma que se obtuvieron resultados alentadores, hubo otros que lo fueron menos. Ej.: El
tratamiento precosecha con CaCl, del cactus pera retrasé el desarrollo del color de la corteza y
aumento la resistencia de la fruta a la descomposicion, pero promovio la susceptibilidad a las lesiones
por frio (Schirray col., 1999).




También se ha demostrado que son utiles los tratamientos con glicina-betaina (Rodriguez-Zapata y
col., 2015), aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (McGlasson y col., 2005), nitroprusiato de sodio (Koushesh-
Saba y Moradi, 2017) y tiabendazol (Schirra y col., 2002).

Tratamientos poscosecha
TRATAMIENTOS FiSICOS

Atmdsferas controladas y modificadas

El envasado en atmésfera modificada (EAM o MAP en sus siglas inglesas, Modified Atmosphere) implica
la eliminacién del aire interior del envase y la sustitucidn por una gas o una mezcla de gases formados
por CO,, O, etileno y vapor de agua con el objetivo de disminuir el grado de respiracién, la produccion
de etileno y el crecimiento microbiano, retrasar el deterioro enzimatico, la maduracién y la
senescencia, alargar la vida Gtil del producto y contribuir al mantenimiento de la atmdsfera que rodea
al producto hortofruticola con un alto valor de humedad relativa, evitando asi la excesiva pérdida de
agua (Kader, 1989; Garcia-Galiano, 2014).

Las atmodsferas modificadas (AM) y las atmédsferas controladas (AC) estdn basadas en el mismo
principio, ya que ambas se fundamentan en quitar o afiadir gases a la atmésfera que rodea al producto
hortofruticola con el fin de obtener una atmdsfera de composicion distinta a la del aire. Generalmente,
la modificacién consiste en reducir el contenido de O, y el aumento de la concentracidn CO,. La Unica
diferencia entre las ACy las AM es en el grado de control, siendo las AC mas exacta (Carvajal-Moreno,
2014). Ej.: En calabacin y el meldn conservado a 10 °C bajo AM con niveles de CO; préximos al 10%, se
inhibieron los efectos nocivos del etileno, se mejoré la firmeza, el color, elaromay el sabor, se mantuvo
la calidad de los frutos y se prolongé vida poscosecha de ambos productos hortofruticolas (Artés y
Artés-Hernandez, 2003). Ej.: El pepino almacenado bajo CA con bajas concentraciones de O3, redujo la
pérdida de peso, los cambios en el color de la piel, la fuga de electrolitos y la acumulacién de MDA
(Fahmy y Nakano, 2014).

Retractilado o plastificado

La técnica del plastificado o retractilado es un tipo de atmdsfera modificada que presenta efectos
positivos en el mantenimiento de la calidad y el aumento de la vida util de los productos hortofruticolas
(Valenzuelay col., 2017). Este tratamiento consiste en envolver el fruto de forma individual en un film
de plastico de polietileno termorretractil que se sella herméticamente mediante la aplicacion de calor
y que mantiene fresco al producto (Garcia-Galiano, 2014). Las principales ventajas de la envoltura
retrdctil individual incluyen la reduccién de los dafios por frio, de la deshidratacién, de la deformacién
y de la descomposicidn de los frutos, que evitan la infeccidn (Valenzuela y col., 2017). Ej.: En frutos de
pepino plastificados, almacenados a 12+1 °C y 90-95% de humedad relativa y trasladados a
temperatura ambiente durante 5 dias, se observé que la pérdida de peso fue minima en comparacion
con el pepino no retractilado. También se detecté que la pérdida de firmeza del pepino retractilado
tras 12 dias de frigoconservacion a 1211 °C y 90-95% de humedad relativa, y la pérdida de calidad
sensorial y color tras 15 dias de almacenamiento fueron minimas (Dhall y col, 2012). Ej.: Calabacines
retractilados, almacenados a 4 °C durante 0, 7 y 14 dias, y reacondicionados a 20 °C durante 6 dias,
experimentaron una disminucion del deterioro poscosecha debido a la reduccién de la pérdida de peso
y de firmeza, las picaduras, la tasa respiratoria, el nivel de metabolitos que participan en el estrés
oxidativo como el perdxido de hidrégeno y el malonildialdehido (MDA), y la produccién de etileno, asi
como la expresion de los genes de biosintesis del etileno, pero no de los genes implicados en la
percepcion y sensibilidad al etileno (Megias y col., 2015).

Tratamiento previo o durante la frigoconservacidn con CO,0 O,

Aplicacién durante el tratamiento frigorifico o de forma previa de altas concentraciones de CO,
(choques) o bajas concentraciones de O, (hipoxia severa). Ej.: Niveles de O, del orden del 1% limitan
de forma significativa la tasa respiratoria y la biosintesis de etileno debido a que el O, es necesario para
la conversion de ACC a etileno gracias a la accion de la ACC oxidasa, en el suministro del ATP para la




activacién de la metionina y en la unidn del etileno con su receptor (Romojaro-Casado, 2016). En el
tratamiento de altos niveles de CO; se debe tener cuidado con la induccién de procesos fermentativos
anaerodbicos que producen compuestos (acetaldehido y etanol) que enrarecen el aroma del fruto
(Garcia-Galiano, 2014). Ej.: Se ha descrito un aumento de la tolerancia al frio mediante aplicacién de
CO, previa al almacenaje en frutos de calabacin, ya que afecta al contenido en poliaminas (Carvajal-
Moreno, 2014).

Tratamientos con radiacion ultravioleta de onda corta (UV-C)

En la aplicacion de radiacion ultravioleta de onda corta (UV-C) consiste en aplicar a los productos
hortofruticolas longitudes de onda entre 283 y 200 nm durante un periodo de tiempo determinado
para el control de la podredumbre y otras alteraciones acontecidas durante la poscosecha. Se trata de
un tratamiento muy fitotdxico, por lo que es necesario optimizar la dosis y las condiciones de
irradiacion. Ej.: La irradiacion de pimientos rojos conservados durante 15y 20 dias a 0 °C mds 4 dias a
20 °C, tuvo un efecto positivo sobre el control de los dafios por frio, ya que se detecté una menor salida
de electrolitos, tasa respiratoria y contenido en fenoles (Romojaro-Casado, 2016).

Recubrimientos comestibles y aceites esenciales

Los recubrimientos comestibles estan basados en el empleo de lipidos, proteinas y polisacaridos como
la cera carnauba, la zeina (proteina presente en el maiz), la aloe vera o el alginato (carbohidrato del
componente de la pared celular de las algas pardas). También se usan tratamientos con aceites
esenciales obtenidos de plantas como Syzygium spp (clavo), Thymus spp (tomillo), Mentha spp (menta)
y Origanum (orégano), de los que obtenemos los siguientes compuestos quimicos: eugenol (clavo),
timol (tomillo), mentol (menta) y carvacrol (orégano) (Valverde y col, 2005; Valero y col., 2006; Serrano
y col. 2008). Estos recubrimientos comestibles preservan la calidad de los productos hortofruticolas
reduciendo la pérdida de agua y los dafios por frio. Cada vez se emplean mas debido a su cardcter no
toxico y biodegradable (Valenzuelay col., 2017). Ej.: El objetivo de los tratamientos céreos es devolver
al fruto la capa de ceras naturales pérdidas durante el proceso de lavado-cepillado, para reducir las
pérdidas de peso y de agua del fruto, mejorar la calidad de la apariencia y resaltar su brillo natural
(Artés, 2003).

Tratamientos térmicos

Se observd que los dafios por frio son menores y que hay un desarrollo de la resistencia a la aparicién
de dichos dafos, si el periodo de tiempo que estdn los frutos a bajas temperaturas se interrumpe, se
reduce o se suprime y el fruto continlda su proceso de maduracidn con normalidad (Couey, 1982). Los
tratamientos con altas temperaturas controlan las enfermedades poscosechas, como el ataque por
insectos y la infeccion por patdgenos fungicos, mejoran la respuesta de los productos hortofruticolas
a las bajas temperaturas y mantienen su calidad (Carvajal-Moreno, 2014). Por ello se han desarrollado
tecnologias de pretratamiento con altas temperaturas, que consiste en sumergir los frutos en agua
caliente (HWD) o en duchas calientes y cepillado (HWRB), ambos seguidos de un tratamiento con vapor
de aguay aire caliente (Romojaro-Casado, 2016). Se propuso que la eficacia de dichos tratamientos se
debia a la induccidn de la sintesis de “proteinas de choque térmico”, chaperonas (Heat Shock Protein,
HSP) o “proteinas de estrés”. Los agentes estresantes pueden inducir la sintesis de estas proteinas y
aumentar el indice de saturacion de los lipidos de membrana. Como consecuencia, se produce un
cambio en la composicidn de los lipidos debido a las altas temperaturas que conlleva una mayor fluidez
de la membrana, una menor pérdida de electrolitos y una mayor adaptacién a las bajas temperaturas;
aumento de los niveles de poliaminas y el incremento de la actividad antioxidante (Romojaro-Casado,
2016; Valenzuela y col., 2017; Garcia-Galiano, 2014). Durante el estrés se induce la desnaturalizacion
y disfuncion de muchas proteinas, por lo que las HSPs ayudan a dichas proteinas a mantener un
adecuado plegamiento y su conformacion estructural y funcional (Vinocur y col., 2005; Sanchez-Bel y
col., 2012). Ej.: En frutos de ciruela, chirimoya, platano, pomelo, tomate y uva, se ha asociado una
mayor cantidad de chaperonas con el aumento de la tolerancia al frio gracias al empleo de
tratamientos térmicos (Carvajal-Moreno, 2014).



También, se encuentran los tratamientos intermitentes (IW) que consisten en someter a los frutos a
subidas de temperatura durante la fase reversible de los dafios por frio de su almacenamiento en frio
(Artés, 1995). El calentamiento intermitente es considerado el tratamiento mas eficaz para minimizar
los dafios por frio en los érganos vegetales debido a su capacidad de restaurar las membranas
celulares, eliminar los metabolitos téxicos acumulados en las células y los tejidos a bajas temperaturas,
y favorecer la sintesis de metabolitos indispensables para la célula (Marcellin, 1992; Artés, 2003).

Ademas, se ha probado que el tratamiento o el acondicionamiento previo a la conservacién en frio con
un choque térmico a alta temperatura, previene del desarrollo de los dafios por frio gracias a la
acumulacién de chaperonas o proteinas de choque térmico (Wang, 2013). Ej.: El acondicionamiento
de frutos de tomates verdes inmaduros a 36-40 °C durante 3 dias previene de la aparicion de los dafios
por frio durante su almacenamiento a 2 °C (Lurie y Klein, 1991).

Asimismo, se ha demostrado la eficacia de tratamientos con bajas temperaturas de forma previa a la
frigoconservacién, que consisten en un choque térmico a baja temperatura durante un periodo de
tiempo corto. Permite la reduccion de la tasa metabdlica, el atraso del proceso de maduracién, el
cambio de la composicion de las membranas y activacién de los mecanismos antioxidantes (Carvajal-
Moreno, 2014).

Por ultimo, el preacondicionamientos o el tratamiento de especies sensibles al frio con temperaturas
moderadas induce el proceso de aclimatacién, explicado en el apartado 2.4 de esta misma revision
bibliografica. Este proceso protege y estabiliza las membranas celulares, aumenta los mecanismos
antioxidantes e incrementa la concentracion de compuestos con funcidn protectora como los
azucares, poliaminas y prolina (Mahajan y Tuteja, 2005). Estos tratamientos son capaces de reducir la
peroxidacién de lipidos, disminuir la fuga de iones, mermar el contenido de H,0; e inducir la actividad
de enzimas antioxidantes como la peroxidasa, la ascorbato peroxidasa (APX), la catalasa (CAT), la
superéxido dismutasa y la glutatidon reductasa (Garcia-Galiano, 2014; Valenzuela y col., 2017). Se
conocen dos tipos de preacondicionamiento a bajas temperaturas: 1) Acondicionamiento a bajas
temperaturas (Low Temperature Conditioning o en sus siglas en inglés LTC). El acondicionamiento a
temperaturas ligeramente superiores al rango de enfriamiento critico aumenta la tolerancia del
producto al frio durante el subsiguiente periodo de enfriamiento a baja temperatura y retrasa el
desarrollo de los DF (Wang, 2013). Ej.: En el acondicionamiento de kiwis se observé un aumento de la
actividad de enzimas antioxidantes que disminuyen los efectos de ROS y de los dafios por frio (Yang y
col., 2013). Ej.: En el preacondicionamiento de frutos de calabacin a temperaturas de 15 °C durante
dos dias antes de su frigoconservacion a 4 °C, se observo una reduccién de los dafos por frio al prevenir
el deterioro de la membrana celular y mejorar su actividad antioxidante (Carvajal y col., 2015; Wang y
col., 1994); 2) Enfriamiento por pasos (Stepwise Cooling). La reduccién gradual de la temperatura o el
enfriamiento por etapas podria tener los mismos beneficios o incluso mas que la temperatura uUnica
de acondicionamiento (LTC) (Wang, 2013). Ej.: Frutos de berenjena expuestos a 15 °C durante 1 o 2
dias seguido de 1 dia a 10 °C presentan menos pitting después del almacenamiento a 6.5 °C durante 7
dias que cuando son acondicionados 1 o 2 dias a 15 °C solamente (Nakamura y col., 1985).

TRATAMIENTOS QUIMICOS

Oxido nitrico (NO)

El NO es una molécula de sefalizacidon que protege a las células vegetales contra el estrés oxidativo y
los dafios por frio (Valenzuela y col., 2017). Presenta una relacion inversa con el etileno, ya que
disminuye la concentracién de este y retrasa la aparicion de los sintomas relacionados con la
senescencia. Ej.: El tratamiento de frutos de mango con déxido nitrico disminuye los dafios por frio, la
transpiracion, la produccion de etileno y la pérdida de textura durante su frigoconservacion (Romojaro-
casado, 2016).




Brasinoesteroides

Se ha reportado que los brasinoesteroides son eficaces para retrasar los DF en frutos inmaduros. Ej.:
En frutos de berenjenas tratados con brasinoesteroides se observd una reduccién de los DF, una
disminucion del pardeamiento de la pulpa, un mantenimiento de la integridad de las membranas y una
menor pérdida de agua gracias a la reduccion de la acumulacion de H,0; y al aumento de la actividad
de los compuestos fendlicos, la peroxidasa, la polifenol oxidasa y fenilalanina amonio liasa (Gao y col.,
2015).

Etileno

El etileno es considerado la hormona o regulador natural del crecimiento y el desarrollo que regula
una amplia gama de procesos bioquimicos, fisiolégicos y del desarrollo que pueden dafiar a frutos
climatéricos y no climatéricos durante la poscosecha (Valenzuela y col., 2017). Presenta la capacidad
de inducir o estimular los dafios por frio en combinacién con las bajas temperaturas y puede actuar
como protector o inhibidor de este desorden fisioldgico en funcién del producto hortofruticola. Ej.: El
tratamiento del meldn Honey dew con 1000 ppm de etileno 20 °C durante 24 horas antes de su
frigoconservacion a 2.5 °C, redujo en un 75% los dafios por frio (Romojaro-Casado, 2016). El uso de
inhibidores de la biosintesis y la respuesta al etileno se ha aplicado en la industria para retrasar la
senescencia, mantener la calidad y alargar la vida poscosecha de los productos hortofruticolas
(Valenzuela y col., 2017). Para inhibir el etileno se puede actuar sobre las actividades de las enzimas
implicadas en su biosintesis (ACS y la ACO) o sobre sus receptores. El AVG (Acido aminoetoxivinilglicina)
y el AOA (Acido aminooxiacético) inhibe la actividad de la ACS (Romojaro-Casado, 2016). Asimismo, la
accion del etileno puede bloquearse de manera reversible con atmdsferas con alto contenido en
didxido de carbono, sin embargo, no todos los frutos tienen la misma tolerancia al diéxido de carbono
(Toivonen, 2011).

Dentro de los inhibidores quimicos encontramos las olefinas ciclicas como el 2,5-norbornadieno (2-5-
NBD) que se une a los receptores de etileno e inhibe su respuesta, y heterociclos como el cis-buteno,
el ciclopenteno, el trans-ciclooctenos y el cis-ciclooctenos que son potencialmente cancerigenos.
Igualmente, encontramos el diazociclopentadieno que sometido a irradiacion con luz visible da lugar
a un o varios compuestos activos que bloquean la respuesta al etileno, aunque es explosivo a altas
concentraciones, el ciclopropeno (CP), el 1-metilciclopropeno (1-MCP) y el 3,3-dimetilciclopropeno
(3,3-DMCP) (Romojaro-Casado, 2016). La aplicacién del 1-MCP parece bloquear irreversiblemente los
sitios de los receptores de etileno cuando es aplicado en forma de gas en concentraciones muy bajas
(Toivonen, 2011). El 1-MCP es un control muy eficaz de la maduracién de frutos climatéricos, mientras
que la aplicacidn de este compuesto quimico no deberia ser tan beneficiosa en frutos no climatéricos
como la berenjena. Sin embargo, la aplicacién del 1-MCP en frutos no climatéricos, aunque no tiene
ninguna incidencia sobre el proceso de maduracidn, ha demostrado ser muy eficaz para prolongar la
vida (til y ralentizar la senescencia en casos en los que existe una fuente exdgena de etileno (Toivonen,
2011). Ej.: En frutos de berenjena tratados con 1-MCP se observé un mayor mantenimiento de la
firmeza del fruto, una reduccidn de la pérdida de agua y un retraso de la senescencia del caliz. Ademas,
se ha demostrado induce la tolerancia a los DF. Ej.: En calabacin tratado con 1-MCP se produce un
retraso en la aparicién de los DF (pitting y pérdida de peso de fruto), reduccion de la tasa de respiracion
y de la produccién de etileno autocatalitico (Valenzuela y col., 2017). Ej.: El tratamiento con 1-MCP
redujo la degradacidon de compuestos fendlicos en berenjena almacenada a 10 °C (Massolo y col.,
2011). De la misma forma que se obtuvieron resultados prometedores, hubo otros muy
desalentadores. Ej.: En frutos de kaki conservados a 1 °Cy tratados con 1-MCP, se redujeron algunos
de los sintomas ocasionados por los DF, pero el 1-MCP no evitaba la aparicién de puntos negros en la
piel (Romojaro-Casado, 2016).

También se encuentran las tecnologias poscosecha basadas en evitar la presencia del etileno mediante
la retirada de este para evitar su accién sobre los frutos, como el tratamiento con el catalizador diéxido
de titanio (TiO) y absorbentes de etileno formados por arcilla de tipo sepiolita, carbén activo (no
necesariamente) y permanganato potasico K;MnQ,. La arcilla absorbe el etileno y el permanganato



potasico lo oxida. Otros secuestradores o absorbentes de etileno, en vez de emplear K;MnQy, utilizan
metales como el paladio o el platino que generan la oxidacidn catalitica del etileno (Smith y col., 2009).
El paladio presenta una mayor capacidad de absorcién que las arcillas y la ventaja que presenta es que
mantienen su capacidad de absorcion incluso en atmdsferas con alta humedad relativa (100%) (Terry
y col., 2007).

Poliaminas (PAs)

Las poliaminas son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular de naturaleza policationica que
derivan del amoniaco por sustitucién de los atomos de hidrégeno, origindndose aminas primarias,
secundarias o terciarias. Se sintetizan a partir de la arginina, de la metionina o de la ornitina. Los
ejemplos mds representativos de las poliaminas son la putrescina, la espermidina y la espermina
(Romojaro-Casado, 2016; Valenzuela y col., 2017). Presentan la capacidad de retardar la senescencia
al preservar la integridad de la membrana celular y se ha demostrado que estan presentes en una gran
cantidad de vegetales resistentes a los dafios por frio (Galston y Kaur-Sawhney, 1987; Kramer y Wang,
1989). Como una de las rutas de biosintesis de las poliaminas es derivada del metabolismo de la SAM,
cuando la SAM es proporcionada para la sintesis de poliaminas, se inhibe la produccién de etileno, por
lo que las PAs son consideradas como un punto de control de la biosintesis del etileno (Faust y Wang,
1992). También reducen la tasa de respiracion al convertir en energia las reservas de polisacaridos en
presencia de oxigeno, provocando un retraso en el ablandamiento del fruto, en el deterioro y en la
pérdida de la calidad, en definitiva, aumentando la vida poscosecha de los productos hortofruticolas.
Ej.: Plantas de tomates sometidas a bajas temperaturas presentaron una acumulacién de putrescinay
una reduccion del 30% de la salida de los electrolitos derivada de los dafios por frio, demostrando una
posible implicacion de las PAs en la tolerancia a los dafios por frio y pudiéndose considerar como una
accion de defensa de las plantas a las bajas temperaturas mas que un sintoma causado por las mismas
(Martinez-Tellez y col., 2002). Ej.: En frutos de calabacin tratados con putrescina se visualiza una
reduccion de los niveles de perdxido de hidrégeno y MDA, una acumulacién de ascorbato y poder
férrico reductor/antioxidante, una aumento de enzimas antioxidantes (catalasas, ascorbato, glutation
reductasa y peroxidasa), una degradacion del acido aminobutirico y una acumulacién de azucares
solubles (glucosa, fructosa y rafinosa) que contribuyen a mejorar la tolerancia a los DF (Palma y col.,
2015; Palmay col., 2016; Zhang y col., 2009).

Acido abscisico (ABA)

El 4cido abscisico se acumula en las plantas en respuestas a factores de estrés (sequia, salinidad, altas
o bajas temperaturas) debido a que previenen de la deshidrataciéon celular, promoviendo el cierre de
los estomas y la acumulacién de moléculas osmoprotectoras como la prolina y los azlcares solubles.
Igualmente, el ABA puede inducir la respuesta antioxidante y la expresién de genes involucrados en la
tolerancia a las bajas temperaturas y la deshidratacion (Valenzuela y col., 2017). Ej.: Autores como
Chaiprasart y col. (2002) observaron que la pulverizacidn de frutos de platano con ABA dio lugar a una
disminucion de la lesién por frio. Aunque, también se estudié que la aplicacién de ABA a hojas de
tomate indujo la salida de electrolitos, uno de los primeros sintomas de chilling injury (Kimy col., 2002).
Otros autores (Lafuente y col., 1997) no observaron relacién entre la aplicacién de ABA y la severidad
o lalevedad de las lesiones producidas por las bajas temperaturas. Esto se atribuye al caracter lipofilico
del ABA que le permite interaccionar o insertarse entre las colas hidrofdbicas de la membrana celular
aumentando la temperatura de transicion y la fluidez de la membrana celular (Markhart, 1986).

Acido salicilico (SA) y dcido jasménico (JA) o algunos derivados

El 4cido salicilico y el acido jasménico, asi como sus ésteres metilicos, conocidos como salicilato de
metilo y metil-jasmonato, son moléculas de sefalizacion natural que mejoran la tolerancia a los DF y
mantienen la calidad poscosecha de los productos hortofruticolas (Carvajal-Moreno, 2014). Se ha
demostrado que el tratamiento con metil derivados del acido jasmonico y el acido salicilico induce la
sintesis de HSPs, aumentando la tolerancia a los dafios por frio (Ding y col., 2001; Wang y col., 2006).
Ademas, promueven la acumulacidon de smHSPs (Small Heat Shock Protein), proteinas relacionadas con
la patogénesis (PR, Pathogenesis-Related Protein) y la oxidasa alternativa (Ding y col., 2001 y Ding y




col., 2002). Previenen del dafio oxidativo promoviendo la expresion de genes ANTI-ROS, disminuyendo
la fuga de electrolitos, reduciendo la acumulacién de MDA y compuestos fendlicos, aumentando la
actividad de enzimas antioxidantes (catalasas, glutation ascorbato y superdxido dismutasa), inhibiendo
la actividad de la fenilalanina amoniaco-liasa y la polifenol oxidasa (enzimas que degradan la pared
celular), reduciendo peroxidacién de lipidos y promoviendo la acumulaciéon de poliaminas (Valenzuela
y col., 2017). Asimismo, se sabe que el metil-jasmonato inhibe la acumulacion de lignina, aumenta la
solubilizacion de polisacédridos de la pared celular y esta involucrado en el metabolismo del ascorbato
y glutatién, enzimas implicadas en la prevencion del dafio oxidativo y en la tolerancia a los dafios por
frio (Cao y col., 2010; Cai y col., 2011). Ej.: El tratamiento de frutos inmaduros como la berenjena con
metil-jasmonato alivia los DF y reduce la produccion de etileno (Carrera y col., 2016).

Otros tratamientos

Tratamientos con disoluciones de calcio en forma de nitratos, cloruros y sulfatos generan un
incremento de su concentracidon en los tejidos y desencadenan gradientes que otorgan una mayor
tolerancia a los dafios por frio (Romojaro-casado, 2016). Se ha demostrado que los tratamientos con
calcio reducen la pérdida de firmeza y retienen la calidad de los productos hortofruticolas debido a
gue contribuye al mantenimiento de la integridad estructural de las paredes y membranas celulares
(Izumi y col., 1995). Marschner (1995) explicé que las bajas concentraciones de calcio aceleran los
procesos de senescencia, por lo que un aumento de esta concentracién ayuda a prevenir o a disminuir
las enfermedades asociadas con el almacenamiento. Ej.: En inmersiones de frutos de fresa en
soluciones de CaCl; al 1% durante 15 minutos a 45 °C y su posterior almacenamiento a 10 °C durante
8 dias, se observd una disminucidn de la cantidad de DF, de la pérdida de peso y de firmeza, de la
descomposicidn por patégenos flngicos y de los cambios de color (Garcia-Galiano, 2014).

Se han empleado sustancias quimicas como compuestos antioxidantes (etoxiquina, la difenilamina y
el benzoato sédico) y fungicidas (benomilo y tiabendazol imidazol), para reducir los dafios por frio,
pero su uso ha disminuido significativamente debido a su cardcter nocivo (Romojaro-casado, 2016). La
difenilamina es un antioxidante que inhibe la oxidacidon de a-farneseno y que puede sustituir a
antioxidantes enddgenos como el 4cido ascdrbico y el a-tocoferol. Evita la acumulacién de compuestos
toxicos y reduce la tasa de maduracidn, la tasa de respiracién, la produccidn de etileno, la oxidacién
de la clorofila y la actividad de enzimas oxidantes (Garcia-Galiano, 2014). Ej.: En frutos de manzana
Granny Smith conservados en frio durante 4 meses, tratados con difenilamina disuelta en agua y
almacenados durante 14 dias a temperatura ambiente, se visualizé una reduccién de la produccion de
etileno, de la tasa de respiracioén, de la pérdida de firmeza y acidez, del cambio de coloracién, del
desarrollo de fisiopatias y de la maduracién del fruto (Lurie y col., 1989).

También se han empleado tratamientos con acido oxalico. Ej.: Frutos de granada tratados con acido
oxalico y conservados a 2 °C durante 84 dias experimentaron menores pérdidas de compuestos
fendlicos, un aumento significativo del contenido en acido ascdrbico y un incremento de las fracciones
hidrdéfilas (H-TAA) (Sayyari y col., 2010).

3. TRATAMIENTO CON METIL-JASMONATO EN BERENJENA

3.1 Ruta de biosintesis

El 4cido jasmodnico (acido cis-2-pent-2’-enil 3-oxo-ciclopentenilacético o C1,H1303, abreviado como JA)
y sus derivados, como el éster metilico (MeJA), la cis-jasmona y el conjugado con isoleucina (JA-lle),
son reguladores del crecimiento de origen lipidico que colectivamente son conocidos como jasmona -
tos (JAs) y juegan un papel esencial en las respuestas relacionadas con el estrés (Laredo-Alcald y col.,
2017). El MelA es un compuesto orgdnico volatil que fue descubierto como constituyente de aceites
esenciales en Jasminum grandiflorum, mientras que el acido jasmonico fue aislado por primera vez a
partir del hongo Lasiodiplodia theobromae (Andujar-Moreno, 2019).



En las ultimas décadas diversos estudios han intentado explicar cémo las sefiales de estrés abidtico y
bidtico son percibidas por las plantas y cdmo se desencadena la biosintesis del JA. Las sefiales de estrés
bidtico o abidtico desencadenan la produccién de un polipéptido derivado de la hidrdlisis de una
proteina precursora que se une a un receptor de membrana rico en leucinas y que activa a las
fosfolipasas de la membrana celular para que liberen el acido linolénico, precursor de la sintesis de los
JAs. Esto fue visto por primera vez por Pearce y col. en 1991 en frutos de tomate (Lycopersicon
esculentum) en los que el dafio mecanico generado por insectos promueve la produccién de una
sistemina (polipéptido de 18 aminoacidos) derivada de la hidrdlisis de la prosistemina (proteina
precursora). La sistemina se une al receptor de membrana SR160 (rico en leucinas) que activa la via de
sefializacion de los JAs (Pearce y col., 1991; Scheer y Ryan, 2002; Ryan y Pearce, 2003; Li y col., 2003).
Este mismo mecanismo se observé en Arabidopsis thaliana, en la que el dafio mecanico desencadena
la produccién de una proteina similar a la sistemina, AtPEP1 (polipéptido de 32 aminoacido) que deriva
de la hidrdlisis de la proteina precursora PROPEP1 (polipéptido de 92 aminoacidos). AtPEP1 se une al
receptor PEPR1 rico en leucinas (Yamaguchi y col., 2010).

A continuacion, el proceso de biosintesis tiene lugar en el cloroplasto, el peroxisoma y el citoplasma a
través de la ruta de los octadecanoides. En el cloroplasto el acido linolénico se convierte en el acido
12-oxo-fitodienoico (12-oxo-PDA) tras la accidn de la lipoxigenasa, la 6xido aleno sintasa y la 6xido
aleno ciclasa. En el peroxisoma se sintetiza acido jasmonico a partir de 12-oxo-PDA por la actividad del
acido 12-oxo-fitodienoico reductasa (OPR) y 3 ciclos de beta-oxidacién. En el citosol, el JA puede ser
metabolizado en diferentes compuestos dependiendo de la modificacién quimica del grupo del acido
carboxilico, la cadena lateral del pentenilo o el anillo de pentanona. La cis-jasmona se produce a través
de la descarboxilacidn del JA. EI MeJA volatil es producido a partir de la actividad de la metiltransferasa
carboxilica del acido jasmdnico y el JA-lle es catalizado a partir de la actividad de la aminoacido sintasa
1 (JAR1) (Sarafat-Ali y Kwang-Hyun, 2020).
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Figura 10. Diagrama esquematico de la biosintesis y el metabolismo del acido jasménico en
respuesta al estrés (Sarafat-Ali y Kwang-Hyun, 2020).

3.2 Mecanismo de accién

Después de su sintesis, las sefiales de JA se transmiten a otros sitios a corta distancia y a larga distancia.
Hay dos formas de transmision a corta distancia: 1) La sistemina producida actia como molécula de
sefializacion que se transmite a lugares adyacentes a través del apoplasto y el floema para activar la
cascada de sefializaciéon del acido jasmonico; 2) El JAy el JA-lle inducidos por la sistemina actian como
moléculas de sefializacidon que se transmite a zonas adyacentes (Truman y col., 2007). La transmisién
de la sefial a larga distancia se realiza de forma sistematica a partir de los haces vasculares y/o de
forma aérea. Durante este transporte también se produce una resintetizacion gracias a las diversas
sintetasas de JA presentes en los haces vasculares (Sarafat-Ali y Kwang-Hyun, 2020). EI MeJA, en



comparacion con el JA, penetra facilmente en las células gracias a su fuerte volatilidad, por lo que tiene
la capacidad de propagarse por difusidon aérea a zonas y plantas adyacentes (Farmer y Ryan, 1990).

El mecanismo de transporte nuclear y de localizacién subcelular de los JAs esta regulado por el
transportador ABC de alta afinidad AtJAT1/AtABCG16 analizado en levadura. El transportador
AtJAT1/AtABCG16 se localiza en la membrana nuclear mediando el transporte de JA-lle al nicleo, y en
la membrana plasmatica mediando el transporte de JA al exterior celular. AtJAT1/AtABCG16 regula
rapidamente el transporte de JA-lle cuando la planta estd sometida a estrés, pero cuando la
concentracién de JA alcanza valores muy altos, el transportador de la membrana plasmatica se vuelve
dominante, reduciendo la concentracidn intracelular de JA y JA-lle y desensibilizando la sefial del JA
para evitar la inhibicion del crecimiento y el desarrollo de la planta (Li y col., 2017).

En ausencia de estimulos de estrés bidticos o abidticos, los niveles JA-lle son bajos, por lo que los
factores de transcripcidon que desencadenan la respuesta al acido jasmdnico estan reprimidos por la
proteina JAZ (Jasmonate Zinc finger Inflorescence Meristem (ZIM)-domain protein). Las proteinas JAZ
estan formadas por dos dominios conservados que facilitan la interaccion proteina-proteina: 1) El
dominio central conocido como ZIM; 2) El dominio C-terminal conocido como JAS. Las proteinas JAZ
interactuan a través de su dominio ZIM con los factores de transcripcién y con la proteina adaptadora
NINJA (NOVEL INTERACTOR OF JAZ, elemento de respuesta al etileno asociado a un motivo de
represion anfipatica, EAR) que recluta a la proteina TOPLESS (TPL) para formar y activar el complejo de
represion transcripcional que inhibe la respuesta, permutando el complejo de abierto a cerrado con el
reclutamiento adicional de las histonas desacetilasas HDA6 y HDA19. Las tensiones abidticas aumentan
la sintesis de JA y su epimerizacion en JA-lle. JA-lle es transportada al nucleo gracias al transportador
JAT1. El gen COI1 (Arabidopsis coronatine insensitivel) codifica para una proteina F-box que forma
parte de la ubiquitina ligasa E3. JA-lle facilita la interaccidn de JAZ con la proteina COI1 F-box que se
encuentra asociada con las proteinas SKP1 (Kinetochore Protein 1) y Cullin, formando el complejo
SCF", promoviendo la degradacién proteosémica de JAZ a través de la via del proteosoma 26S y
liberando a los factores de transcripcién que modulan la respuesta la JA. El Mediador 25 (MED25) es
una subunidad que regula la comunicacién entre el gen, los factores de transcripcion, la RNA
polimerasa Il (ARN Pol 1) y la maquinaria general de transcripcion (GTF), por lo que finalmente, los
factores de transcripcién se unen al elemento G-box que desencadena el reclutamiento de MED25,
ARN Pol Il y GTF y la expresidn de los genes sensibles al jasmonato. Los factores de transcripcidon que
son inhibidos por los represores JAZ son MYB, MYC, NAC, ERF (Ethylene-Responsive Factor), ORCA, FIL
(Filamentous flower) y WRKY. También se ha demostrado que la sefalizacidn del JA induce la cascada
de las MAP quinasa, los canales de calcio y muchos otros procesos que interactian con moléculas de
sefializacion como el etileno, el acido salicilico, las auxinas y el acido abscisico (Sarafat-Ali y Kwang-
Hyun, 2020; Ruany col., 2019). Schilmiller y Howe (2005) demostraron que el acido jasmdnico provoca
efectos fisioldgicos sobre las plantas similares a los del acido abscisico (Laredo-Alcald y col., 2017).
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Figura 11. Percepcion del acido jasmodnico y transduccion de sefiales durante situaciones de estrés
(Sarafat-Ali y Kwang-Hyun, 2020).

3.3 Efectos fisioldgicos desencadenados en respuestas a las bajas temperaturas

El MelA es considerado un regulador endégeno que tiene un impacto significativo en las respuestas
de las plantas frente a los estreses abidticos y bidticos, presentando la capacidad de retrasar el
desarrollo de los dafios por frio (Shi y col., 2019). El tratamiento con MelA en platano induce la
expresion de los factores de transcripcion MYC y de genes de respuesta al frio (MaCBF1, MaCBF2,
MaCOR1, MaKIN2, MaRD2, MaRD5, etc.) tras su frigoconservacién, reduciendo asi los sintomas
ocasionados por los dafios por frio (Sarafat-Ali y Kwang-Hyun, 2020). Sin embargo, durante la
conservacion en frio, el gen MYC se activa rapidamente en respuesta al MelJA exdgeno y resintetiza
una gran cantidad de JAs en la planta para protegerse de los DF. En definitiva, se ha demostrado que
el tratamiento exdgeno con MelA puede inducir las proteinas de choque térmico o chaperonas,
aumentar la sintesis de antioxidantes, reducir la actividad de la lipoxigenasa e incrementar la
resistencia de las plantas a los dafios causados por frio (Ruan y col., 2019). La tolerancia a los DF se
debe a que el 4cido jasmodnico JA y sus precursores desencadenan una serie de respuestas de defensa
en las células. El MeJA induce a ROS o las especies reactivas de oxigeno que son radicales libres, como
el anidn superdxido (07), el radical hidroxilo (OH") el radical perhidroxilo (HO;') y el radical peroxilo
(ROO-), asi como moléculas no radicales, como el perdxido de hidrégeno (H203) y el singlete de oxigeno
(*0,). Asimismo, el MeJA promueve la produccién de especies reactivas de nitrégeno (RNS). Cuando
los niveles de estas especies reactivas exceden los mecanismos de defensa, se dice que la célula se
encuentra en un estado de “estrés oxidativo” y puede llegar a ser téxico y perjudicial, por lo que otro
de los efectos que desencadena el tratamiento con MelA es la produccion de compuestos
antioxidantes que alivian este estrés: 1) Enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT), la guayacol peroxidasa (G-POD), la ascorbato peroxidasa (APX), la glutatién reductasa
(GR), la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) y la dehidroascorbato reductasa (DHAR); 2)
Potentes antioxidantes no enzimaticos como el ascorbato (AsA), el glutation (GSH), los carotenoides,
los tocoferoles y los fenoles. En resumen, la aplicaciéon de MelA reduce el estrés oxidativo generado
por una situacién de estrés abiotico o bidtico. Por otra parte, el MeJA también estimula la transduccion
de sefales moleculares y la regulacidn de la expresidn de los genes que conduce a la acumulacién de
metabolitos secundarios como polifenoles, terpenoides, flavonoides y alcaloides (Ho y col., 2020); sin



olvidar lo que se comentd en el apartado 2.6 de esta misma revisidn bibliografica sobre la aplicacion
de JA (y/o sus derivados) y el SA como tratamiento quimico para reducir los DF.
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Figura 12. Mecanismo general de respuesta al MeJA (MJ) (Ho y col., 2020).

3.4 Casos experimentales

Efecto del JA en el crecimiento y en la actividad de algunas enzimas en embriones de berenjena
cultivados in vitro bajo condiciones de salinidad (Manar y col., 2013).

Como material vegetal se empled una variedad local tolerante a la sal (Mardin Kiziltepe) y una variedad
sensible (Kemer). Los embriones de berenjena fueron tomados a los 32 dias de edad y se trasplantaron
a un medio MS (Murashige & Skoog) libre de hormonas compuesto por un 2% sacarosa y un 0.7% agar
a pH 5.7. Seguidamente, se afadieron distintas concentraciones de NaCl y JA en diferentes momentos
del experimento, obteniendo los siguientes grupos:

>

Control (14 dias de cultivo en MS).

Control (10 dias de cultivo en MS, transferidos al medio MS al 52 dia).
10 uM JA (14 dias).

20 uM JA (14 dias).

100 mM NacCl (14 dias).

10 uM JA + 100 mM NacCl (14 dias).

20 uM JA + 100 mM NacCl (14 dias).

10 uM JA (4 dias, pretratamiento) + 100 mM NacCl (10 dias).

20 uM JA + (4 dias, pretratamiento) + 100 mM NaCl (10 dias).

TIOMMOOW®

Los embriones fueron incubados durante 21 dias a 25 +1 °Cy 16/8 horas de luz/oscuridad y se calculé
el porcentaje de germinacion y la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT y APX). La tasa de
germinacién mas alta se obtuvo en los grupos Control Ay B, 100 mM NaCl y 10 uM JA (pretratamiento)



+ 100 mM NacCl de ambas variedades, siendo mas alta la tasa de germinacién en la variedad resistente
(Mardin Kiziltepe) con un 98% y menos alta en la variedad sensible (Kemer) con un 86% en el grupo
100 mM NaCl. Esto autores explican que se debe a que el JA inhibe la germinacién de las semillas y
coinciden con Carrera-Cabanzo (2016) en afirmar que el MeJA es mas efectivo en comparacion con el
acido salicilico (SA), pero la pregunta es la siguiente: ¢por qué el pretratamiento con JA hace que
plantas sometidas a condiciones de salinidad presenten una alta tasa de germinacién? Si el JA se aplica
de forma individual o se aplica de forma simultanea al NaCl no presenta efectos beneficiosos sobre el
crecimiento y desarrollo de la planta, pero si se administra de forma previa al estrés, supone una
defensa y aporta tolerancia frente a estreses biéticos y abidticos como la salinidad, la temperatura,
presencia de metales pesados, etc., ya que, tras desencadenar ROS, promueve la actividad de diversas
enzimas y compuestos antioxidantes. De hecho, se visualizé un incremento de CAT, SOD y APX gracias
a la aplicaciéon de JA y NaCl. La mayor actividad de SOD se dio en la planta tolerante en el grupo 100
mM NaCl y la mayor actividad de CAT y APX se dio en la planta tolerante en el grupo 10 uM JA
(pretratamiento) + 100 mM NaCl. Esto demuestra como la variabilidad genética es una grandiosa
herramienta para la seleccion y el mejoramiento de la tolerancia al estrés.

El MelA retrasa la maduracion y la senescencia de frutos no climatéricos como la berenjena (Fan y
col., 2016).

Se evalud el efecto del tratamiento con MelA sobre berenjenas almacenadas a 20 °C y tratadas con
diferentes concentraciones de MeJA formando los siguientes grupos: Control (0 uM), 1 uM, 5 uM y 10
MM. Para ello se determind la calidad sensorial del fruto (mediante una escala heddnica de nueve
puntos basada en la apariencia visual, el oscurecimiento del cdliz y la aceptabilidad), la pérdida de peso
y de firmeza, la producciéon de etileno, el pardeamiento del caliz, el contenido en fenoles, la
concentracién de antocianinas y la actividad de PPO, POD y CAT.

En el andlisis de la calidad sensorial del fruto se visualizd6 como las muestras Control presentaban una
reduccion de la calidad debido a la deshidratacion del fruto, ya que tras 10 dias de conservacién a 20
°C disminuyd de 9 puntos a 4.63. Tras el mismo periodo de conservacién y las mismas condiciones
ambientales, se obtuvo una puntuaciéon de 6.27 puntos en frutos tratados con 1 uM MelA, 5.87 puntos
en frutos tratados con 5 uM MelJA y 4.91 puntos en frutos tratados con 10 uM MelA.

Se percataron de una reduccién del peso y la firmeza durante el periodo de conservacién, siendo los
frutos Control y los tratados con 10 uM MelA los que mayor pérdida de peso y de firmeza
experimentaron. En frutos tratados con 1 uM MelA y con 5 uM MelJA se observé una menor pérdida
de peso y de firmeza. El orden de mayor a menor reduccidn del peso y la firmeza seria el siguiente:
Control > 10 uM MeJA > 5 uM MelA > 1 uM MelA.

El MeJA disminuyd la produccién de etileno, por lo que, si se ordena de mayor a menor produccién de
etileno de los diferentes grupos de frutos, el resultado seria el siguiente: Control > 10 uM MeJA > 5 uM
MelA > 1 uM MelA. Fany col. (2016) explican que se debe a que las grandes concentraciones de MelA
inducen la expresién de genes relacionados con la biosintesis del etileno y las concentraciones
menores ejercen el efecto contrario, coincidiendo con los resultados obtenidos por Ruiz y col., en 2013.



Grafico 6. Pérdida de peso y firmeza en frutos tratados y no tratados con MeJA y conservados a 20
°C durante 10 dias (Fany col., 2016).
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El caliz de la berenjena se mantuvo mas verde en los frutos tratados con 1 uM MelA y 5 uM MelA,
mientras que el pardeamiento fue mayor y similar en los frutos Control y en los tratados con 10 uM
MelA. El orden de mayor a menor pardeamiento de caliz es el siguiente: Control > 10 uM MeJA > 5 uM
MelA > 1 uM MelA.

El contenido en fenoles tanto en el caliz como en la pulpa disminuyd en todos los grupos de frutos a lo
largo del almacenamiento, pero los frutos tratados con MelA presentaron un mayor contenido en
fenoles independientemente de la concentracién del tratamiento y en todas las fechas de muestreo.
El contenido en fenoles en los frutos tratados con 1 uM MelAy 5 uM MelJA fue mayor que en los frutos
Control. Los frutos tratados con 10 uM MelA presentaron un contenido en fenoles similar a los frutos
Control. El orden de mayor a menor reduccién del contenido en fenoles es el siguiente: Control > 10
UM MelA > 5 uM MelA > 1 uM MelA.

La actividad enzimdtica y la expresion génica de la PPO mostré un incremento a los dos dias de
almacenamiento y alcanzé su maximo al cuarto dia en el caliz y al sexto dia en la pulpa. La PPO presentd
niveles superiores de actividad en la fruta Control y niveles inferiores en los frutos tratados con 1 uM
MelAy 5 uM MelA. El orden de mayor a menor actividad de PPO es el siguiente: Control > 10 uM MelA
>5uM MeJA > 1 uM MelA.

Se observd una correlacién positiva entre la actividad del PPO y el pardeamiento, y una correlacién
negativa entre la actividad de la PPO y el contenido en fenoles. Esto se debe a que la PPO oxida y
degrada a los fenoles cuando en una situacién de estrés (dafio mecanico, bajas temperaturas,
insectos...) se genera un dafo estructural que elimina la compartimentacién que los separa vy
desencadena el pardeamiento del fruto (Concellén y col., 2004; Concellén y col., 2012).



Grafico 7. Produccion de etileno y pardeamiento del caliz en frutos tratados y no tratados con
MelJA y conservados a 20 °C durante 10 dias (Fan y col., 2016).
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Los niveles mas altos de actividad y expresion génica de POD y de CAT se observé en los frutos tratados
con 1 uM MelA, seguido de los frutos tratados con 5 uM MelJA. El orden de mayor a menor actividad
y expresion génica de POD y CAT es el siguiente: 1 uM MelA > 5 uM MeJA > 10 uM MelA > Control.

Esto se debe a que el MelJA promueve la sintesis y la actividad de enzimas antioxidantes en respuesta
a una situacidn de estrés. La concentracion de antocianinas disminuyé a lo largo del almacenamiento,
pero los frutos tratados con MeJA son los que presentaron niveles mayores de antocianinas debido a
qgue el MelA promueve la sintesis de compuestos antioxidantes como las antocianinas (Ho y col., 2020)

Estos resultados manifiestan que los frutos tratados con 1 uM MelA son los mds prometedores en
cuanto a resultados, demostrando asi la importancia de la concentracién de MelA aplicada y sus
efectos en la maduracién y senescencia del fruto.

Grafico 8. Actividad de CAT y POD en frutos tratados y no tratados con MeJA y conservados a 20 °C
durante 10 dias (Fan y col., 2016).
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Implicaciones del MeJA y el SA sobre la tolerancia a la frigoconservacion en berenjena (Carrera-
Cabanzo, 2016).

Como material vegetal se emplearon berenjenas de la variedad Thelma a las que se le aplicaron
distintos tratamientos:

A. Control frio.

B. Control a temperatura ambiente.
C. 1 mM MelA.

D. 0.5 mM SA.

Excepto el control a temperatura ambiente, el resto de los frutos se almacenaron en una camara
frigorifica a 42 °C durante 14 dias. Se evaluaron los dafios por frio mediante un andlisis visual en el
que se determina el dafio superficial y se le asigna un porcentaje o un indice global de dafios por frio,
la pérdida de peso, la firmeza, la produccidn de CO, otasa respiratoria y generacion de etileno.

Los dafios por frio aumentaron a lo largo del almacenamiento. No hubo diferencias significativas entre
los frutos control y los tratados con SA, mientras que los frutos tratados con MelA son los que
presentaron un menor porcentaje de dafios por frio a los siete dias de conservacién, posteriormente
los dafios por frio aumentaron.

Se produjo una pérdida de peso y del nivel firmeza en todos los tratamientos a lo largo del periodo de
conservacién, pero los frutos pertenecientes al grupo control a temperatura ambiente fue el que
presentd una mayor pérdida. Si se ordena de mayor a menor pérdida de pesoy de firmeza, el resultado
seria el siguiente: Control a temperatura ambiente > Control frio > 1 mM MelJA > 0.5 mM SA. Esto
demuestra como los frutos tratados con SA presentaron una menor pérdida de peso y de firmeza
durante los 14 dias de almacenamiento.

Grafico 9. Porcentaje de pérdida de peso y firmeza de frutos tratados y no tratados con MelA o SA
almacenados o no a 4 °C (Carrera-Cabanzo, 2016).
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La produccién de etileno experimentd un mdaximo a los siete dias en todos los tratamientos excepto
en el grupo control a temperatura ambiente que experimentd una produccion de etileno constante
como es comun en frutos no climatéricos (Kader, 1992 en Mohammed y Brecht, 2003).

La tasa de respiracion o produccién de CO, experimentd un maximo a los siete dias de conservacion.
No hubo diferencias significativas entre los frutos tratados con MelA, SA y el control frio, pero si las
hubo entre estos y los frutos conservados a temperatura ambiente.



Grafico 10. Porcentaje de pérdida de peso y firmeza de frutos tratados y no tratados con MeJA o
SA almacenados o no a 4 °C (Carrera-Cabanzo, 2016).
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En definitiva, los resultados de este trabajo demuestran que el tratamiento con MelJA supone una
potente herramienta para disminuir los DF.

Efecto del acondicionamiento a bajas temperaturas (Low Temperature Conditioning o en sus siglas
en inglés LTC) combinado con el MelA en la tolerancia de la berenjena (Solanum melongena L.) a los
dafios por frio (Shiy col., 2019).

Se examind la capacidad del tratamiento LTC combinado con el MelA para reducir y retrasar el
desarrollo de los DF en frutos de berenjena (Solanum melongena var. Brigitte) a las que se le aplicaron
diferentes tratamientos:

A. Grupo control: fue directamente conservado a 4 °C.

B. LTC: fue inicialmente conservado a 13 °C antes de su conservacién final a 4 °C.

C. LTC + MelA: fue inicialmente conservado a 13 °C y bafiado en 10 mol/L de MeJA durante 10
minutos antes de su conservacion final a 4 °C.

Se evaluo el pardeamiento del caliz y su contenido en clorofila, el indice de dafios por frio, el contenido
de malondialdehido (MDA) y fenoles en la pulpa y el caliz, y la expresion y actividad de la PPO y de las
enzimas antioxidantes CAT y POD en la pulpay el cdliz.

Los frutos tratados con LTC + MelA sufrieron menos dafios por frio que los tratados con LTCy el grupo
control, siendo este ultimo el que presentd un mayor nimero de DF.

Todos los frutos mostraron pardeamiento del caliz y degradaciéon de la clorofila a lo largo del periodo
de conservacion, pero los frutos tratados con LTC + MelJA lograron retrasar el pardeamiento (40% al
octavo dia) y la degradacion del caliz (disminuyd de 0.212 mg/g a 0.198 mg/g) en comparacioén con el
control (presentd 70 % de pardeamiento al octavo dia y un contenido final de clorofila de 0.175 mg/g).
El orden de mayor a menor pardeamiento del caliz y degradacion de la clorofila es el siguiente: Control
> LTC > LTC + MelA.



Grafico 11. Pardeamiento del céliz, contenido en clorofila y el indice de dafios por frio de los frutos
control, LTCy LTC + MelJA almacenados a 4 °C (Shiy col., 2019).
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El contenido de MDA aumentd a en todos los frutos durante el almacenamiento tanto en el cdlizcomo
en la pulpa, pero los frutos tratados con LTC + MeJA presentaron un menor contenido de MDA en
comparacion con los frutos control, demostrando asi que el tratamiento retrasé la pérdida de
integridad de la membrana y el desarrollo del estrés oxidativo. El orden de mayor a menor contenido
de MDA es el siguiente: Control > LTC > LTC + MeJA.

Grafico 12. Contenido de MDA del cdliz y la pulpa de los frutos control, LTC y LTC + MelA
almacenados a 4 °C (Shi y col., 2019).
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El contenido de compuestos fendlicos disminuyd tanto en la pulpa como en el céliz a lo largo del
periodo de conservacion. El orden de mayor a menor contenido de fenoles es el siguiente: LTC + MelA
> LTC > Control.



Grafico 13. Contenido de compuestos fendlicos del caliz y la pulpa de los frutos control, LTCy LTC
+ MelA almacenados a 4 °C (Shi y col., 2019).
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La actividad de la PPO aumentd a lo largo del periodo de conservacion de forma gradual tanto en el
calizcomo en la pulpa, aunque su actividad fue mayor en los frutos control. El orden de mayor a menor
actividad de la PPO tanto en cdliz como en la pulpa es el siguiente: Control > LTC > LTC + MelJA. La
expresion génica de la PPO en el cdlizaumentd de forma gradual en todos los frutos, pero la expresion
de los genes de la PPO en la pulpa en los frutos LTC + MeJA experimentd un pico a los dos dias y luego
disminuyd, mientras que en el fruto control experimenté este pico a los cuatro dias. El orden de mayor
a menor expresion génica de PPO tanto en el cdlizcomo en la pulpa es el siguiente: Control > LTC > LTC
+ MelA.

La actividad y la expresién génica de POD aumenté en todos los frutos durante el almacenamiento,
aunque los frutos tratados con LTC + MelA presentd una mayor actividad y expresion génica de la
enzima POD que los tratados con LTC y el grupo control, siendo este ultimo el que presentd una menor
actividad. La actividad enzimatica y la expresidn génica de CAT también fue mayor en los frutos LTC +
MelA (alcanzé un maximo en la actividad enzimatica al 22 y en la expresion génica la 42 dia) en
comparacién con los frutos control (alcanzé un maximo en la actividad enzimatica al 42 y en la
expresion génica la 22 dia). El orden de mayor a menor actividad y expresion génica de la POD y CAT
seria el siguiente: LTC + MelJA > LTC > Control.

Estos resultados muestran como el indice de dafios por frio presenta una correlacion positiva con el
pardeamiento del cdliz, el contenido en MDA y la expresion génica y la actividad de la PPO, pero
presenta una correlacién negativa con el contenido en clorofila y en compuestos fendlicos, y con la
expresion y la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y POD. Asimismo, se observd que el
tratamiento de berenjenas almacenadas a 4 °C con LTC + MeJA disminuyd la degradacion de la clorofila
y de los compuestos fendlicos totales, redujo la expresion de los genes y la actividad enzimdtica de la
PPO, retrasé la acumulacion de MDA y aumenté la actividad y la expresion de las enzimas antioxidantes
CAT y POD, permitiendo mantener la calidad organoléptica de los frutos y demostrando el potencial
del tratamiento combinado de LTC + MelJA para aumentar la tolerancia al frio de las berenjenas.

Los analisis de promotores y los perfiles transcripcionales del gen de la polifenol oxidasa 1 de la
berenjena (SmePPO1) revelan una respuesta diferencial al MelJA exdgeno y al SA (Shetty y col.,
2012).

La PPO presenta un importante papel en la defensa contra patdgenos debido a que oxida los
compuestos fendlicos en quinonas altamente reactivas que alquilan los aminodcidos esenciales de las
proteinas de las que se alimentan los patdgenos, volviéndose antinutritivas (Constabel y Ryan, 1998).



Li y Steffens (2000) observaron que la sobreexpresion de los genes de la PPO en plantas de tomate
transgénico generaba un aumento de la proteccion y la tolerancia al patégeno Pseudomonas syringae
pv. tomate, y Thipyapong y col. (2004) demostraron que su inhibicién producia un incremento de la
susceptibilidad a dicho patégeno. La PPO es una de las principales responsables de las pérdidas
poscosecha en muchos frutos. Ej.: Las heridas provocadas por la oxidacion de la PPO afectan
gravemente a las berenjenas debido a su alto contenido en compuestos fenélicos.

La sistemina es una molécula sefial movil polipeptidica que es esencial para la activacion de la PPO a
través de la via de sefializacién de los octadecanoides (ruta de biosintesis de los JAs) (Constabel y col.,
1995). En berenjena se han descrito los genes SmePPO1-SmePPO6 que se localizan en una regién de
165 kb del cromosoma 8, son el resultado de un proceso de duplicacién y de divergencia a partir de un
gen ancestral y se organizan en dos clases seglin su homologia estructural: A) SmePPO1-3 comparten
un 80% de homologia a nivel de estructura nucleotidica y un 70% a nivel de estructura proteica; B)
SmePP0O4-6 comparten un 88% de homologia a nivel de estructura nucleotidica y un 80% a nivel de
estructura proteica (Shetty y col., 2011).

En esta investigacion se analizd la arquitectura molecular de los genes SmePPO y su expresién en
respuesta a sefiales de defensa inducidas por el MeJA y el SA.

En los promotores de SmePPO se localizaron: 1) Regiones cis reguladoras de la expresidon de los genes
SmePPO en los nédulos radiculares, la transcripcion regulada por la luz y la sefializaciéon de las Gas
(giberelinas); 2) Elementos W-box involucrados en la sefializacion de defensa de las plantas, la
activacion de los genes de defensa WRKY inducidos por el SA y el metabolismo de los azucares; 3)
Regiones cis reguladoras que interactian con los factores de transcripcién MYB que estan implicados
en la expresién de los genes sensibles a los JAs y son responsables de la respuesta al estrés por
deshidratacién, la sefializacidon de ABA vy la biosintesis de los fenilpropanoides y de los flavonoides. A
nivel evolutivo los motivos esencialmente conservados son los elementos de respuesta a la luz y los
sitios de union a los factores de transcripciéon MYB. Asimismo, se realizé un anadlisis de los motivos
sobreexpresados en estos promotores que demostré que estos motivos sobreexpresados coincidian
con las regiones cis reguladoras y que eran ricos en sitios de unién para los factores de transcripcion
implicados en las vias de biosintesis de los fenilpropanoides y de los flavonoides, la expresion especifica
en la raizy en el endospermo, la respuesta a la deshidrataciéon y al frio, la sefializacion de defensa y la
transcripcion regulada por la luz.

En la RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) semicuantitativa se observé que el
MelA provocd la expresiéon de los seis genes SmePPO vy el SA sélo pudo inducir la expresién de
SmePP0O4-SmePPO6. En el tratamiento conjunto (MeJA + SA) se visualizé como el SAinhibe la expresién
de los genes SmePPO inducidos por el MelA. Esto es debido a que el SA es un regulador positivo de la
resistencia sistémica adquirida (Systemic acquired resistance o SAR) que inhibe la sefalizacién de la
defensa mediada por la ruta de los octadecanoides (Doares y col., 1995). De hecho, en tomate, el
incremento de los niveles de expresion de la PPO por la sobreexpresion de los genes de la prosistemina
(Constabel y col., 1995) fueron similares a los niveles de la PPO cuando las plantas son tratadas con
MelA.
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Figura 13. Perfil transcripcional de los genes SmePPO1-6 inducidos de forma diferencial por el
MelJA y el SA. Plantulas de berenjena fueron tratadas con 1 mM SA / 0.1 Mm MelJA /1 mM SA +
0.1 Mm MelA durante 5 horas, se extrajo su ARN y se realizdé una RT-PCR semicuantitativa
tomando el gen de la tubulina como control (Shetty y col., 2012).

A continuacion, se disefid una construccién de delecion mediante la amplificacion de 4 fragmentos
truncados del promotor SemPROMOTER1, posteriormente se fusiond con GUS (gen chivato) en el
vector ZeBaTA, se movilizaron a hojas de tabaco mediante Agrobacterium y se trataron las plantas con
MelA y SA. Las plantas tratadas con MelA son las que mostraron una mayor expresion de GUS (mayor
pigmentacion azul), las tratadas con SA presentaron una menor expresion de GUS y las que se le aplic
el tratamiento combinado de SA y MeJA presentaron una actividad antagdnica en la que la expresion
de GUS era suprimida cuando las concentraciones de SA y MelA eran altas y un efecto sinérgico en el
gue la expresion de GUS era potenciada cuando las concentraciones de MelA y SA eran bajas. Estos
resultados corroboran lo ya demostrado anteriormente, que el MeJA promueve e incrementa la
expresion de la PPO y el SA inhibe la respuesta desencadenada por el MelA.

Este articulo propone un modelo que explica el mecanismo de expresién de los genes SmePP0O1-6
modulado por el MelJA y el SA. La infeccidn por un patdgeno necrotrofo o por un insecto herbivoro
induce la sistemina que activa la via de sefalizacién de los octadecanoides para producir JAs, que a su
vez activa la expresién de SmePPO1-6. La infeccidn por patdgenos biotréficos da lugar a la biosintesis
del SA que activa la proteina reguladora NONEXPRESSOR OF PR GENES1 (NPR1) responsable de
reprimir la expresion de los genes SmePPO1-3 inducidos por el MelA al interactuar con los factores de
transcripcion WRKY 62/70 y TGA (Spoel y col., 2007). Aunque el SA activa la expresion de los genes
SmePP0O4-6 cuando es aplicada de forma independiente, también inhibe su expresidon cuando son
inducidos por el MelA. El etileno también induce la expresién de los genes SmePPO y regula la
interaccion entre el SAy el MeJA (Newman y col., 2011). Altos niveles de etileno enddgeno inducen la
expresion de los genes SmePPO que responden a los JAs y bajos niveles de etileno suprimen la



expresion mediada por los JAs mediante el mecanismo independiente de la proteina reguladora NPRI
(Leon-Reyes y col., 2009).
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Figura 14. Modelo propuesto para la supresion mediada por el SA de los genes SmePPO1-6
inducidos por el MelA (Shetty y col., 2012).

4. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Los dafos por frio estdn asociados a un aumento del estrés oxidativo debido al dafio producido en las
membranas celulares causado por las bajas temperaturas. En esta revisidn bibliografica, se ha visto
como los sintomas y el estrés oxidativo generado por los dafios por frio pueden reducirse mediante
tratamientos quimicos o fisicos durante la precosecha y la poscosecha, sin embargo, también muchos
estudios han demostrado cémo la produccion de variedades transgénicas mediante procedimientos
biotecnoldgicos presenta un gran potencial para prevenir y aliviar los dafios por frio.

Las principales estrategias biotecnoldgicas empleadas han sido:

- Lasobreexpresién de las enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), la superdxido dismutasa
(SOD) o la peroxidasa (POX).

- La acumulacién de compuestos antioxidantes como el licopeno, el B-caroteno, los flavonoides o la
Vitamina C.

- Lasobreexpresién de proteinas de choque térmico o chaperonas.

La mayoria de estos enfoques biotecnolégicos se han desarrollado en especies modelo, pero también
se ha comprobado su eficacia en frutos inmaduros como la berenjena.

Las plantas que se encuentran en condiciones de estrés emplean diversos mecanismos, como los
cambios en la fisiologia de la planta y la expresidn de genes asociados al estrés, que conducen a la
formacidon de una amplia variedad de metabolismos de bajo peso molecular, particularmente



osmolitos y proteinas que hacen frente al estrés. Los osmolitos como los fructanos, la trehalosa, el
manitol, el ononitol, el mio-inositol, la prolina, la glicina-betaina y las poliaminas se acumulan en
grandes cantidades controlando el potencial osmdtico, el equilibrio idnico, la integridad de la
membrana celular, el contenido de radicales libres de oxigeno y la proteccidon de la cromatina en
condiciones de estrés. Con el propdsito de obtener berenjenas transgénicas tolerantes a la salinidad,
al déficit de agua y a las bajas temperaturas, Prabhavathi y col. (2002) introdujeron el gen bacteriano
manitol-1-fosfodehidrogenasa (mt/D) en berenjena por medio de una transformacion mediada por
Agrobacterium, y determinaron su tolerancia al estrés salino (NaCl), a la sequia (polietilenglicol o PEG)
y al estrés por frio en condiciones de crecimiento in vitro e in vivo. Los resultados fueron de éxito, por
lo que se corrobord la eficacia del gen bacteriano mt/D para inducir la tolerancia al estrés abidtico en
berenjena.

Maestrelli y col. (2003) explicaron que la partenocarpia confiere una serie de ventajas a los cultivos
horticolas, como la produccidn de frutos en condiciones adversas y sin semillas, y que la partenocarpia
en berenjena se ha obtenido mediante ingenieria genética utilizando un gen quimérico y un promotor
especifico del dvulo que permite a la planta aumentar su contenido y/o actividad del 4cido indol-3-
acético. Demostraron que las berenjenas partenocdrpicas almacenadas a -20 °C son mas tolerantes a
los dafios por frio debido a que mostraban un pardeamiento mas lento y una menor pérdida firmeza.

Diversas investigaciones han demostrado que las poliaminas estan presentes en una gran cantidad de
vegetales resistentes a los dafios por frio. Por este motivo, Raman-Prabhavathi y Venkat-Rajam (2007)
decidieron introducir un gen clave en la biosintesis de las poliaminas, adc o el gen de la arginina
descarboxilasa, bajo el control del promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor, CaMV35S,
con el fin de obtener berenjenas tolerantes a multiples presiones abidticas, entre las que encontramos
las bajas temperaturas.

Wan y col. (2014) expresaron los genes de Arabidopsis thaliana C-repeat-binding factor 3 (AtCBF3) y
cold-regulated 15A (AtCOR15A) en plantas de berenjena, mediante una transformacion mediada por
Agrobacterium y ambos genes impulsados por el promotor RESPONSIVE TO DESSICATION 29A de
Arabidopsis thaliana (AtRD29A). Obtuvieron dos lineas transgénicas homocigotas independientes
tolerantes al frio que experimentaron un aumento del contenido en prolina y de la actividad
antioxidante de la catalasa y la peroxidasa, y una disminucién de la conductividad eléctrica relativa y
el contenido en malondialdehido en comparacién con las plantas de tipo silvestre.

Zhangy col. (2016) introdujeron el gen SMMYB1 que codifica para el factor de transcripcién R2R3 MYB
en una variedad de berenjena que no acumula antocianinas mediante una transformacién mediada
por Agrobacterium. Se obtuvieron berenjenas transgénicas que presentaban altas concentraciones de
antocianinas en las hojas, en los pétalos, en los estambres, en la cdscara y en la pulpa del fruto, una
disminucion en la pérdida de agua, la fuga de electrolitos y el dafio membranal, y un aumento de la
actividad antioxidante, de la tolerancia al estrés por congelacion y de la capacidad de recuperacién en
condiciones de recalentamiento.

Xiao y col. (2017) transfirieron a Solanum melongena L. el gen de la isopentenil transferasa (/PT), un
gen biosintético de las citoquinas, acoplado al promotor SAG12 y por medio de una transformacién
mediada por Agrobacterium tumefaciens. Obtuvieron plantas transgénicas de berenjenas que
experimentaron un retraso en el proceso de senescencia de las hojas y una mayor tolerancia al estrés
por frio y la sequia. También presentaron un aumento en el contenido de clorofila, carotenoides, acido
indolacético, zeatina ribdsido y acido giberélico, y una disminucidon en los niveles de acido abscisico y
MDA. Asi mismo, el rendimiento, la tasa de crecimiento vegetativo y la actividad antioxidante fueron
mas altos en las plantas transgénicas que en las plantas de berenjena de tipo silvestre.



Las proteinas WRKY son una familia de factores de transcripcién especificos de plantas que presentan
un dominio WRKY altamente conservado en su secuencia de proteinas, que consiste en una secuencia
central conservada WRKYGQK y un motivo de dedos de zinc. Los factores de transcripciéon WRKY se
unen a los promotores de los genes diana reconociendo las secuencias (T)TGAC(C/T). A pesar del
importante papel que desempenan en el crecimiento y en el desarrollo de las plantas, la funcidn mas
importante de las proteinas WRKY es la regulacidn de la transcripcién de la respuesta al estrés biético
y abidtico. Yang y col. (2020a) observaron mediante la metodologia del RNA-seq que los genes WRKY
se expresaban de forma diferencial en la respuesta de la berenjena al estrés por frio y confirmaron
mediante VIGS (Virus-induce gene silencing) que los genes SMWRKY26 y SMWRKY32 presentaban la
capacidad de inducir la tolerancia al estrés por frio en berenjena.

Zhou y col. (2020) aislaron el gen de ICE (inducer of CBF expresién) de Solanum melongena (SmICE1a),
que codifica para un factor de transcripcion de tipo hélice-bucle-hélice (bHLH) que se une al sitio de
reconociendo MYC de los promotores de los genes SmCBF (C-repeat-binding factor), codificando para
otro factor de transcripcién que induce la expresiéon de los genes de respuesta al frio COR (cold-
regulated), un conjunto de grupo de genes controlados como una unidad y conocidos como el regulén
CBF. Seguidamente, sobreexpresaron SmICEla en Arabidopsis thaliana bajo el promotor 35S,
provocando una reduccidn de la fuga de electrolitos y del contenido de MDA, un aumento del
contenido en prolina y de su tolerancia al estrés por congelacién, y probando la importante funcién
gue desempefia SmICE1a en la respuesta al frio en berenjena.

Otra herramienta clasica para tratar los dafios por frio, que se lleva practicando desde que el humano
se hizo agricultor, es la seleccidn, el cruce y el cultivo de las variedades mds tolerantes dentro de una
misma especie. Esta variabilidad se debe a que el fenotipo no sélo depende del genotipo, sino que
también depende del ambiente y de la interaccién entre el ambiente y el genotipo. Por ejemplo.
Simén-Torres en 2011 determind que la variedad de berenjena Erica es mas resistente a los dafios por
frio que la variedad Thelma. De hecho, el estudio de esta variacion varietal de la susceptibilidad al frio
mediante estudios comparativos de la expresién génica en diferentes cultivares puede ayudar a
determinar mecanismos de tolerancia al frio.

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO
El estudio de los dafios por frio en berenjena y de los efectos del tratamiento con metil-jasmonato
durante su frigoconservacién ha permitido la recopilacién de las siguientes conclusiones:

- La berenjena es sensible a los dafios por frio y uno de los motivos es su origen tropical/subtropical.

- La berenjena es un producto hortofruticola de gran importancia econémica en la provincia
almeriense, de modo que hay un gran interés en conocer cémo combatir y aliviar los sintomas
ocasionado por los dafios por frio.

- El tratamiento precosecha y poscosecha con MeJA aumenta de la tolerancia de la berenjena a la
frigoconservacion.

- El MelA estd directamente involucrado en la expresién de factores de transcripcion y de genes de
respuesta al frio.

- Diversos estudios e investigaciones han demostrado la eficacia del MelA.

- El MelA induce la expresiéon de proteinas de choque térmico o chaperonas que aumentan la
tolerancia de los productos hortofruticolas a los cambios bruscos de temperatura.

- El MelJA promueve la actividad antioxidante, reduciendo asi el estrés oxidativo generado por el
dafio en las membranas debido a las bajas temperaturas por debajo de un minimo critico.



- La produccidn de variedades transgénicas mediante procedimientos biotecnoldgicos supone una
herramienta con un gran potencial que en un futuro nos permitira obtener berenjenas tolerantes
a la frigoconservacion y reducir las pérdidas poscosecha que genera este desorden fisioldgico.

Es muy posible que las investigaciones futuras se centren en la produccion de variedades de berenjena
modificadas genéticamente debido a que es un campo muy inexplorado en este fruto y con un gran
potencial debido a su eficacia, precision y respeto por el medio ambiente. Ademas, el recurso genético
de la tolerancia al estrés en el germoplasma de la berenjena es insuficiente para proporcionar este
rasgo mediante reproduccién convencional o breeding, por lo tanto, es necesario identificar fuentes
de genes candidatos para mejorar el control de la tolerancia de la planta al estrés (Xiao y col., 2017).
Con respecto a esto, Heyes (2018) determind que la mejora de expresidn de los genes CBF es quizas la
mas prometedora para la mejora de la tolerancia al frio de especies tropicales cultivadas a través de
amplios cruces o tecnologias, sin embargo, también seria interesante considerar las siguientes
opciones: 1) Contemplar si la transformacién genética con genes biosintéticos de las poliaminas que
codifican para la arginina descarboxilasa (ADC), la ornitina descarboxilasa (ODC), la S-
adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC) y la Spd sintasa (SPDS) (Singh-Gill y Tuteja, 2010) podria
contribuir a reducir los DF en berenjena; 2) Examinar de forma exhaustiva la ruta de biosintesis y el
mecanismo de accién de los JAs para determinar los genes clave en estos procesos que puedan ser
potencialmente modificados; 3) Estudiar la expresion de los genes que codifican para las proteinas
CTR1y EBF1/2, dos reguladores negativos de la respuesta al etileno que se ven incrementados a nivel
transcripcional en berenjena tolerantes a las bajas temperaturas tras un tratamiento 4 °C y un
posterior reacondicionamiento a 28°C, y sus implicaciones en la tolerancia al frio en berenjena (Yangy
col., 2020b); 4) Evaluar la posibilidad de modificar enzimas implicadas en el grado de saturacién de los
lipidos de las membranas, como la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) o las enzimas
desaturasas (FAD), que en organismos modelos como Arabidopsis thaliana (Sevillano y col., 2009) han
resultado eficaces para combatir los dafios por frio; 5) Comprobar si la sobreexpresién de los genes
que codifican para enzimas antioxidantes podrian suponer un avance en este ambito, de lo misma
forma que lo supuso para Guta y col. (1996) en su investigacién con Nicotiana tabacum; 6) Determinar
si la sobreexpresién de proteinas de choque térmico o chaperonas seria Util para aliviar los sintomas
de los DF en berenjena.
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