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1-MCP 1-metil-ciclopropeno

ABA Acido absicico

ABTS Acido 2,2'-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin)-6—sulfonico

AC Atmosfera controlada

ACG Acido clorogénico

AMP Atmosferas modificadas pasivas

APX Ascorbato peroxidasa

ASA acido ascorbico

C control

CAT catalasa

Chl Clorofila

Chlide Clorofilido

CHLP Cinturén Horticola de La Plata

D3R Delfinidin-3-rutinésido

DAFS Days after fruits set (Dias luego de la fructificacion)

DHA acido dehidroascorbico

DPF dafio por frio

EROs Especies reacivas del oxigeno

FAO Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion

GFP proteina verde fluorescente

GPX Glutation peroxidasa

GS Glucosinolatos

HPLC-DAD High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector

HPLC-MSD High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
Detector

I Injertado

LSD Least significant difference (Test de minima diferencia significativa)

LTC Low Temperature Conditioning

DHA Dehidro ascorbato

MS Materia seca

Pheo Feoforbido

Phy Feofitina

PPO Polifenoloxidasa

RC Resistencia a la compresion

SOD Superoxido dismutasa

TEAC Capacidad antioxidante equivalente a Trolox

TR Tasa respiratoria

USDA Departamento de Agricultura de los Estados Unidos

UV-A Ultravioleta A

UV-B Ultravioleta B

UVv-C Ultravioleta C
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Resumen

RESUMEN

Los beneficios para la salud asociados al consumo de frutas y hortalizas frescas se
vinculan con la presencia de compuestos antioxidantes, capaces de prevenir algunas
enfermedades cronicas y degenerativas. Las clases y contenidos de estos componentes
estan definidos por la especie y cultivar que se considere. De todos modos, para una
variedad dada, sus niveles de antioxidantes son marcadamente dependientes de las
condiciones de pre y poscosecha. Varios de estos factores ya se han estudiado con
detenimiento, otros aun no han recibido atencion en la literatura. Una tecnologia de
cultivo empleada tradicionalmente en fruticultura, pero mucho mas reciente en la
produccién horticola, es el empleo de portainjertos, que si bien, se utiliza cominmente
para mejorar la respuesta a condiciones de estrés abidtico y bidtico, podria modificar la
composicion y comportamiento de los vegetales en la poscosecha La informacion
disponible al respecto en el caso de especies horticolas es muy limitada. En tal sentido,
en la primera parte del presente trabajo se estudi6 la influencia del empleo de portainjertos
en la calidad comercial y nivel de compuestos antioxidantes en frutos de berenjena
(capitulo I). Asimismo, se analizo si el empleo de dicha tecnologia de cultivo modulaba
ademas el comportamiento de los frutos en el almacenamiento tanto a temperaturas
recomendadas (10 °C) como en condiciones predisponentes al dano por frio (0 °C)
(capitulo II). El empleo de portainjertos Java y Maxifort en berenjena violeta cv.
Monarca aument6 la velocidad de crecimiento de los frutos. Los frutos de plantas
injertadas fueron mas delgados y mas rojizos que los controles. Asimismo, presentaron
menor contenido de materia seca y antioxidantes tanto en la piel como en la pulpa al final
de su crecimiento. El empleo del portainjerto Java no mostré marcadas diferencias en su
deterioro poscosecha ni en la estabilidad de antioxidantes durante el almacenamiento a
10 °C. Contrariamente, las berenjenas de plantas injertadas presentaron una menor
susceptibilidad al dafio por frio cuando se almacenaron a 0 °C, evidenciado por una menor
deshidratacion y pardeamiento de la pulpa, por mayores niveles de resistencia a la
compresion y por una mejor retencion de compuestos antioxidantes de piel y pulpa que
los frutos control. Esto sugiere que el empleo de portainjertos puede ser de utilidad para
la mejora a la respuesta al dafio por frio, uno de los principales problemas que limita el
aprovechamiento al maximo de los beneficios de la refrigeracion en algunas especies.
Durante la poscosecha, también se han evaluado algunas técnicas para reducir los
desordenes por frio. Uno de los tratamientos que se destaca por su relativa simplicidad es
el acondicionamiento a bajas temperaturas (LTC) que consiste en un descenso gradual de
temperatura de modo que los frutos mejoren su respuesta al estrés cuando se los coloca a
temperaturas aun mas bajas. Existe un reporte que encontrd una mejora en berenjena
violeta utilizando esta estrategia, pero no se conoce su eficacia en diferentes genotipos,
ni estados de crecimiento de berenjena, ni el impacto sobre los compuestos antioxidantes.
En una tercera etapa del presente trabajo, se estudid la influencia del LTC en la
susceptibilidad al frio y estabilidad de antioxidantes en dos genotipos de berenjena
(rayada y violeta) para dos estados de crecimiento (“baby” y comercial convencional)
(capitulo III). A diferencia de lo que ocurre en otros frutos la susceptibilidad al frio en
berenjena fue mayor en estados mas avanzados de crecimiento para el genotipo violeta.
El empleo de LTC (2 dias a 10 °C previo al almacenamiento a 5 °C) logré un retraso del
daio por frio y mantuvo asi una mejor calidad comercial poscosecha, reteniendo en mayor
medida los compuestos antioxidantes en la piel y pulpa de ambos genotipos y estados de
crecimiento estudiados, sugiriendo que puede ser una tecnologia valiosa capaz de
combinarse y mejorar el comportamiento de las berenjenas en el almacenamiento
refrigerado.
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Resumen

Finalmente, una tecnologia de poscosecha que se ha explorado recientemente para inducir
la acumulacién de antioxidantes es la irradiacion UV. Su empleo en algunas especies no
es posible debido a que induce algunos cambios indeseables. En el caso de berenjena en
nuestros estudios preliminares se observo que estos tratamientos favorecian el bronceado
del caliz. Contrariamente, en hortalizas de inflorescencia se ha informado que puden
inducir la acumulacion de antioxidantes. De todos modos, la influencia que poseen otros
factores del proceso de irradiacion diferentes de las dosis, tales como la intensidad de
radiacion para una misma dosis total, se desconocen. En una tltima etapa del presente
trabajo se analizo el efecto de tratamientos UV-B de distinta intensidad en la calidad y
contenido de compuestos antioxidantes en brocoli (capitulo IV). Los resultados
permitieron establecer de qué manera las condiciones de tratamiento influencian los
efectos en el vegetal. Asi, los tratamientos con baja dosis (2 y 4 kJ/m?) y baja intensidad
de radiacion (3,2 W/m?) fueron eficaces para retrasar la senescencia manteniendo niveles
mas elevados de clorofila y mejor color en el producto por lo que podrian ser valiosos
para complementar a la refrigeracion. Estos tratamientos no fueron eficaces para inducir
una acumulacion significativa de compuestos antioxidantes en inflorescencias
almacenadas a baja temperatura. Por su parte, los tratamientos UV-B a intensidades altas
(5 W/m?) resultaron mas eficaces para inducir la acumulacién de antioxidantes. Este
aumento se debid principalmente a una induccion en la biosintesis de compuestos
fenolicos luego de 6 horas de finalizado el tratamiento de irradiacion. La induccion de
antioxidantes observada fue transiente y a tiempos cortos luego del almacenamiento. Esto
indica que el uso de la irradiacion UV-B como método de priming para inducir la
acumulacion de antioxidantes seria de utilidad en el caso de vegetales que sean sometidos
con posterioridad a tratamientos de estabilizacion metabolica intensos, como la
congelacion. Esto se comprobo al verificar una gran estabilidad de la capacidad
antioxidante del brocoli, luego de 30 dias de almacenamiento congelado. De este modo,
podria incrementarse la capacidad antioxidante del brocoli hasta un 30 %.

En sintesis, los resultados del presente trabajo permitieron establecer la influencia de
metodologias de cultivo (empleo de portainjertos), tratamientos de poscosecha
emergentes (acondicionamiento e irradiacion UV-B) sobre la calidad, comportamiento
poscosecha y contenido de antioxidantes en hortalizas.
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Abstract

ABSTRACT

Health benefits that are associated to fresh fruits and vegetables are linked to the presence
of antioxidants compounds, which are capable of preventing chronological and
degenerative diseases. Different types and contents of these components are determined
by a particular species and variety. However, for some species, its antioxidant levels are
highly dependent of the pre- and postharvest conditions. Many of these factors have been
carefully studied, while others have not gathered any attention in literature yet. A farming
technology which is usually used on fruit growing, but brand new on vegetable
production, is graft. Even though it is commonly used for tolerance improvement on
abiotic and biotic stress, it could alter the composition of vegetables on postharvest. The
information available about it and related to vegetable species is very limited. On the first
part of the current work, it has been studied the influence of using grafting on a
commercial level, and the amount of antioxidant compounds on eggplants (chapter I). In
addition to this, it has been analyzed if this technology affects the fruit behavior in storage
at recomended temperatures (10 °C) as well as in chilling injury conditions (0 °C) (chapter
IT). The use of rootstock Java and Maxifort on dark-purple eggplants cv. Monarca sped
up the fruit growth. The products of grafted plants were thinner and had a brighter red
color than controls. Also, they had less content of dry matter and antioxidants during
storage at 10 °C. However, grafted eggplants developed a stronger resistance to chilling
injury when stored at 0 °C. This is because of a smaller dehydration and browning of the
pulp, also because of a higher resistance to crushing and a better retention of skin and
pulp antioxidant compounds than control fruit. This suggests that the use of rootstock can
be really helpful for chilling injury resistant, one of the main issues that forbids the
benefits of refrigeration for some species.

During postharvest, there are some techniques that have been tested to reduce disorders
caused by cold storage. One of the treatments that stand out from the rest, because of its
simplicity, is the Low Temperature Conditioning (LTC), consisting on a gradual
temperature decrease so fruits can improve their reaction to stress when transferred at
even lower temperatures. There is a report which shows an improvement using this
technique in dark-purple eggplant, but at the same time, it is unknown neither its
efficiency within different types or growing states in eggplants nor the impact that it has
on antioxidant compounds. On the third part of the current work, it has been studied the
influence of LTC on the susceptibility to chilling injury, and stability of antioxidants in
two genotypes of eggplant (striped and dark-purple) for two growing states (baby and
commercial conventional) (chapter III). Unlike other fruits, the susceptibility to chilling
injury on eggplant was greater in more advanced growing states for the dark-purple
genotype. The use of LTC (2 days at 10 °C prior to storage at 5 °C) achieved a delay of
chilling injury symptoms and maintained a better postharvest commercial quality,
retaining at a higher scale antioxidant compounds on skin and pulp of both genotypes and
growing states studied. These suggest that LTC can be a technology of great worth
capable of combining and improving behavior of eggplant on refrigerated storage.
Finally, a postharvest technology that has been tested recently to induce the accumulation
of antioxidants is UV irradiation. It is not possible to use it on some species because it
makes changes which affects them in a bad way. When it was applied to eggplant, it has
been found that these treatments favored the bronzed of the calyx. However, in
inflorescence vegetables, it has been informed that this technology can induce the
accumulation of antioxidants. The influence that other irradiation factors such as radiation
intensity, are unknown. On a last part of the current work, it has been analyzed the effect
of UV-B treatments with different intensity on quality and content of antioxidant
compounds in broccoli (chapter IV). The results allowed to establish how the treatment
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conditions affects vegetables. So, low doses (2 and 4 kJ/m?) and low intensity of radiation
(3,2 W/m?) treatments were able to delay the senescence by keeping high levels of
chlorophyll and a better color of the product, reason why they could be valuable to
complement refrigeration. However, these treatments were not capable of inducing a
significant amount of antioxidant compounds in inflorescence stored at a low
temperature. UV-B treatments at high intensity (5 W/m?) were more efficient to induce
antioxidants accumulation. This increase was mainly because of an induction on the
biosynthesis of phenolic compounds after 6 hours after irradiation treatment. The
antioxidant induction was transient and shortly after storage. As a result, the use of UV-
B irradiation as a priming method to induce the antioxidant accumulation would be useful
in cases of vegetables that are subjected to intense metabolic stabilization treatments, such
as freezing. Therefore, the antioxidant capacity of broccoli could increase up to 40%.

To conclude, the results of the current work allowed to establish the influence of
cultivation methodologies (graft), emergent postharvest treatments (conditioning and
UV-B irradiation) on quality, postharvest behavior and antioxidant content on
vegetables.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Importancia del consumo de vegetales en la dieta v 1a salud humana

En afos recientes se observan cambios importantes en la dieta, acompafiada por una
variacion en los ritmos de vida y en cambios socio-culturales. Dentro de estos cambios se
destaca un incremento en el consumo de alimentos ricos en almidon, grasas saturadas,
azucares afiadidos altamente energéticos en detrimento de la ingesta de frutas y hortalizas
frescas. Actualmente en los Estados Unidos se consumen menos del 50-60 % de las frutas
y vegetales recomendados por el Departamento de Agricultura del mismo pais. Esta
situacioén no difiere de la que se ha informado en nuestro pais. La ingesta de frutas y
hortalizas en la Argentina se ubica en 240 g por habitante y por dia, sin incluir la papa, lo
que dista de los 400 g recomendados por la FAO. Existe evidencia que sugiere que estos
cambios de dieta han sido responsables del incremento en la incidencia de ciertas
enfermedades como problemas cardiovasculares, hipertension, colesterol, diabetes,
obesidad y algunos tipos de cancer (Martin y col., 2013).

En la actualidad, comienza a observarse que cada vez mas consumidores se concientizan
acerca de los beneficios de una alimentacion saludable. Esto redunda en una mayor
demanda de alimentos saludables con menos aditivos y azlicares agregados, con mayor
contenido de fibra y bajos en grasas saturadas. Estas modificaciones comienzan a
traccionar la demanda sobre las propiedades funcionales de los alimentos y sobre el aporte
de componentes bioactivos capaces de realizar aportes en la salud més alld de su valor
nutricional (Bisbis y col., 2018; Kyriacou y col., 2017; Giirbiiz y col., 2018). Las frutas
y hortalizas, dado su importante aporte a las dietas saludables, parecen comenzar a tener

nuevamente un valor central en la alimentacién como ocurrid en tiempos Paleoliticos.

1.2.  Valor nutricional en vegetales

De acuerdo a su composicion, la mayor parte de las frutas y hortalizas se presentan como
alimentos ricos en vitaminas y minerales, con muy pocas calorias y con una gran
proporcion de agua 80-95 %. La misma varia en funcion del tipo de producto, del estado
de crecimiento, época y condicién de cultivo, entre otros. Los hidratos de carbono
constituyen entre el 50-80 % del peso seco total, es decir que son los segundos
componentes en abundancia, luego del agua, y su principal funcion es de reserva de
energia. Los azucares principales son la glucosa, fructosa y sacarosa. Las tres forman los

azlcares totales solubles en agua que le dan el sabor dulce a las frutas y hortalizas. Las
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proporciones de los carbohidratos al igual que el agua, pueden variar en funcion del
producto, del estado de crecimiento, etc. Los azucares simples de las frutas son de facil
digestion y de rapida absorcion en las personas. El almiddn es otro hidrato de carbono de
importancia en los vegetales como la papa, el platano, etc.

El aporte de fibra es del 1-3 % del peso seco en los vegetales, y esta formada
principalmente por los componentes de pared celular, celulosa, hemicelulosa, pectinas,
lignina y carbohidratos no digeribles. Las nueces, legumbres y frutas secas poseen alto
contenido de fibra. La fibra contribuye a la intensificacion de los movimientos
peristalticos intestinales y la salud intestinal en las personas, induciendo cambios
beneficiosos en el microbioma colonico, creando un ambiente menos propicio a la
proliferacion de células cancerosas, promoviendo funcionalidades prebidticas (Martin y
col., 2013). A modo de ejemplo, las almendras poseen 12 % y las nueces 7 % de fibra
dietaria mientras que el pimiento, la espinaca, frutilla y naranja s6lo poseen el 2 % de
fibra.

El contenido de proteinas es menor al 1 %, la mayor cantidad de estos compuestos es
aportada por las semillas de leguminosas y los frutos secos que aportan entre 15-30 % de
proteinas de alta calidad.

Los lipidos, en este grupo de alimentos, también se encuentran en muy bajas
proporciones, inferiores al 1 %. Por ejemplo, en manzanas, platanos y uvas se encuentran
en 0,2 % aunque aqui también hay algunas excepciones como la palta y la aceituna que
poseen entre 30-70 %. Los acidos grasos que predominan en los vegetales son el oleico y
linoleico con uno y dos enlaces dobles, respectivamente, que ayudan a reducir el
colesterol LDL (“malo™) y protegen el colesterol HDL (“bueno”). También pueden
regular la presion arterial, niveles de lipidos en sangre, etc.

Los vegetales son ricos en un gran numero de vitaminas y tienen diversas funciones en
nuestro organismo ya que no podemos sintetizarlas en cantidad suficiente y debemos
incorporarlas en la dieta. Se las puede clasificar segun su solubilidad en vitaminas
liposolubles: A, E, K e hidrosolubles: complejo B y C. Algunas de ellas tienen
propiedades antioxidantes y se las describira con mas detalle en la seccion 1.3.

Dentro del complejo de vitaminas B se encuentran Bl: tiamina, B2: riboflavina, B3:
niacina, BS: 4cido pantoténico, B6: piridoxina, B9: acido félico, B12: cianobalamina
(Figura 1). Las legumbres, pimiento, remolacha, espinaca y las almendras son ricas en
este grupo de vitaminas. Porotos, espinaca y repollos contienen cantidades importantes

de vitamina B6. Nueces, brocoli y champifiones son ricos en acido pantoténico. Son
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importantes para los seres humanos en el metabolismo de los carbohidratos, como
precursores de NADH, en el caso de la niacina o acido nicotinico, el 4cido folico es

esencial para la reproduccion y crecimiento.
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Figura 1. Estructura quimica del complejo de vitaminas B.

Las vitaminas liposolubles D y K (Figura 2), se encuentran en pequefiisimas cantidades
en frutas y hortalizas. La lechuga, espinaca, coliflor y coles son la mayor fuente de estas
vitaminas. Asi, por ejemplo, la vitamina K es esencial para la coagulacion de la sangre.
La vitamina D es esencial para el metabolismo del calcio y la mineralizacion de los

huesos.

Vitamina D Vitamina K f’\ ?

Figura 2. Estructuras quimicas de vitaminas liposolubles

1.3. Antioxidantes en vegetales

1.3.1. Especies reactivas del oxigeno (EROs) y mecanismo antioxidante

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) son especies quimicas altamente reactivas
capaces de promover la oxidacion celular. Muchas de ellas poseen electrones
desapareados en sus orbitales externos que le dan alta reactividad e inestabilidad
estructural, transformandolos en radicales libres capaces de captar electrones de

moléculas biologicas, para lograr estabilizarse.
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Algunas de estas moléculas son el oxigeno parcialmente reducido, como el oxigeno
singulete, peroxido de hidrégeno, anidon superoxido, radical oxhidrilo (Asada, 1999).
Estas especies parcialmente reducidas y altamente reactivas se generan en la cadena
respiratoria a partir del oxigeno. Son el resultado de la excitacion del O> a la forma de
oxigeno singulete (102) (Figura 3), o de la transferencia de uno, dos o tres electrones,

para formar el radical superdxido (O2’), peroxido de hidrogeno (H202) o el radical

hidroxilo (HO"), respectivamente. En condiciones de estrés, las EROs se producen en

cantidades exacerbadas (Halliwell, 1999).
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Figura 3. Formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) en las plantas. Adaptado Meyer, (2008).

El metabolismo celular normal resulta en la produccion de EROs en los diferentes
compartimentos celulares. De todos modos, los niveles de estas especies suelen
incrementarse en condiciones de estrés bidtico y abiotico (Figura 4).

Las EROs, si no se las mantiene bajo control, pueden resultar en dafios irreversibles
(Zimmermann y Zentgraf, 2005). Para ello los organismos vivos cuentan con un variado
“pool” de antioxidantes, moléculas capaces de oponerse a la oxidacion celular (Haliwell,

1999; Vicente y col., 2009; Laguerre y col., 2010).
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Figura 4. Factores de estrés bidtico y abidtico que incrementan la formacion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) en las plantas. Adaptado de Meyer, (2008).

Los antioxidantes pueden dividirse en dos grandes grupos: enzimaticos y no enzimaticos.
Dentro de los primeros, se puede mencionar a enzimas como la superoxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GPX), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT)
(Zaro, 2014; Castenmiller, 2000). Por su parte, entre los antioxidantes no enzimaticos
encontramos al acido ascorbico, los tocoferoles y tocotrienoles, los carotenoides, los
compuestos fendlicos, el glutation y algunas proteinas (Castenmiller, 2000;
Zimmermann y Zentgraf, 2005).

A continuacion, se desriben las caracteristicas de los principales antioxidantes presentes

en frutas y hortalizas:

1.3.2. Acido ascérbico (ASA)

Su principal funcion es neutralizar las especies reactivas al oxigeno, donando electrones,
interviniendo de esta manera en la disminucion del dafo oxidativo. Su concentracion
depende del producto considerado, pero puede variar entre 1-150 mg/100 g de peso
fresco. E1 90 % de la vitamina C o ASA que consumimos proviene de los vegetales. El
ASA (Figura 5) se encuentra en gran cantidad en vegetales como frutilla, kiwi, citricos,
pimiento, espinaca y brocoli (Vicente y col., 2009) La naranja aporta 50 mg/100 g
aproximadamente, el kiwi 63 mg/100 g, pero las hortalizas como pimiento rojo y verde,

perejil, espinaca aportan entre 100-200 mg/100 g y las cruciferas entre 80-90 mg/100 g.
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Figura 5. Estructura quimica de la vitamina C o acido ascorbico (ASA).

El ascorbato es una molécula multifuncional en las células de las plantas debido a sus

propiedades redox. Como antioxidante, el ascorbato participa en el ciclo del ascorbato-

glutation. Ademas, en las plantas participa en eventos de sefializacion redox tales como

la capacidad de respuesta a patdgenos, determinacion del tiempo de floracion, influye en

la expresion de genes relacionados con respuestas de defensa, crecimiento de plantas y

sefalizacion de hormonas vegetales. Hay evidencia genética convincente que la

biosintesis de ascorbato procede a través de la via D-manosa/L-galactosa (Ishikawa y

col., 2018). Su actividad antioxidante deriva de la oxidacion al &cido dehidroascorbico

(DHA) (Figura 6), que puede ser reciclado en el ciclo de Halliwell-Asada. (Thompson

y col., 2010).
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Figura 6. Acido ascorbico y sus productos de oxidacion. Adaptado de Potters y col. (2002).

1.3.3. Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenos constituidos por unidades multiples de isopreno. Se

pueden dividir en dos grupos (Figura 7): los carotenos que no contienen oxigeno en sus

anillos terminales, s6lo contienen atomos de carbono e hidrogeno (a-caroteno, -

caroteno, licopeno, etc.) y las xantoéfilas que llevan al menos un atomo de oxigeno en su

molécula (luteina, zeaxantina, etc.) (Giordano y Quadro, 2018).
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Figura 7. Estructura quimica de los principales compuestos carotenoides presentes en frutas y hortalizas.

Los carotenos poseen importantes propiedades antioxidantes por lo que pueden prevenir
algunas enfermedades debido a la presencia de extensas cadenas de dobles enlaces en sus
moléculas. Se encuentran en las membranas celulares o formando parte de lipoproteinas,
o bien en plastidos especificos en el caso de frutos maduros. Poseen extensas cadenas de
dobles enlaces conjugados que les permiten absorber luz en la region visible otorgando
coloraciones amarillas, naranjas o rojas caracteristicas de los vegetales (Carranco-
Jauregui y col., 2011). Algunas frutas y hortalizas ricas en este tipo de compuestos son
el tomate, la zanahoria, la calabaza, el maiz, y la naranja. En general en las hortalizas

predominan la luteina y B-caroteno, mientras que en las frutas predominan las xantofilas.

1.3.4. Tocoferoles y tocotrienoles

Comprenden 4 tocoferoles (o-tocoferol, PB-tocoferol, y-tocoferol y d-tocoferol) y 4
tocotrienoles (o-tocotrienol, B-tocotrienol, y-tocotrienol y d-tocotrienol), poseen un
anillo cromano (un anillo heterociclico y un anillo fendlico) y una cadena extensa lateral
(Figura 8). Su capacidad antioxidante radica en el poder redox del anillo cromano, que
presenta un oxhidrilo capaz de donar un atomo de hidrogeno y reducir asi, los radicales
libres. Actiian en forma sinérgica con los carotenoides para proporcionar mayor actividad
antioxidante (Zhang y col., 2014). Por ser de naturaleza lipofilica protegen a los acidos
grasos polinsaturados de las membranas fosfolipidicas del ataque de EROs. La forma mas
activa y abundante en los seres vivos es a- tocoferol. Se encuentran en mayor proporcion
en granos oleaginosos (soja, maiz, girasol) y cereales (trigo, avena y arroz) y aceites

vegetales (Febles Fernandez y col., 2002).
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Figura 8. Estructura de a-tocoferol.

1.3.5. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios mas abundantes en los
vegetales. Se sintetizan en las plantas superiores por dos vias basicas: la via del acido
shikimico y la via del &cido malonico. Su presencia en el reino animal se debe a la ingesta
de los mismos. Son el grupo mas diverso y abundante en las plantas y se caracterizan por
presentar al menos un anillo aromatico con distinto grado de hidroxilacion.

Por su gran complejidad y variabilidad estructural cumplen en las plantas multiples
funciones, por ejemplo, como antimicrobianos, como fitoalexinas para defenderse de
depredadores, proteccion contra radiacion ultravioleta, aportan coloracion y
pigmentacion a frutas y hortalizas (color azul, violeta, rojo), pueden aportar astringencia
y sabor amargo (Taiz y Zeiger, 2006; Dai y Mumper, 2010). En los tltimos afios, se ha
incrementado en forma marcada el interés en el estudio de los compuestos fenolicos,
debido a su capacidad de prevenir enfermedades cronicas, que se asocian con la facilidad
de estos compuestos para ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico, a
la posibilidad de deslocalizacién de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico (Duthie y col., 2003; Carocho y Ferreira, 2013), y en algunos casos a la
capacidad de captar iones metalicos (principalmente hierro y cobre) y por tanto para
inhibir la formacion de radicales libres a través de la reaccion de Fenton (Rice-Evans y
col., 1997). Estan presentes en muchisimos alimentos frutas, vegetales, té, café, cerveza,
vino, cacao, aceite de oliva virgen. En funcidn de su estructura los compuestos fendlicos
pueden dividirse en varias clases; acidos fenolicos, flavonoides y taninos, estilbenos y

lignanos (Dai y Mumper, 2010).

a. Acidos fenélicos

Entre estos acidos se encuentran los derivados del acido benzoico (4cidos p-
hidroxibenzoico, vainillico, siringico y gélico) y los derivados del cinamico (4cidos p-
cumarico, cafeico, ferulico y sindpico), dependiendo del grado de hidroxilacion o

metoxilacion del anillo aromatico (Figura 9). El 4cido cafeico es el mas abundante en
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frutas (75-100 % del total de los acidos hidroxicindmicos), mientras que en cereales, el
acido ferulico ocupa el 90 % de los acidos fenodlicos totales. Estos compuestos,
normalmente, forman ésteres con los 4cidos quinico, shikimico o tartarico. Asi, el acido
clorogénico (ACQG), éster de los acidos cafeico y quinico es el mas abundante en la
naturaleza. Este acido es el acido 5-cafeoilquinico, se encuentra en berenjena, papa,

ciruela, alcaucil (Vermerris y Nicholson., 2006).

ACIDOS HIDROXIBENZOICOS ACIDOS HIDROXICINAMICOS
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] e Siringico 1

§ A

Ac. Vainillica e p Hidrawiboneaica Acr. p-Cumdrico Ac. Sindpico A Clorgnko

Figura 9. Estructura de compuestos fendlicos derivados del 4cido hidroxibenzoico e hidroxicindmico.
Adaptado de Martins y col. (2011).

El ACG se presenta en un gran nimero de especies vegetales con un rol central en la
defensa de la planta y como antioxidante (Plazas y col., 2013). Es el principal compuesto
fenolico soluble en Solandceas populares como la berenjena, papa o tomate, y en
miembros de la familia Rubidceas cultivados en todo el mundo, como el café. Resulta de
esta forma uno de los antioxidantes fendlicos més abundantes en la dieta humana
(Niggeweg y col., 2004). En este sentido, su importancia radica en sus actividades
biologicas con efectos beneficiosos para la salud humana, que incluyen: capacidad para
captar radicales libres, regulacion de la actividad enzimatica y modulacion de los
mecanismos de sefializacion celular (Sato y col., 2011). A su vez, el ACG en particular
presenta propiedades antioxidantes, anticarcinogénicas, antinflamatorias, analgésicas,

antimicrobianas, neuro-cardioprotectoras (Plazas y col., 2013).

b. Flavonoides

Su estructura esta formada por dos anillos arométicos unidos entre si, por tres atomos de
carbono, formando un heterociclo oxidado (Figura 10). Este grupo se subdivide en seis
clases por la estructura del heterociclo: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles,
antocianidinas e isoflavonas. Se han identificado mas de 5.000 flavonoides diferentes.

Aunque los habitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de ingesta
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de flavonoides se estima como 23 mg/dia, siendo la quercetina el predominante con un
valor medio de 16 mg/dia (Martinez-Flores y col., 2002). Desempeiian un papel
importante en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y controlan los niveles de las
auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion de las plantas. Otras funciones
incluyen un papel antifingico y bactericida, confieren coloracion, lo que puede contribuir
a los fenémenos de polinizacion.

Los flavonoides en general existen como glucésidos en la naturaleza y las diferencias
entre grupos dependen del niumero y disposicion de los grupos hidroxilo y del grado de
alquilacion y/o glicosilacion. Existe una relacion directa entre la estructura de los
flavonoides y la capacidad de secuestrar radicales libres y quelar metales como el hierro
y el cobre que le confieren su capacidad antioxidante. Se encuentran en vegetales,

semillas, frutas y en bebidas como vino, cerveza, té verde y té negro.
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Figura 10. Estructura basica y estructura de las diferentes sub-clases de flavonoides. Adaptado de Ignaty
col. (2011).

Uno de los principales flavonoides en vegetales son las antocianidinas, son pigmentos
hidrosolubles que le dan las coloraciones azul, violeta, rojo y naranja a las flores y frutos,
se hallan glicosiladas en los tejidos de las plantas para formar las antocianinas, con una o
dos unidades de glucosa, galactosa o rutindsido. Por lo general, llevan el nombre de la
planta donde se encontraron y difieren entre si por el nimero de hidroxilos que se unen
al heterociclo oxidado. Es asi, que se conocen 5 antocianidinas (Figura 11), las cuales
podrian ser agrupadas por el color mayoritario en: pelargonidina (naranja), cianidina y
peonidina (naranja-rojo) delfinidina, petunidina y malvidina (color azul-rojo) (Durst y

Wrolstad, 2001). Las antocianinas son buenas captadoras de radicales libres y quelantes
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de metales, aunque esto va a depender del grado de hidroxilacion y metoxilacion del anillo

oxidado (Del Valle Leguizamén y col., 2005; Aguilera-Otiz y col., 2011).

OH
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Figura 11. Estructura de las principales antocianinas presente en vegetales.

Los flavonoles son los mas abundantes en las plantas, la quercetina y el kampferol son
los més comunes y se encuentran en importantes cantidades en cebollas, en la ciscara de
arandanos, apio, brocoli, manzana, uvas y cerezas.

Los flavanoles se encuentran en las uvas que son ricas en catequina y epicatequina. Las
manzanas, almendras y arandanos, también el té verde y negro son buena fuente de estos
compuestos.

Dentro de las flavanonas se destaca la narinjenina que da el sabor amargo a frutas como
la naranja, limon y toronja.

Las 1soflavonas son fitoestrogenos difenolicos que estan principalmente en leguminosas;
en productos derivados de la soja como tofu, tempeh, son una buena fuente de estos
flavonoides. Ejercen una funcion similar a la hormona estrégeno y metabolizados en el

intestino pueden tener efectos beneficiosos para la salud (Liu, 2003).

c. Otros

Los taninos son compuestos fendlicos de alto peso molecular que pueden dividirse en dos
grupos: segun su estructura quimica, en taninos condensados o proantocianidinas
(polimeros de flavonoides vinculados a través de un enlace de carbono) y taninos
hidrolizables (que contienen un nucleo central de glucosa esterificado con acido galico o
con acido elagico) (Ricco y col., 2003). Estan presentes principalmente en bebidas como
vino, té, café y en plantas como castaiio de indias, clavo de olor, canela, eucalipto, entre

otras. En vegetales y frutas se halla en espinaca, frutilla, uva, nueces, arandano,
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frambuesa, cereza y granada. La astringencia en algunas bebidas como el vino, té o café
es causada por taninos. Por su parte, los estilbenos son compuestos fenolicos de bajo peso
molecular, que se generan en las plantas como respuesta a una infeccion o lesion, se
conocen como fitoalexinas. El mas importante de este grupo es el resveratrol que se
encuentra en uva y vino tinto y ha cobrado interés por su asociacion con la prevencion de
ciertos tipos de cancer (Ramprasath y Jones, 2010).

Los lignanos son estructuras difendlicas sintetizadas por la via del acido shikinico,
también fitoestrogenos, desempefian funciones fisiologicas principalmente de defensa de
las plantas. Se encuentran principalmente en semillas de lino, sésamo, cereales, centeno,
calabaza, soja y legumbres (Samuel, 2004). Estos compuestos importantes en semillas

oleaginosas contribuyen a prevenir la oxidacion de los lipidos.

1.4. Factores que afectan la acumulacion v estabilidad de antioxidantes en

hortalizas

El contenido de antioxidantes en vegetales puede verse afectada por factores genéticos
(especie, variedad), de precosecha (clima y manejo del cultivo, estado de crecimiento,
etc.) y/o de poscosecha (almacenamiento, tratamiento, acondicionamiento y
procesamiento). Segin Kalt (2005), los compuestos fendlicos suelen ser mas sensibles,
respecto de otros grupos de antioxidantes, a las modificaciones en su contenido en
respuesta a factores ambientales de precosecha, contribuyendo a la amplia variabilidad
en el nivel de antioxidantes que en general presentan los productos con altos niveles de
fenoles.

A continuacion se detallan los factores que afectan el contenido de antioxidantes en los

vegetales:

1.4.1. Factores genéticos

El genotipo ejerce sin duda el mayor efecto en el contenido de estos metabolitos
secundarios (Li y col., 2012). Cada género o grupo de vegetales posee distinto tipo de
compuestos antioxidantes y dentro de la misma especie las distintas variedades pueden
tener también diferente contenido de estos compuestos. Numerosos autores estudiaron
genotipos de distintas especies para caracterizar y cuantificar los principales grupos de
antioxidantes presentes (Al-Saikhan y col., 1995; Simonne y col., 1997; Kurilich y col.,
2002; George y col., 2004; Kaur y col., 2007; Deepa y col., 2007; Bogusz y col., 2018;
Tripodi y col., 2018; Petropoulos y col., 2018; Pal y col., 2018).
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1.4.2. Factores de precosecha

El contenido de antioxidantes en vegetales puede variar entonces como ya se menciond
por factores de precosecha como pueden ser: las condiciones ambientales en que se
desarrollan los cultivos, la temperatura, humedad, irradiacion, agua, nutrientes del suelo,
fertilizacion, manejo de cultivo y el estado de crecimiento considerado (Li y col., 2012).
Muchas de las condiciones ambientales van a ser influidas por la eleccion de realizar
cultivos a campo o bajo invernadero y esa decision va a terminar modificando el valor
nutricional de los productos cultivados (Kuti y Konuru, 2005; Stommel y col., 2015;
Ku y col.,, 2018). Los materiales de polietileno con los que son construidos los
invernaderos también pueden afectar el contenido de antioxidantes dado que la luz es
necesaria para promover la acumulacion de ciertos pigmentos como el licopeno y B-
caroteno en tomates (Giuntini y col., 2005; Ahmadi y col., 2018). Las fechas de siembra
o épocas de cosecha y especialmente los estados de cosecha pueden modificar el nivel de
antioxidantes y compuestos beneficiosos para la salud (Howard y col., 2003; Ferreyra
y col.,, 2007; Ghasemnezhad y col., 2011; SB y col.,, 2013; Ariza y col., 2015;
Winardiantika y col., 2015).

Las situaciones de estrés tanto bidtico, como abiodtico con frecuencia pueden variar los
antioxidantes, es asi que, tanto los regimenes de riego como el ataque de patdgenos
pueden generar situaciones de estrés y por tanto modificar el rendimiento, la composicion,
la calidad nutricional y contenido de compuestos biologicamente activos de los cultivos
(Jiang y Zhang, 2002; Hernandez y Almansa, 2002; Martinez y col., 2018; Di Stasio
y col., 2018; Ferreira y col., 2019). Una tecnologia aplicada en cultivo que permite
reducir los problemas causados por diferentes condiciones ambientales y de manejo es el
uso de injertos (Sen y col., 2018). Numerosos trabajos dan idea de los beneficios de
implementar la tecnologia de injertacion que permitid0 mejorar caracteristicas
agrondémicas como rendimiento, produccion y vigor de planta (Scalzo y col., 2005; Khah
y col., 2006; Khah, 2012; Sabatino y col., 2018) y la tolerancia a distintos tipos de estrés
bidtico y abidticos tales como ataque de patdgenos como Verticillum sp, Fusarium sp,
Meloidogyne sp., estrés hidrico, salino, entre otros (Rivero y col., 2003; Fernandez-
Garcia y col., 2004; Colla y col., 2010; Lee y col., 2010; Sanchez-Rodriguez y col.,
2012; Penella y col., 2016). A continuacion, se describen los aspectos mas salientes de

esta técnica.
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1.4.2.1. Injerto

La injertacion consiste en la unién de una porcidon de tejido de distintas partes de las
plantas (pua, injerto, variedad o copa) sobre otra ya asentada que aporta el sistema radical
(portainjerto, patron o pie), de manera tal que ambas crezcan como un solo individuo
(Figura 12).

Si bien donde y cuando se origind no es completamente claro, existe evidencia de que
comenz6 a utilizarse en China en el afio 1000 a.C. (Hartmann y col., 2002). La técnica
se difundi6é durante la época romana donde ya se realizaba injertos en frutales a escala

comercial (Hartmann y col., 2002).

Figura 12. A) Plantines injertados mostrando: el pie (patréon o portainjerto) y la ptia (injerto, variedad o
copa) B) Técnica de injertacion por aproximacion.

Los injertos se pueden efectuar de distinta manera, pudiendo clasificarse en:
- De yema: la parte a injertar es una yema acompafada de un trozo de corteza.

- De ptia: se injerta una pequefia rama o ptia con 3 0 mas yemas.

- De aproximacién: al momento de injertar tanto el patrébn como el injerto estan

sobre sus propias raices, luego se corta la copa del patron y las raices del injerto y se unen
por aproximacién. En el caso de las Solanaceas, el injerto de aproximacion consiste en
cortar el portainjerto y el vastago en angulo de 45 grados llamada “a bisel”, alinearlos
cuidadosamente y mantener ambas partes en su lugar usando un clip de injerto de silicona

(Figura 13).

Figura 13. Tipos de injerto: A) de yema, B) de pua, C) de aproximacion o “a bisel” que se utiliza
principalmente en plantines horticolas.
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Un factor fundamental para que la realizacién de la injertacion sea posible es la
compatibilidad entre injerto y portainjerto. Esto no resulta simple, ya que se requieren
complejas interacciones anatomicas, fisiologicas y bioquimicas (Trinchera y col., 2013;
Vrsi€é y col., 2015). Por lo general, cuanto mayor es la afinidad botanica y morfoldgica
entre las especies a injertar, mayor es la probabilidad de éxito. En caso de existir
incompatibilidad, los sintomas se manifiestan con crecimiento anormal, amarillamiento
de las hojas, entre otros (Chen y col., 2016).

Los injertos se han utilizado con diversos objetivos: a) propagar vegetativamente las
especies; b) evitar la juvenilidad, cuando se quiere acortar los tiempos de floraciéon y
fructificacién de una planta nueva; c) cambio de cultivares y aprovechar el sistema
radicular de un arbol maduro; d) creacion de formas de crecimiento inusuales; €) control
del tamafio de los individuos con portainjertos enanizantes; f) resistencia al estrés bidtico
y abidtico; y g) estudios fisioldgicos.

En el caso de especies horticolas la injertaciéon comenzo a utilizarse en Japon y Corea
recién en la década de 1920. El primer injerto interespecifico se registra en sandias
injertadas con calabaza (Lee, 1994). Desde 1960-1970, el injerto se aplico
comercialmente en la produccion de sandia, pepino y melon (Oda, 1995; 1999). A pesar
de ello su uso ha sido y es mucho mas restringido que en el caso de especies fruticolas
lefiosas. Esto obedece probablemente en buena parte a que la duracion de las plantas en
los cultivos horticolas es mucho menor (lo que determina un menor tiempo de
amortizacion del costo de produccion) y a la existencia de algunos problemas técnicos
con la realizacion de injertos en especies herbaceas. A pesar de ello, en los ultimos afios
ha tomado gran interés. De hecho, hasta finales de la década del *80 la técnica de injertado
era bastante ineficiente. La introduccion de metodologias de injerto por aproximacion
conocidas en Japon y en Europa permitio realizar injertos en forma mucho mas barata y
eficiente. Como resultado de ello el uso de portainjertos se ha convertido en una practica
mucho mas comun en algunas zonas horticolas.

Al inicio los objetivos se centraron en mejorar la resistencia contra enfermedades de
suelo. En Europa, los injertos de hortalizas comenzaron a utilizarse comercialmente a
principios de la década de 1990, inicialmente en respuesta a la necesidad de cultivar
productos sin residuos y al aumento de la demanda de sistemas orgédnicos, pero mas
recientemente, debido a las restricciones impuestas a la fumigacion del suelo empleando
bromuro de metilo, un esterilizante quimico de suelo con efectos toxicos para seres

humanos y para el medio ambiente cuyo uso se ha prohibido (Bletsos y Olympios, 2008).
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Mas recientemente, los injertos en tomate y otras hortalizas se han utilizado para inducir
resistencia contra estrés abidtico con mayor rapidez respecto de los cultivos
convencionales. Asi, se ha logrado mejorar la tolerancia a temperaturas altas y bajas
(Rivero y col., 2003; Venema y col., 2005), mejorar la absorcion de nutrientes (Ruiz y
col., 1997) y optimizar el uso del agua (Cohen y Naor, 2002).

Actualmente y dependiendo de la especie se ofrecen portainjertos que atienden a muchos
de los aspectos mencionados con anterioridad mas all4 del control contra agentes bidticos,
como la resistencia al estrés por temperaturas extremas y déficit hidrico se promueve
sugiriendo que puede mejorar el anclaje, desarrollo radicular y establecimiento de las
plantas y en ciertos casos incrementar la rusticidad crecimiento, vigor y otras (Schwarz
y col., 2010; Gisbert y col., 2012).

Como se menciono, la utilizaciéon de portainjertos es comln en fruticultura, aunque se
hallan algunos trabajos que estudiaron la influencia de la aplicacion de distintos
portainjertos sobre caracteristicas agronomicas de especies horticolas, muy pocos trabajos
han profundizado en el efecto de esta tecnologia sobre la calidad nutricional y compuestos
bioactivos a cosecha. Se ha determinado que la eleccion del portainjerto es la clave en la
determinacion de la cantidad de produccion a cosecha (Scalzo y col., 2005). Sin embargo,
no esta claro, como los portainjertos ejercen su influencia en la calidad de los frutos. A
su vez, aun no se hallan reportes relacionados a la velocidad de variacion de distintos
parametros de calidad durante el crecimiento e incluso durante el almacenamiento

poscosecha que garantizara la extension de la vida util de los frutos.

1.4.3. Factores de poscosecha

En términos generales, la refrigeracion es la tecnologia poscosecha mas difundida para
retrasar maduracion y senescencia, retrasar sintomas de deterioro, lentificar procesos
metabolicos tales como la respiracion, el ablandamiento, la degradacion de pectinas y
oligosacaridos asociados a pared celular y pérdida de color verde (Vicente y col., 2007).
Se ha observado que diferentes temperaturas y tiempos de almacenamiento pueden variar
el contenido de antioxidantes de algunos productos (Sheng y col., 2016; Vargas-Arcila
y col., 2017). Numerosas tecnologias poscosecha pueden influir en el contenido de
antioxidantes de los vegetales que se pueden combinar o complementar y se mencionan

a continuacion:
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1.4.3.1. Tratamientos quimicos

La principal funcion de los tratamientos quimicos es desinfectar, sanitizar y reducir la
carga microbiana, aunque algunos trabajos muestran que también pueden afectar la
calidad poscosecha de los vegetales. El agua clorada es el método mas usado, econdémico
y difundido en nuestro pais, aunque en algunos casos puede formar derivados con la
materia organica (cloraminas) por lo que en algunos paises no esta permitido su uso. Este
tipo de manejo puede afectar el contenido de antioxidantes (Collado y col., 2017).

El ozono es otro tratamiento utilizado para sanitizar agua, y es efectivo para un amplio
rango de microorganismos. Tiene como principal limitante que debe ser generado in situ
por su caracter explosivo, ademas puede ser toxico en concentraciones superiores a 5
mg/L. Los tratamientos con ozono pueden inducir la acumulacién de compuestos

fenolicos (Rodoni y col., 2009; Onopiuk y col., 2017).

1.4.3.2. Tratamientos hormonales

El etileno es una de las principales hormonas vegetales, producido por los érganos y
tejidos de las plantas que puede aplicarse por via exdgena con fines comerciales para
regular la maduracion de frutos (Vendrell y McGlasson, 1971). Sin embargo, en los
productos horticolas, puede acelerar la senescencia o la madurez dependiendo del tipo de
vegetal, disminuyendo la vida util del producto, por lo tanto la estrategia poscosecha mas
comun es evitar la exposicion al etileno o minimizar la produccién y la accion del mismo
durante la cosecha, el almacenamiento y el transporte mediante el control de la
temperatura y la atmosfera (Watkins, 2006). El etileno fue un tratamiento efectivo
posterior a la cosecha para acelerar el cambio de color en pimientos, permitiendo una
cosecha mas temprana y aumentando al doble los antioxidantes (Fox y col., 2005). Para
espinaca y kiwi, el etileno aceleré la maduracion y senescencia disminuyendo el
contenido de antioxidantes (Hodges y Forney, 2000; Park y col., 2008). Existen otras
hormonas de menor uso en poscosecha como las citoquininas, el acido jasmoénico y el
acido abscisico, que también poseen influencia en el contenido de compuestos bioactivos

(Kumar y col., 2008; Reinbothe y col., 2009; Li y col., 2010).

1.4.3.3. Tratamientos fisicos
Los tratamientos fisicos han ganado gran interés en los ultimos afios para controlar,
reducir o retrasar el desarrollo de patdgenos poscosecha debido a la ausencia total de

residuos en el producto tratado y al minimo impacto ambiental. Estos incluyen

38



Introduccion general

tratamientos con agua caliente y aire caliente, atmosferas controladas y modificadas,

microondas, radiacion ultravioleta (Usall y col., 2016), que se desarrollan a continuacion.

a. Tratamientos térmicos

Se puede utilizar para realizar estos tratamientos:

- Agua caliente: para control de insectos.

- Vapor caliente: para control de insectos y patogenos.

- Aire caliente: para control de insectos y patogenos y ademads retrasar alteraciones
fisiologicas y de maduracion.

Se utilizan temperaturas de entre 45-70 °C por periodos de entre pocos segundos hasta
minutos dependiendo fundamentalmente del medio de calentamiento.

Se han empleado como estrategia para retrasar la maduracion y senescencia de vegetales,
reducir el desarrollo microbiano, alargar la vida 1til de productos y en algunos casos
también reducir dafo por frio.

Casi todos estos tipos de tratamientos han demostrado mejorar la actividad del sistema
antioxidante (Tian y col., 1997; Lurie, 1998; Funamoto y col., 2002; Vicente y col.,
2002; Rodoni, y col., 2016; Zhao y col., 2019).

En frutillas se demostré6 que logra mantener la capacidad antioxidante, informando
elevados niveles de acido ascoérbico y compuestos fenolicos (Vicente y col., 2002). En
peras y lechugas logra disminuir el pardeamiento enzimatico, en tomates almacenados a
baja temperatura puede disminuir el dafio por frio. El tratamiento combinado de aire
caliente con levaduras podria controlar las enfermedades fungicas, ademas de retrasar la
disminucién de la calidad y los parametros antioxidantes en frutos de durazno (Zhao y
col., 2019). En brécoli, tratamientos térmicos con agua caliente (Tian y col., 1997)
permiten retrasar el amarillamiento y desarrollo de enfermedades. Tratamientos en aire a
50 °C durante 2h retrasan la degradacion de clorofilas (Funamoto y col., 2002).
Tratamientos térmicos suaves por inmersion en agua para pimientos verdes y rojos
evitaron la marchitez, la pérdida de peso, no alteraron el contenido de aztcar, la acidez o

la capacidad antioxidante de la fruta durante el almacenamiento (Rodoni y col., 2016).

b. Atmosferas controladas y modificadas
En general, una reduccion de la concentracion de oxigeno y una elevacion del dioxido de
carbono que rodea al producto, fundamentan esta tecnologia. Las atmosferas permiten

extender la vida util y mantener compuestos bioactivos en mayor medida que un
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almacenamiento convencional. Como consecuencia se produce una reduccion de la tasa
respiratoria, de la produccion de etileno, del ataque microbiano, de la pérdida de peso y
la oxidacion de los productos. En berenjena, se ha reportado en la literatura que luego del
almacenamiento en bolsas de polietileno, atmosferas activas y pasivas, presentaron mayor
contenido de vitamina C y retraso en el dafio por frio (Fallik., 1995; Concellon 2003;
Arvanitoyannis y col., 2005). En brocoli minimamente procesado envasado en bolsas de
polipropileno (atmoésferas modificadas pasivas, AMP) y almacenados a 4 °C, preservaron
la calidad sensorial, el contenido total de glucosinolatos y la capacidad antioxidante
(Paulsen y col., 2018). En espinaca “baby” bajo atmoésfera controlada (AC) se mantuvo
la actividad antioxidante total y los flavonoides (Mudau y col., 2018). En mango,
tratamientos combinados de 1-MCP y AC redujeron la incidencia de antracnosis, pérdida
de peso y firmeza, y mantuvo el acido ascorbico, los carotenoides, el contenido total de
fenodlicos y flavonoides, y la actividad antioxidante (Sivakumar y col., 2012). Manzanas,
peras y frutillas también tienen buena respuesta a las atmosferas (Watkins y col., 2000;
Bai y col., 2005; Thompson, 2010; Stanger y col., 2018; Flaherty y col., 2018;
Ramirez-Acosta y col., 2018).

c Irradiacion UV

El espectro electromagnético de la radiacion que corresponde al UV puede dividirse
segin Maverakis y col, (2010) en: UV-A 320-400 nm; UV-B 280-320 nm; UV-C 200-
280 nm.

Este tipo de irradiacion no se considera una radiacion ionizante. Puede causar dafo en la
mayoria de las macromoléculas que componen las células vegetales. EIl ADN es la
molécula mas afectada por la radiacion. Ademas, puede tener efecto en la fisiologia de
los cloroplastos, sobre el metabolismo de los flavonoides, sobre estructura de membranas,
sobre la produccion de etileno (Civello y col., 2007). Si bien la radiacién puede causar
danos y alteraciones en la organizacion de los tejidos, la formacion de radicales libres
puede actuar en las plantas accionando mecanismos de defensa que le permitan adaptarse
a esta nueva situacion como puede ser la estimulacion de sintesis de sustancias
antioxidantes. Es decir, que si la radiacion es demasiado excesiva causard dafios
irreparables en los tejidos, pero si se utiliza en dosis e intensidad adecuada puede tener
efectos beneficiosos. Esto se conoce como “hormesis”; estimulacion de un efecto

beneficioso en los vegetales en respuesta a un agente causante de estrés tanto fisico como
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quimico (Lukey, 1980). Es asi, como surge la radiacion como estrategia tecnoldgica en
poscosecha.

La radiacion UV-A penetra en un 95 % en la superficie terrestre, es la de menor energia
y posee actividad antimicrobiana, pero en mucha menor proporcion que la radiacion UV-
C. La radiacion UV-B puede tener efectos sobre las proteinas ya que afecta los residuos
de aminoacidos aromaticos. La radiacion UV-C produce reacciones de fotoxidacion en
las plantas a través de la produccion de radicales libres y generacion de EROs. Los
radicales libres y superoxidos pueden dafar las membranas celulares, acidos nucleicos,
paredes celulares, proteinas, dando lugar a la aceleracion de la senescencia. Es letal para
bacterias, virus, hongos, levaduras y protozoos (Civello y col., 2007). Numerosos trabajos
estudiaron el efecto de la radiacion ultravioleta con la extension de la vida util y el
mantenimiento de la calidad poscosecha en frutillas, tomate, brocoli (Pan y col., 2004;

Costa y col., 2006a; Liu y col., 2009; Bravo y col., 2012).

1.4.3.4. Acondicionamiento a baja temperatura (LTC)

El acondicionamiento a baja temperatura (LTC= Low Temperature Conditioning, por sus
siglas en inglés) es la exposicion a temperaturas ligeramente por encima del rango de
enfriamiento critico por un corto periodo de tiempo que puede inducir tolerancia a
subsecuentes temperaturas mas bajas durante el almacenamiento (Chaudhary y col.,
2014; Jin y col., 2015). Permite aumentar la tolerancia a las bajas temperaturas, reducir
el dafio por frio y aumentar la vida 1til de los productos (Wang, 1993). Los efectos de
este tipo de tratamientos sobre los niveles de antioxidantes no se han estudiado con
detenimiento y si bien se ha sugerido que la mejor respuesta a las bajas temperaturas de
frutos con LTC se asocia a mejoras en las defensas antioxidantes la evidencia de ello en

el caso de especies horticolas es escasa.
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En funcion de lo antedicho, los niveles de compuestos antioxidantes presentes en
productos frutihorticolas son afectados por un sinnumero de factores de cultivo y
almacenamiento poscosecha. Para muchos de ellos ya se ha caracterizado en detalle la
influencia que ejercen sobre los niveles de los distintos grupos de antioxidantes.
Contrariamente, en el caso de otros factores, la informacion disponible en la literatura
es acotada y sumamente fragmentada. Asimismo, en varios casos se observa para un
mismo factor resultados opuestos en términos de su influencia en la capacidad
antioxidante de los vegetales. Dentro de los factores de cultivo que no han recibido mayor
atencion a la fecha respecto de su efecto sobre la capacidad antioxidante se destaca una
tecnologia de uso relativamente reciente como es el empleo de portainjertos en
hortalizas. En el area de poscosecha algunos tratamientos empleados para reducir la
incidencia y severidad del davio por frio como el acondicionamiento a bajas temperaturas
(LTC), tampoco se ha caracterizado con detenimiento la eficacia en distintas variedades
de hortalizas y el impacto sobre el nivel de compuestos antioxidantes. Finalmente, en el
caso de los tratamientos de irradiacion UV-B, varios estudios realizados a la fecha han
establecido los efectos de la dosis de radiacion en el mantenimiento de la calidad y en el
nivel de antioxidantes. De todos modos, estudios recientes muestran que mas alla de la
dosis, la intensidad de radiacion es una variable determinante de los efectos metabolicos
de este tipo de tratamiento en los vegetales. Esto no ha sido estudiado hasta la fecha en
el caso de inflorescencias de brocoli. En el marco de la presente tesis se estudio la
influencia que estos factores de cultivo y poscosecha poseen sobre el contenido de

compuestos antioxidantes y calidad de berenjena y brocoli.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

- Determinar la influencia de diferentes factores de pre y poscosecha sobre la
calidad, vida poscosecha y contenido de compuestos antioxidantes en hortalizas

(berenjena y brocoli).

2.2.  Objetivos especificos

I- Evaluar la influencia del empleo de portainjertos sobre el crecimiento, morfologia,
calidad comercial, comportamiento poscosecha y contenido de antioxidantes en
berenjena.

1I- Determinar el efecto de tratamientos de acondicionamiento a baja temperatura
(LTC) sobre la tolerancia al dafio por frio y contenido de antioxidantes en berenjena
rayada y violeta en dos estados de crecimiento.

I1II-  Evaluar el efecto de la intensidad y dosis de radiacion UV-B sobre la calidad
visual y retencion de compuestos bioactivos de importancia nutricional en brécoli

minimamente procesado.

2.3. Hipétesis

I- El uso de portainjertos puede modular el crecimiento, la morfologia, calidad y
contenido de antioxidantes de frutos de berenjena.

1I- El uso de portainjertos afecta el comportamiento poscosecha y la estabilidad de
compuestos antioxidantes en berenjena y mejora la tolerancia al dafio por ftrio.

111- El acondicionamiento a baja temperatura (LTC) reduce la incidencia y severidad
del dafio por frio en berenjena y mejora la retencion de compuestos antioxidantes, siendo
la eficacia de los tratamientos dependiente del genotipo y estado de crecimiento
considerados.

e Las condiciones de irradiacion UV-B (intensidad y dosis) afectan marcadamente
la eficacia de este tipo de tratamientos para retrasar la senescencia e incrementar la

capacidad antioxidante en brocoli minimamente procesado.
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Capitulo I: Introduccion

L.1. INTRODUCCION

1.1. Berenjena

1.1.1. Origen y variedades

La berenjena es originaria del sudoeste de Asia, principalmente India y China. Esta region
se reconoce como el centro de diversidad primario de la especie Solanum melongena
(Prohens y col., 2005; Frary y col., 2007). Pertenece a la familia de las Solandceas, al
igual que el tomate, papa y pimiento. Los frutos mas difundidos comercialmente son los
de variedades violetas de tamafio grande y piriforme. De todos modos, existe dentro de la
especie una gran diversidad en cuanto a forma, tamafo, color (Prohens y col., 2005;
Mohammed y Brecht, 2003; Knnap y col., 2013).

Cantwell y Suslow (2000) clasificaron a los tipos comerciales de berenjena (Figura I.1)
en:

a) Blanca: frutos cominmente de tamafio medio pequefios y de forma ovalada o
globular, que presentan piel delgada y clara.

b) Rayada: frutos caracterizados por presentar forma ovalada y piel de color de
fondo blanco cubierto por estrechas lineas violetas.

c) Violeta 0 Americana: frutos de forma ovalada o globosa, firmes, con piel de color

violeta oscuro.

d) Japonesa: frutos largos y delgados, de color purpura claro a oscuro y altamente
perecederas.

e) China: variedad de frutos oblongos y delgados, de color purpura claro.

f) Mini-Japonesa: pequeia, redonda y con vetas de diferentes tonalidades entre el

purpura y violeta.

)
A B ¢ D £

Figura I.1. Clasificacion de berenjena por tipos comerciales A) blanca, B) rayada, C) violeta, D) japonesa,
E) china, F) mini-japonesa.

45



Capitulo I: Introduccion

1.1.2.  Produccion

Se ubica en tercer lugar dentro de la familia de las Solandceas luego de la papa y el
tomate. La produccion mundial supera los 50 millones de Tn producidos en una superficie
de casi 2 millones de ha. China es el principal productor aportando el 60 % de la
producciéon mundial con casi 30 millones de Tn, seguida por India, Egipto y Turquia
(FAOSTAT, 2014) que producen 13,5, 1,200 y 0,83 millones de Tn, respectivamente. En
nuestro pais, se cultiva a campo en una superficie de aproximadamente 1.254 ha y bajo
invernadero 29 ha. Las principales provincias productoras son: Buenos Aires (23 %),
Santa Fé¢ (17 %), Salta (17,5 %), Cérdoba (7,5 %) y Jujuy, Mendoza y Formosa (10 %)
(Censo Nacional Agropecuario, 2002), y conforman los principales cinturones

horticolas del pais y abastecen al mercado casi todo el afo desde las distintas regiones.

1.1.3. Morfologia

De acuerdo a su descripcion botanica es una planta perenne que se cultiva como anual
dado que decae bruscamente su rendimiento afio a afio, herbacea, de aspecto arbustivo
con sistema radical muy desarrollado y varios tallos secundarios erectos pubescentes que
pueden alcanzar una altura de hasta 2,5 m de crecimiento indeterminado. Posee hojas
simples alternas ovadas, de borde entero con pubescencia grisacea en el envés. Flores
violaceas muy vistosas con 6-9 pétalos (Zaro y col., 2015b). Tanto el pedunculo como el
caliz pueden poseer espinas dependiendo de las variedades. La mayor parte de las
variedades florecen en ramilletes de tres a cinco flores, una de las cuales es hermafrodita
y de pedunculo corto y continuo desde el tallo hasta el céliz, y da lugar a un fruto
comercial, mientras que el resto de las flores abortan o dan lugar a un fruto pequefio y de
menor calidad. La planta es principalmente autégama (Daunay y col., 2001).
Normalmente la primera flor aparece en el vértice de la primera bifurcacion o tallo
principal de la planta. El fruto es una baya alargada o globosa de color negro, morado,
blanco, blanco jaspeado, morado o verde. Presenta pequefias semillas de color amarillo
muy pequeiias, en un gramo pueden contarse 250 semillas que poseen un poder
germinativo de 4 a 6 afios (Sekaray col., 2007). La parte comestible incluye toda la baya,

es decir el tejido placentario y semillas de la pulpa, y la piel.

1.1.4. Valor nutricional
La berenjena es una hortaliza con un elevado contenido en agua y por lo tanto, un bajo

contenido en calorias, proteinas y lipidos. Contiene cantidades apreciables de

46



Capitulo I: Introduccion

carbohidratos, fibras, vitamina A, acido ascorbico, niacina, riboflavina y tiamina (Tabla
I.1), ademas de algunos minerales como calcio, fésforo, hierro, sodio y potasio (Lorenz
y Maynard, 1998). Ademads, presenta un elevado nivel de compuestos antioxidantes

ubicandose dentro de las 10 hortalizas mas ricas en estos compuestos.

Tabla I.1.Composicion de berenjena Solunum melongena L. cada 100 g de producto (USDA, 2018).

Macrocomponentes Minerales Vitaminas Lipidos
Agua (g) 92,30  Calcio (mg) 9 Vitamina C 2.2 Saturados (g) 0,03
(mg)
Energia (kcal) 25 Hierro (mg) 0,2 Tiamina (mg) 0,04  Monoinsat.) 0,02
Proteina (g) 0,98 Magnesio 14 Riboflavina 0,04  Poliinsat.(g) 0,08
(mg) (mg)
Lipidos totales (g) 0,18 Fosforo (mg) 24 Niacina (mg) 0,65  Grasas trans 0
®
Hidratos de 5,88  Potasio (mg) 229 Vitamina B6 0,08 Colesterol 0
carbono (g) (mg) (mg)
Fibra(g) 3,0 Sodio (mg) 2 Folatos (ug) 22

Azucares totales (g) 3,5 Zinc (mg) 0,16 Vitamina A (ug) 1
Vitamina E (ug) 0,3

Vitamina K 3,5
(1g)

1.1.5. Antioxidantes

Estos frutos no son particularmente ricos en acido ascorbico (400-700 mg/kg peso seco)
(Zaro y col., 2014) o carotenoides (40—100 mg/kg peso seco) (ElI-Qudah., 2009). Por el
contrario, se considera que la berenjena es una excelente fuente de compuestos fenolicos
(Giirbiiz y col., 2018). Varios estudios han demostrado que la berenjena tiene un
contenido fendlico diverso y una elevada variabilidad entre genotipos (Okmen y col.,
2009; Mennella y col., 2012; Prohens y col., 2013; Kaury col., 2014). De todos modos,
comunmente existen dos grupos de compuestos que se destacan, las antocianinas y los
¢ésteres del acido cafeico y quinico, principalmente el acido clorogénico (Cao y col.,
1996). El contenido de componentes fendlicos totales en variedades silvestres suele, en
muchos casos, ser superior al de los cultivares comerciales (Prohens y col., 2007; Raigon
y col., 2010; Prohens y col., 2013).

El acido clorogénico (ACGQG) es alto en las primeras etapas de desarrollo (20 g/kg de peso
seco) y disminuye en un 50 % al tamafio de cosecha comercial (80 % de tamafio completo)

(Zaro y col., 2014b).
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Las tonalidades violetas de la piel de las variedades oscuras son impartidas
principalmente por antocianinas de tipo delfinidina (Matsuzoe y col., 1999). Estudios
previos demostraron que los cultivares violeta oscuro pueden diferir en la antocianina
principal: en algunos casos predomina la delfinidina-3-(p-cumaril-rutinosido)-5-
glucosido (nasunina o NAS), mientras que en otras variedades esta presente en
concentraciones mas altas la delfinidina-3-rutinosido (D3R o tulipanina) (Matsubara y
col., 2005; Wu y Prior, 2005). Las antocianinas se ubican solamente en la piel en niveles
de 0 a 850 mg/kg, dependiendo entre otros de la variedad, intensidad de radiacion,
temperatura, condiciones de almacenamiento y procesamiento (Dranca y Oroian, 2016).
A diferencia de otros frutos que acumulan antocianinas, en las que los pigmentos surgen
al final del desarrollo (manzana, frutilla), en berenjena de etapas ontogénicas muy
tempranas las antocianinas ya alcanzan un 70 % de la concentraciéon méxima (Zaro y
col., 2014). Por ello frutos muy pequefios ya presentan su caracteristica tonalidad violeta
oscura y el color no puede emplearse como un indicador de madurez como en otras

especies frutihorticolas.

1.1.6. Manejo del cultivo

La berenjena (Solanum melongena L.) es una de las Solandceas que mas se cultiva en el
Cinturén Horticola de La Plata (CHLP) luego del tomate y pimiento, se realiza en general
bajo invernadero, con riego por goteo y fertilizacion en el mismo sistema. Es un cultivo
de clima célido y seco, por lo que se considera uno de los mas exigentes en calor incluso
mas que el tomate y el pimiento, ya que puede soportar bien las temperaturas de hasta 40
°C. La temperatura media para el cultivo es de 25 °C (Sekara y col., 2007). La humedad
adecuada ronda el 65 %, ya que humedades relativas muy elevadas favorecen el desarrollo
de enfermedades aéreas como hongos del genero Botrytis sp. y dificultan la fecundacion.
Cuando la humedad y la temperatura son elevadas se produce una floracién deficiente,
caida de flores, frutos deformes y disminucion del crecimiento. A su vez, la berenjena es
muy sensible al clima frio, por lo que el cultivo expuesto a bajas temperaturas no sera del
todo eficiente en términos productivos. En las estaciones frias, la floracion, fertilidad y
fructificacion se ven gravemente afectadas (Nothmann y Koller, 1975). Con
temperaturas entre 10-12 °C, el crecimiento se detiene y la floracion y fructificacion estan
notablemente comprometidas (Zaro y col., 2015b), lo que acota el periodo de produccion
a la primavera, verano y otoflo, al menos en zonas donde las temperaturas invernales son

bajas como es el caso del CHLP.
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Es una planta muy exigente en luz, ya que requiere entre 10-12 h, por lo que en otofo-
invierno donde los dias son cortos suelen ocurrir aborto de flores y mayor desarrollo
vegetativo. En suelos es poco exigente debido a su potente sistema radicular, aunque los
suelos francos y profundos son los mas adecuados. Presenta dificultades de crecimiento

en suelos acidos y salinos (Nothmann, 1986).

1.1.7. Cosecha

Las berenjenas se cosechan fisiolégicamente inmaduras y antes de que la semilla alcance
su completo desarrollo (Gajewski y Arasimowicz, 2004; Anénimo, 2011). En general,
se recolectan cuando alcanzan aproximadamente el 80 % de su tamafio final (Mohammed
y Brecht, 2003), aunque los indices de cosecha son principalmente el tamafio, la forma,
la apariencia externa, la firmeza, el color y el brillo. También se considera deseable que
la pulpa muestre color uniforme, claro y semillas pequefias (Mangione y Sanchez, 1999;
Siller-Cepeda, 2004) y que el caliz y pedinculo se encuentren presentes y muestren
aspecto fresco y color verde. La cosecha se hace de forma manual y escalonada en la
medida que los frutos alcanzan el tamano deseado. El tiempo requerido desde la floracion
hasta que los frutos alcanzan el tamafio comercial es de alrededor 15-35 dias, dependiendo
de la variedad, la temperatura y la intensidad de luz solar (Uzun, 2007). Sin embargo, las
berenjenas pueden recolectarse y consumirse en todos los estados de desarrollo, incluso
los més tempranos de acuerdo a las exigencias del mercado (Chen y Li, 1996). En el
CHLP el periodo de cosecha abarca desde noviembre a mayo. Es asi que, dicho periodo
se centra en la época de mayor calor en la region, mientras que en los meses extremos en
esa ventana de cosecha (noviembre y mayo) predominan las bajas temperaturas que
lentifican el crecimiento de los frutos. Sin embargo, son los periodos de mayor valor

economico de los mismos debido a la menor oferta en el mercado.

1.1.8. Poscosecha

Las berenjenas muestran un comportamiento de tipo no climatérico, con una moderada
tasa respiratoria, en el rango de 8-11 mL CO/kg h y una baja produccion de etileno (0,1-
0,7 uL/kg h) a 12,5 °C (Cantwell y Suslow, 2000). A pesar de esto, las berenjenas son
sensibles a la presencia de etileno y debe evitarse exponerlas con productos que si lo
generan en mayor cantidad y que pueden estar presentes durante el almacenamiento o
transporte. En este sentido, se ha informado que el contacto con etileno disminuye el

tiempo de conservacion de 14 a 3-5 dias (Mangione y Sanchez, 1999). A su vez, cuando

49



Capitulo I: Introduccion

las berenjenas son expuestas a mas de 1 ppm de etileno, puede ocurrir la abscision del
caliz y pardeamiento (Cantwell y Suslow, 2000; Kader, 2002). Por el contrario, el
tratamiento con el inhibidor de la accion del etileno, 1-metil-ciclopropeno (1-MCP),
redujo el deterioro de berenjenas almacenadas a 10 °C y luego transferidas a 20 °C
(Massolo y col., 2011).

Si bien para el control de la actividad respiratoria y extender el periodo de vida
poscosecha, se recomienda la implementacion del almacenamiento a bajas temperaturas,
(Toivonen, 2011), debe tenerse en cuenta que se trata de frutos susceptibles al dafio por
frio a temperaturas inferiores a 10 °C (Concellén y col., 2007). Las berenjenas son incluso
mas sensibles que los tomates y pimientos (Mohammed y Brecht, 2003). Por esta razon,
se recomienda su almacenamiento a temperaturas no inferiores a 10 °C y 90 % de
humedad relativa. En estas condiciones el potencial de almacenamiento de berenjena es
de 14-21 dias, ya que posteriormente la calidad visual y sensorial comienza a declinar
(Cantwell y Suslow, 2000). El enfriamiento a esta temperatura, inmediatamente después
de la cosecha, es beneficioso para retardar la decoloracion, pérdida de peso, la

deshidratacion del cdliz y las pudriciones (Kader, 2002).

1.2. Empleo de la técnica de injertacion en el Cinturon Horticola de La Plata:

Situacion actual v preguntas pendientes

En el Cintur6on Horticola de La Plata la técnica de injertacion se ha incorporado en forma
relativamente reciente. Se emplean mayormente en el cultivo de tomate donde
crecientemente se observan plantas injertadas sobre pies Maxifort, Beaufort (Monsanto,
Seminis), Emperador (Rijk Zwaan). El uso de estos pies ha cobrado interés por los
resultados obtenidos en cultivos injertados para la resistencia a nematodos, lo que
constituye un problema importante en los suelos del CHLP y por el beneficio de
reemplazar el bromuro de metilo. El pimiento (Capsicum annuum) también pueden
injertarse, aunque solo sobre pies de variedades o hibridos intraespecificos de pimiento
(Lee y col., 2010) como Capsifort (Monsanto, Seminis), Silver (Sakata), Ultron (H. M.
Clause), Creonte (Monsanto, Seminis). Por su parte, la berenjena (Solanum melongena)
al igual que el tomate pueden injertarse sobre otras especies e hibridos interespecificos e
incluso especies silvestres no tradicionales (Schwarz y col., 2010; Penella y col., 2013;
Lépez-Marin y col., 2013, 2017). Se estan empleando portainjertos tales como: Maxifort
(Monsanto, Seminis), Java (Takii), Emperador (Rijk Zwaan). En este cultivo se busca

acortar el periodo de crecimiento para adelantar la cosecha y extender el ciclo del cultivo,
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ambos con el objetivo de obtener produccion en periodos mas frios en los que el precio
de los frutos suele ser mas elevado. Si bien mucho menos que en tomate, en la literatura
existen algunos trabajos que evalian el empleo de portainjertos en berenjena. El
portainjerto para cultivo de berenjena mas reportado es el hibrido Solanum torvum, otros
portainjertos potenciales incluyen especies silvestres/aliadas de berenjena, .
macrocarpon, S. aethiopicum, S. aethiopicum x S. paniculatum y S. indicum (Sabatino y
col., 2018). Se han efectuado estudios de compatibilidad de pies en berenjena para
determinar si se pueden usar variedades de tomate o incluso solanaceas silvestres como
patrones (Leonardi y Giuffrida., 2006; Gisbert y col., 2011). También se ha buscado
usar como portainjertos diferentes hibridos interespecificos para incrementar el vigor y la
precocidad (Gisberty col., 2011). En berenjena injertada sobre portainjerto S. melongena
cv. Nianmaoquie, resistente a altas temperaturas, se alcanzo un 10 % de incremento en la
produccion (Wang y col., 2007). Por su parte, pocos estudios han evaluado portainjertos
que permitan mejorar la tolerancia a las bajas temperaturas. En esta tematica se ha
observado que las plantas de berenjena injertada sobre portainjertos de tomate “Taibyo”
o “Hiranasu” podian crecer a bajas temperaturas con buen vigor e incremento de la
produccion (Gao y col, 2006). Los portainjertos de Solanum torvum han mostrado buenos
resultados en cuanto a vigor y produccion tanto para el cultivo de tomate como de
berenjena a baja temperatura (Okimura y col., 1986).

El aumento en el numero de publicaciones referidas al empleo de plantas injertadas en
especies horticolas pone en evidencia el renovado interés en esta técnica. De todos modos,
la mayor parte de los estudios han focalizado en aspectos de cultivo siendo muy escasa la
informacion referida a los efectos que posee sobre el producto, su fisiologia, morfologia,
calidad y comportamiento poscosecha. Estos aspectos deben ser atin estudiados ya que
por el momento la limitada informacion disponible al respecto proviene mayoritariamente
de las empresas proveedoras de plantas injertadas. Con respecto al impacto del empleo
de plantas injertadas en los niveles de compuestos antioxidantes en berenjena
practicamente no existen estudios. Por ello el objetivo de este capitulo es: “evaluar la
influencia del empleo de portainjertos sobre el crecimiento, morfologia, calidad

comercial, comportamiento poscosecha y contenido de antioxidantes en berenjena”.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Se emplearon frutos de berenjenas violetas (Solanum melongena L.) cv. Monarca,
provenientes de plantas injertadas a bisel sobre dos pies:

-Maxifort (Monsanto, Seminis, Suiza): variedad de tomate recomendada comercialmente
por su capacidad para mejorar la tolerancia a algunas enfermedades, aumentar el vigor de
planta e incrementar el comportamiento al frio.

-Java (Takii, Japon): es una Solanacea hibrida interespecifica de berenjena silvestre
(Solanum sp.) Se la recomienda comercialmente por su capacidad para incrementar la
precocidad, aumentar la produccion y calidad y el comportamiento a baja temperatura.
Asimismo, se informa que posee buen comportamiento frente a Verticillium sp y
Fusarium sp.

Como controles se usaron plantas de la misma variedad sin injertar (pie franco) y ubicadas
dentro del mismo invernadero. Las plantas fueron cultivadas en dos invernaderos de la
ciudad de La Plata (Buenos Aires, Argentina), cuyos periodos de cosecha fueron los
meses de Noviembre y Abril. El riego y la fertilizacion se realizaron por goteo dos veces
por dia, por la mafiana y por la tarde. Se trabajo con plantas injertadas y control
localizadas en 5 o 6 surcos de la zona media del invernadero. Se efectu6 una curva de
crecimiento y cosecha de los frutos como se detalla a continuacion:

Curva de crecimiento: se marcaron 100 frutos recién cuajados con cintas de tela de color,
considerando a éste como dia 0. A los 9, 19, 21 y 24 dias luego del cuajado (“Day After
Fruit Set”, DAFS), se midi6 la longitud de los frutos de cada combinacién portainjerto-
variedad y sus respectivos controles. Se efectuaron tres marcaciones independientes de
frutos, durante el mes de febrero.

Cosecha: los frutos control y de plantas injertadas se cosecharon en tres estados de
crecimiento teniendo en cuenta su longitud: a) de 9 cm, estado I (E1) o “baby”, b) de 17
cm, estado II (E2) o comercial, ¢) de 19 cm, estado III (E3) o sobremaduro. Se cosecharon
150 frutos, para cada estado de crecimiento y combinacion portainjerto-variedad y se
trasladaron inmediatamente al laboratorio. Los frutos se clasificaron por tamafio, se
seleccionaron aquellos libres de defectos, y se lavaron con agua clorada.

Se determiné el calibre, tamafio y peso de los frutos. Se evalud la tasa respiratoria,

contenido de materia seca, color de piel y firmeza. Se obtuvieron secciones transversales
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de 5 mm de espesor de la zona ecuatorial de los frutos, se fotografiaron, y posteriormente
se realizd un andlisis de imagenes utilizando un software especifico (Image J, Estados
Unidos) a fin de determinar el tamafio y el nimero de semillas. Por ultimo, muestras de
las secciones transversales de 1 cm de espesor de la zona ecuatorial de los frutos, se
cortaron en cuartos, se congelaron en nitrogeno liquido, y se almacenaron en freezer a -
80 °C para realizar el andlisis del contenido de antioxidantes totales, fenoles totales, y
acido clorogénico (en piel y pulpa), y antocianinas en la piel. Las determinaciones se

realizaron como se describe a continuacion.

2.2. Determinaciones analiticas

2.2.1. Longitud y diametro de los frutos
Se determind la longitud con una cinta métrica y el didmetro de la zona ecuatorial con un
calibre. Las mediciones se realizaron en 20 frutos para cada estado de crecimiento y

combinacion portainjerto-variedad.

2.2.2. Tasa respiratoria

Se colocaron los frutos en un contenedor de vidrio hermético de 3 L de capacidad, y la
produccion de CO; se determiné con un sensor infrarrojo IR (Compu-Flow, Modelo 8650,
Alnor CA, Estados Unidos) al inicio y luego de trascurridos 10 min a 20 °C. Los
resultados se expresaron como mg COx/kg h. Se realizaron cuatro repeticiones para los

frutos de cada estado de crecimiento y combinacion portainjerto-variedad.

2.2.3. Materia seca
Se tomaron aproximadamente 2 g de pulpa de frutos de la zona ecuatorial y se llevaron a
estufa a 105 °C hasta peso constante. El contenido de materia seca (MS) se calcul6 por

diferencia de peso segun:

Pi—Pf
Pi

MS (%) = 100 X (

)

Siendo Pi el peso inicial de la muestra y Pf el peso final. Los resultados se expresaron
como porcentaje de materia seca y las determinaciones se realizaron por triplicado para

los frutos de cada estado de crecimiento y combinacion portainjerto-variedad.
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2.2.4. Color superficial

Se evaluo el color en la piel de los frutos de berenjena empleando un colorimetro
(Minolta, Modelo CR-400, Osaka, Japon) obteniendo los parametros L*, a* y b*. Se
analizaron 16 frutos para cada estado de crecimiento y combinacion portainjerto-variedad

y cada fruto se midio6 en tres zonas diferentes.

2.2.5. Resistencia a la compresion (RC)

Se realiz6 un ensayo de penetracion a 8 mm de profundidad y velocidad de 1 mm/s de la
zona ecuatorial del fruto de berenjena colocado en sentido horizontal al eje longitudinal.
Se empled un texturometro (Texture Analyzer -TA.XT2, Reino Unido) equipado con una
sonda plana de 3 mm de diametro. Se calcul6 la resistencia a la compresion (RC,
pendiente) en la grafica de fuerza vs distancia. Los resultados se expresaron en N/mm. Se
analizaron 16 frutos para cada estado de crecimiento y combinacién portainjerto-

variedad.

2.2.6. Numero y tamario de semillas

Se cortaron los frutos en forma transversal al eje principal en la zona ecuatorial de los
frutos. Cada rodaja se dejo pardear durante 30 min y se escane6 en un equipo HP F4480,
(Estados Unidos). Los archivos obtenidos se analizaron empleando el Software Image J.
Se determind la cantidad de semillas y el tamafio o 4rea (cm?) de las mismas. Las
imagenes de las rodajas ya escaneadas se introdujeron al programa, se pasaron a un
sistema binario, tal como se muestra en la Figura 1.2, para luego aplicarse filtros para
reducir el error en las mediciones realizadas por el programa. Se utilizaron 10 frutos de

cada estado de crecimiento y combinacion portainjerto-variedad.
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Figura L.2. Secuencia del procesamiento de imagenes de frutos de berenjena (I), en sistema binario (II), en
imagen filtrada (III) y en escala de grises (IV) para realizar un analisis morfologico digital.

2.3. Compuestos antioxidantes
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2.3.1. Extraccion en etanol de compuestos antioxidantes

Muestras de piel y pulpa congeladas en nitrégeno liquido se trituraron en un molinillo
(Peabody, PE-MC9100, China) por separado. Se pesaron 0,5 g de piel o 1 g de pulpa, y
se afiadieron 5 mL de etanol. Se realizaron dos extracciones consecutivas empleando tres
ciclos de agitacion en vortex: reposo de 1:3 min. La suspension se centrifugo a 13.000 x
g por 10 min a 4 °C (Sorvall ST 16R, Estados Unidos). Los extractos se emplearon para
determinar el contenido de 4cido clorogénico, fenoles totales y capacidad antioxidante

tanto de piel como de pulpa.

2.3.2. Compuestos fendlicos

El contenido de compuestos fenolicos se determino de acuerdo a Singleton y col. (1999),
empleando el reactivo de Folin- Ciocalteu. Para ello, se tomaron 50 puL de reactivo diluido
(1:1 v/v en agua) y se agregaron a tubos de ensayo conteniendo 100 pL de extracto
etandlico preparados como se detall6 en la seccion 3.3.1 y 750 uL de agua. Luego de 3
min de reaccion a temperatura ambiente se anadieron 100 pL de Na,COs 20 % (p/v) en
NaOH 0,1 M y 1000 pL de agua destilada. La mezcla de reaccion se agitd y se incub6
durante 90 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Finalmente, se midi6 la
absorbancia a 760 nm en espectrofotémetro (Hitachi U-1900, Japon). El contenido de
compuestos fenolicos se calcul6 utilizando acido clorogénico (ACG) como estandar. Se
prepararon dos extractos para cada estado de crecimiento y combinacion portainjerto-
variedad y cada uno se determino por triplicado. Los resultados se expresaron como mg

ACG/kg de peso fresco.

2.3.3. Capacidad antioxidante (TEAC)

La determinacion se realizo de acuerdo a Arnao y col. (2001). Los extractos se realizaron
como se describe en la seccion 3.3.1. La solucion madre del catidn-radical acido 2,2'-
azino-bis— (3—etilbenzotiazolin) — 6-sulfonico (ABTS™) se prepard pesando 7 mmol de
la sal de amonio de ABTS y 2,45 mmol de persulfato de potasio (K2S20g) en 1000 mL de
agua, se dejo reaccionar 12-16 h en oscuridad a temperatura ambiente. Para el estudio en
las muestras, la solucion madre fue diluida en etanol hasta obtener una absorbancia de
0,700 + 0,02 medida a 734 nm en espectrofotometro. A 1 mL de esta solucion del 16n
radical ABTS"" se le adicionaron 20 pL del extracto etandlico y 30 uL de etanol. La
mezcla se dejo reaccionar 6 min y se leyo la absorbancia a 734 nm. Se utilizé6 Trolox

como patrdn. Se realizaron tres replicados por cada estado de crecimiento y combinacion
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portainjerto-variedad. Los resultados se expresaron como Capacidad Antioxidante

Equivalente a Trolox (TEAC) en mg/kg de peso fresco.

2.3.4. Acido clorogénico (ACG)

Se determind espectrofotométricamente a 330 nm de acuerdo a Luthria (2006)
considerando una absortividad molar de 27.025 1/M.cm. Se empled ACG como patron.
Los extractos se realizaron como se describe en la seccion 2.3.1. Se realizaron tres
replicados por cada estado de crecimiento y combinacion portainjerto-variedad. Los

resultados se expresaron en mg ACG/kg de peso fresco.

2.3.5. Antocianinas

La extraccion y cuantificacion de antocianinas de la piel de los frutos se realizé de acuerdo
a Concelldn y col. (2007) con ligeras modificaciones. Los frutos se pelaron con bisturi y
la piel se congeld en nitrogeno liquido y pulverizé en molinillo, se pesaron 0,5 g y se
extrajeron los pigmentos con 10 mL de metanol: HCI (99:1 v/v) 4 veces consecutivas, se
centrifugd a 13.000 x g 10 min a 4 °C (Sorvall ST 16R). Los sobrenadantes se llevaron a
un volumen de 50 mL. Se midi6 la absorbancia a 540 nm usando un espectrofotdmetro.
Las medidas fueron realizadas por duplicado por cada estado de crecimiento y
combinacion portainjerto-variedad. Considerando una absortividad molar de 29.000
I/M.cm, los resultados se expresaron en equivalentes de delfidina-3-glucosido en mg/kg

de peso fresco segiin Saldilova y col. (2006).

2.4. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefo factorial siendo los factores
(control o injertado) y el estado de crecimiento (E1, E2 y E3). Cada combinacion
portainjerto-variedad se analiz6 con su respectivo control en forma separada. Se verifico
el cumplimiento de los criterios de homogeneidad de varianza y normalidad. Los datos
se analizaron por medio de ANOVA. Las medias fueron comparadas por el test LSD de
Fisher a fin de determinar las diferencias minimas significativas con un nivel de
significancia de P <0,05. Para ello se emple6 el software INFOSTAT (Universidad

Nacional de Cordoba, Argentina).
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Apariencia de los frutos

En la Figura 1.3 se observa la apariencia de los frutos de berenjena provenientes de

plantas control (pie franco, sin injertar) e injertadas sobre el pie Maxifort y Java

cosechadas segun su longitud en tres estados de crecimiento: E1, E2, E3.
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Figura 1.3. Frutos de berenjena violeta provenientes de plantas control (C) e injertadas (I) sobre A) pie
Maxifort, B) pie Java en tres estados de crecimiento: estado 1 (E1): 9 cm (“baby”), estado 2 (E2): 17 cm
(comercial), estado 3 (E3): 19 cm (sobremaduro).

Los frutos provenientes de ambas combinaciones de plantas injertadas en E1 no
mostraron diferencias morfoldgicas en cuanto a peso y didmetro respecto a sus controles,
aunque la combinacion Java-Monarca presentd frutos de menor didmetro o mas delgados
(Tabla I.1). Para los E2 y E3, los frutos injertados presentaron diferencias morfologicas
con sus controles; siendo los provenientes del portainjerto Maxifort frutos mas delgados
y livianos para una misma longitud. Por su parte los procedentes del pie Java, presentaron
también menor didmetro, aunque en este caso el peso no difiri6 respecto a su control. En
los frutos de berenjenas injertadas sobre el pie Java la relacion largo/ancho fue un 5 %
mayor respecto de los frutos control. Las berenjenas injertadas sobre Maxifort
aumentaron esta relacion un 45 % mas que los frutos controles, lo que significaria que los
frutos injertados crecieron en mayor proporcion en longitud que en diametro. Trabajos
previos que evaluaban la influencia de la injertacion en el tamafio y morfologia de los
frutos no encontraron diferencias evidentes (Khah, 2012; Cassaniti y col., 2011; Gisbert
y col., 2011; Sabatino y col., 2016). En contraposicion, en nuestro trabajo se observo una
tendencia de los frutos de plantas injertadas a ser mas delgados para una misma longitud
final. Si bien a priori esto podria deberse a diferencias en la division y expansion celular,

sobre todo en frutos E3 en el que predomina el crecimiento celular. Esto implicaria una
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mayor expansion de las células en direccion al eje principal de los frutos por sobre el
aumento de tamafo en sentido transversal, aspecto que podria confirmarse por
observaciones microscopicas de los tejidos. Méas alld del mecanismo involucrado los
resultados sugieren que el empleo de los portainjertos evaluados en el presente estudio
favorecio el crecimiento longitudinal por sobre el transversal. Estas diferencias fueron

significativas en E3 para Maxifort-Monarca y en E2 para Java-Monarca

Tabla 1.2 Longitud, didmetro y peso de frutos de berenjena violeta provenientes de plantas control (C) e
injertadas (I) con pie Maxifort, y pie Java en tres estados de crecimiento: estado 1 (E1): 9 cm (“baby™),
estado 2 (E2): 17 cm (comercial), estado 3 (E3): 19 cm (sobremaduro). Letras distintas, para un mismo
portainjerto, indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de
P <0,05.

MAXIFORT JAVA
Estado C 1 C 1
Longitud (cm) E1l 8,063¢ 8,92¢ 9,23e 9,06e
E2 17,37b 17,34b 16,98d 17,68¢
E3 19,32a 19,09* 19,19b 19,89a
Didmetro El 4.46d 4,49d 5,19d 4.85e
(cm) E2 8,04be 7,87¢ 8,28b 7,85¢
E3 8,83a 8,31b 9,08a 8,65a
Peso El 65,86d 65,97d 85,95¢ 77,49¢
(® E2 308,44b 267,97¢ 335,02b 318,63b
E3 386,24a 323,02b 433,37a 416,98a

3.2. Tasa de crecimiento

El crecimiento involucra un incremento irreversible de materia seca o volumen, dando
como resultado un aumento cuantitativo del tamafio y peso del fruto (Krug, 1997). El
patron de crecimiento de los frutos depende de la especie; asi los frutos de muchas
especies muestran un comportamiento del tipo sigmoide simple (Casierra-Posada y col.
2009); en cambio la mayoria de las especies de carozo son del tipo doble sigmoidea
(Coombe, 1976; Casierra-Posada y col., 2007). En el caso de los frutos citricos la forma
dependera de su origen, si es partenocarpico o sexual, pero en general es una curva
sigmoidea (Agusti, 2000). En la Figura 1.4 se muestra el crecimiento de los frutos entre

los dias 8 y 24 luego de la fructificacion o DAFS.
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Figura 1.4. Curvas de crecimiento de frutos de berenjena provenientes de plantas control (C) e injertadas
(I) sobre pie Maxifort y Java, en tres estados de crecimiento: E1 (9 cm), E2 (17 cm) y E3 (19 cm).

En las dos combinaciones portainjerto-variedad estudiadas se observo que la tasa de
crecimiento fue mayor para los frutos injertados que para los frutos control. Gisbert y
col. (2011) encontraron que el portainjerto hibrido interespecifico de berenjena S.
melongena con Solanum incanum L. le confirid6 mayor vigor al vastago, lo que result6 en
mayor rendimiento y precocidad de la fruta. También, cultivares de berenjena (Birgah,
Black Bell, Black Moon y Longo) sobre portainjertos de especies taxondmicamente
cercanas, como Solanum torvum, tuvieron alto vigor y precocidad de la fruta. Este aspecto
ya ha sido mencionado en la literatura para tomate, en los cuales también se habia
empleado el portainjertos Maxifort (Vreck y col., 2011; Petran y col., 2014; Schwarz y
col., 2013). En el caso de Java, la informacion es mucho mas limitada. Particularmente
para berenjena practicamente no existen antecedentes sobre los efectos que causan estos
portainjertos en la velocidad de crecimiento de los frutos. Para ambos portainjertos, se
observo que, durante el periodo de crecimiento de 16 dias analizado, los frutos de plantas
injertadas mostraron cerca de 2 cm mas de crecimiento en longitud que los controles. Los
mecanismos que sustentan el mayor crecimiento de los frutos en plantas injertadas pueden
basarse en un mayor desarrollo radicular que permite un mejor aprovechamiento de
recursos (ej. nutrientes, agua) (Haroldsen y col., 2012). De todos modos estudios mas
recientes muestran que la fisiologia de las plantas injertadas implica modificaciones
mucho mas profundas que incluyen entre otros la regulacion de la expersion génica de la
copa por parte de la variedad indepedientemente de las variaciones en el aporte de
nutrientes o agua que pudieran existir al modificarse el sistema radicular (Cutting y
Lyne, 1993; Aloni y col., 2010). Determinar esto en las combinaciones ensayadas
requeriria de la realizacién de estudios basicos al respecto que exceden los objetivos
planteados en la presente tesis, pero sin duda seria de sumo interés. Mas alla de esto, los
resultados indican que tanto Java como Maxifort aumentan la velocidad de crecimiento

de frutos cuando se emplean en la injertacion de plantas de berenjena. Esto es sin duda
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una ventaja, ya que teniendo presente que los frutos de berenjena se cosechan por tamatio,
la mayor velocidad de crecimiento se traduce en un adelanto del momento de cosecha que

para el estado E2 representaria unos 4 dias.

3.3. Tasa respiratoria

La respiracion de los frutos de berenjena varia dependiendo de la variedad, y etapa de
crecimiento (Zaro y col., 2014). Por ser un fruto no climatérico es de esperar una
reduccion en la tasa respiratoria (TR) conforme progresa la maduracion. Tal como se
observo en berenjena control e injertada sobre Maxifort y Java (Figura L.5). Esto ha sido
observado también por Makrogianni y col. (2017). De todos modos, no se conoce si el
empleo de plantas injertadas afecta la tasa metabolica. Los resultados presentados en la
Figura 1.5 muestran que los frutos provenientes de plantas injertadas mostraron una
menor TR que los controles. Esta tendencia fue consistente tanto para Maxifort como para
Java. A excepcion del E2 para Maxifort, en los restantes muestreos realizados las
diferencias fueron sustanciales y alcanzaron reducciones de entre 50 y 90 % en la TR para

los frutos injertados respecto de su control.
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Figura L.5. Tasa respiratoria de frutos de berenjena violeta provenientes de plantas control (C) e injertadas
(I) sobre pie Maxifort y pie Java, en tres estados de crecimiento: estado 1 (E1): 9 cm (“baby”), estado 2
(E2): 17 cm (comercial), estado 3 (E3): 19 cm (sobremaduro). Letras distintas, para un mismo portainjerto,
indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

El efecto del injerto sobre la respiracion resulta de sumo interés puesto que es una variable
que ha mostrado correlacion positiva elevada con la perecibilidad de los productos
frutihorticolas (Toivonen, 2011). El mecanismo fisiologico por el cual ocurre esta

reduccion no se conoce con certeza en este punto. De todos modos, podria especularse
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una relacion con diferencias entre el predominio de procesos de division celular y
expansion en frutos estudiados. Bertin (2005) informo6, en frutos de tomate, un
mecanismo de compensacion entre tamafio celular y numero de células. Esto redundo6 en
que frutos de igual tamafio final, estado de crecimiento y apariencia puedan variar
claramente su volumen celular medio y nimero de células. En este escenario drganos que
para un tamafio dado presentan células pequefias muestran un mayor requerimiento de
manutencion y por tanto una tasa respiratoria mas elevada (Lambers y col., 2008). En
linea con esta posibilidad, Valerga y col. (2018) informaron que frutos de berenjena con
similar tamafio, pero distinto tamafio celular medio, mostraron diferencias en su tasa
respiratoria hallando una correlacion positiva entre nimero de células y tasa respiratoria.
Este es un aspecto que seria de interés explorar, considerando que la injertacion modifico
tanto la TR como la tasa de crecimiento bajo las mismas condiciones de cultivo y

ambientales.

3.4. Materia seca

Los frutos de plantas injertadas sobre el pie Maxifort mostraron, para un mismo estado de
crecimiento, una similitud en los niveles de materia seca con los respectivos controles
(Figura 1.6). Sin embargo, a lo largo del crecimiento, tuvieron una variacion del
contenido de materia seca que fue desde aproximadamente 7 a 6 % entre frutos de El1 y
E3, respectivamente. Esta tendencia fue opuesta a la observada en la tasa de crecimiento
de los frutos y sugiere que la disminucion en la MS podria deberse a un efecto de dilucion
aparente vinculada a la expansion celular. Miceli y col. (2014) tampoco encontraron
diferencias de MS entre plantas de berenjena cv. Birgah control e injertadas sobre S.
torvum.

Los frutos injertados sobre Java presentaron, para un mismo estado de crecimiento,
niveles de materia seca menores a sus respectivos controles. Mientras que, a lo largo del
crecimiento, los niveles de MS se mantuvieron constantes y cercanos al 6 % vy

disminuyeron recién entre E2 y E3.
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Figura 1.6. Contenido de materia seca de frutos de berenjena provenientes de plantas control (C) e
injertadas (I) sobre pie Maxifort y pie Java, en tres estados de crecimiento E1 (9 cm), E2 (17 cm) y E3 (19
cm). Letras distintas, para un mismo portainjerto, indican diferencias significativas segun el test LSD de
Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.5. Color superficial

Los pigmentos mayoritarios en la piel de berenjena son flavonoides, particularmente
antocianinas que le dan el color rojo-azulado caracteristico (Saldilova y col., 2006).
Como se observa en la Figura I.7A, los valores de luminosidad mostraron una tendencia
decreciente con el crecimiento, lo cual sugiere un oscurecimiento de los frutos. Si bien la
berenjena es muy particular en este sentido, ya que su piel es violeta oscuro desde sus
inicios, aun asi muestra cierto incremento del color conforme la fruta se expande (Zaro
y col., 2014). De todos modos, el color logrado dependera del balance entre numerosos
aspectos dentro de los que se destaca la sintesis de novo de antocianos y la dilucion
aparente debida al crecimiento. Por otra parte, existen muchos otros factores capaces de
afectar el color de los frutos ricos en antocianinas tales como modificaciones de pH, iones
metalicos o co-pigmentos (Goulas y col., 2012). M4s alla de esto, no se observo para este
parametro una diferencia marcada entre plantas control e injertadas. El parametro a*
mostro un incremento durante el crecimiento indicando un aumento del componente rojo
del color de piel (Figura 1.7B). En este caso, se observo un mayor aumento en berenjenas
de plantas injertadas. Esto muestra que los frutos provenientes de plantas injertadas
manifestaron un cambio hacia colores mas rojizos con el crecimiento. Esto concuerda con
lo informado por Kacjan Marsi¢ y col. (2014) y Miceli y col. (2014) que informaron que
los frutos de berenjena de plantas injertadas mostraron un color de piel mas oscuro.

Finalmente, el pardmetro b* (variacion amarillo-azul) presento valores negativos y
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cercanos a cero. De este modo, tampoco mostro diferencias entre los frutos control e

injertados (Figura L.7C).
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Figura L.7. Parametros de color de piel: A) Luminosidad (L*), B) a* C) b* de frutos de berenjena
provenientes de plantas control (C) e injertadas (I) sobre pie Maxifort y pie Java, en tres estados de
crecimiento E1 (9 cm), E2 (17 cm) y E3 (19 cm). Letras distintas, para un mismo portainjerto, indican
diferencias significativas segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.6. Resistencia a la compresion (RC)

La textura de un fruto es muy importante y es una de las determinaciones que los
compradores propenden a realizar mas alla de la apreciacion visual a la hora de decidir la
compra. La textura se ve afectada por la turgencia celular, composicion de la pared celular
y por aspectos morfologicos y estrucutrales (Sams, 1999). Diversos factores externos
pueden modificar los valores de textura afectando la calidad final del producto. Como se
observa en la Figura 1.8, el portainjerto Maxifort present6 una reduccion en la RC entre

los estados E1 y E2, pero el empleo del portainjerto no tuvo efectos sobre este atributo.
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Mientras que, en Java no se observaron diferencias en la RC ni durante el crecimiento ni

en respuesta a la injertacion.
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Figura 1.8. Resistencia a la compresion (RC) de frutos de berenjena provenientes de plantas control (C) e
injertadas (I) sobre pie Maxifort y pie Java, cosechadas en tres estados de crecimiento E1 (9 cm), E2 (17
cm) y E3 (19 cm). Letras distintas, para un mismo portainjerto, indican diferencia significativa segin el test
LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.7. Numero y tamaio de semillas

La semilla es el principal érgano reproductivo de la gran mayoria de las plantas superiores
(Doria, 2010). Todos aquellos vegetales en los que las semillas se consumen junto al
resto de los tejidos, pueden ver afectado su sabor y aceptabilidad de forma negativa o
positiva. En frutos de berenjena, el nimero y tamaio de semillas son parametros
importantes. En términos generales frutos con mayor nimero y tamafio de semillas
resultan menos agradables por su sabor amargo (Du y col., 2016). En el presente trabajo
el nimero de semillas no mostré diferencias entre frutos de plantas control e injertadas
(Tabla 1.2). Conforme avanzo6 el crecimiento de los frutos, si bien se observd un
incremento del tamafio de las semillas, tampoco se evidenciaron diferencias marcadas
entre frutos provenientes de plantas control o injertadas.

En sintesis, los resultados muestran que, para las combinaciones estudiadas en el presente
trabajo, la técnica de injertacion no provocd variaciones significativas en la formacion y
crecimiento de semillas de los frutos. Estos resultados difieren de los informados por
Khah (2006), quien hall6 que frutos de berenjena de plantas injertadas sobre pies de

tomate presentaron menor numero de semillas que el de los frutos control.
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Tabla 1.3 Numero y tamafio de semillas de frutos de berenjena provenientes de plantas control (C) e
injertadas (I) sobre pie Maxifort y pie Java, en tres estados de crecimiento diferente E1 (9 cm), E2 (17 cm)
y E3 (19 cm). Letras distintas, para un mismo portainjerto, indican diferencias significativas segun el test
LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05

MAXIFORT JAVA
Estado C 1 C 1
N°de semillas 82,57 a 70,2 abc 108,98 a 101,45 a
Tamapiio de semilla El 0,015b 0,015b 0,0086 ¢ 0,0078 d
(cm) E2 0,023 a 0,023 a 0,0187 b 0,0187 b
E3 0,022 a 0,022 a 0,0199 a 0,0204 a

Como ya se menciond, los portainjertos Maxifort y Java se emplean actualmente en el
Cinturén Horticola de La Plata. Ambos portainjertos se recomiendan por su resistencia a
bajas temperaturas de cultivo y por adaptarse mejor a los patégenos de suelo que aqui se
encuentran. El portainjerto Maxifort ha sido empleado y estudiado en mayor magnitud en
la bibliografia (Vreck y col., 2011; Petran y col., 2014; Schwarz y col., 2013) que el
portainjerto Java. Este ultimo carece de estudios previos, por lo que se decidié su empleo

para evaluar en detalle los efectos en los niveles de compuestos antioxidantes.

3.8. Compuestos antioxidantes

3.8.1. Compuestos antioxidantes en piel

A fin de realizar una evaluacion mas detallada de la composicion de los frutos se
realizaron determinaciones de compuestos antioxidantes. Estas determinaciones se
llevaron a cabo para las plantas injertadas sobre Java y su respectivo control. En los
ultimos afios se han desarrollado varias técnicas relativamente rapidas de ‘screening’ para
tener una aproximacion. Actualmente es muy comun recurrir a diferentes metodologias
de andlisis de compuestos antioxidantes dado que sus resultados no son siempre
totalmente coincidentes. Dos de las metodologias més empleadas son las desarrolladas
por Arnao y col. (2001) también conocidas como TEAC y la descripta por Singleton y
col (1999) que emplea el reactivo de Folin-Ciocalteu. La primera se basa en la capacidad
de los compuestos antioxidantes, presentes en una muestra que se desea dosar, de
neutralizar a un ion-radical coloreado (ABTS®*"), cuya disminucion puede ser facilmente
medida en forma espectrofotométrica. Mientras que, la segunda aprovecha la capacidad
de los antioxidantes fenolicos para reducir al reactivo en una reaccion redox y formar un

complejo coloreado. En berenjena, los antioxidantes son principalmente conformados por
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compuestos fenolicos, tanto en la piel como en la pulpa de los frutos (Cao y col., 1996;
Zaro y col., 2014). En este trabajo, la capacidad antioxidante, TEAC, de la piel de los
frutos mostrd un patron comparable con el contenido de compuestos fendlicos en funcion
del crecimiento de los mismos. Asi, se observo una tendencia claramente decreciente
entre frutos E1 y E2 para permanecer practicamente constante hacia frutos E3 (Figura
L.9A y B). La pérdida de capacidad antioxidante ocurri6 mayoritariamente entre los
estados E1 y E2, ya que perdi6 practicamente un 40-50 % de los antioxidantes. En frutos
tales como meldn, mango, manzana, arandano (Abu-Goukh y col, 2005, 2011; Kondo y
col., 2002; Vicente y col., 2009; Castrejon y col., 2008) también es habitual que el
contenido de compuestos fendlicos disminuya con el avance del crecimiento y la
maduracion. Podria pensarse que la sintesis de compuestos fendlicos se ha disminuido e
incluso anulado, pero como los frutos estan en pleno proceso de crecimiento en tamafo
esto resultaria en una menor concentracion de metabolitos por g de tejido (dilucidon), mas
que una degradacién o metabolismo de estos compuestos (Renard y col., 2007; Lewis y

col., 1999).
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Figura 1.9. A) Capacidad antioxidante (TEAC) y B) Fenoles totales en piel de frutos de berenjena
provenientes de plantas control (C) e injertadas (I) cosechadas en tres estados de crecimiento diferente E1
(9 cm), E2 (17 cm) y E3 (19 cm). Letras distintas indican diferencias significativas segun el test LSD de
Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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En el caso de berenjena en la medida que se avanzoé en los estados se observéd también un
menor contenido de compuesto fenolicos en los frutos de plantas injertadas por el método
de Folin-Ciocalteu, pero no asi de capacidad antiocidante por TEAC. De todos modos, es
importante mencionar que las berenjenas, de plantas injertadas mostraron una tendencia
general a presentar menores valores de capacidad y contenido de antioxidante. Esto
coincide con lo informado por Moncada y col. (2013) en distintos cultivares de berenjena
injertados en Solanum torvum. En esta linea, Sabatino y col. (2016) y Kacjan Marsi¢ y
col. (2014) encontraron que los injertos en berenjena, en condiciones ambientales
desfavorables, acumularon menor contenido de los principales grupos de compuestos
fenolicos.

Los compuestos fendlicos en la pulpa y la piel de berenjena violeta se dividen en tres
grandes grupos: 4cidos hidroxicindmicos, flavonoles y antocianinas (Kacjan MarSi¢ y
col., 2014). En piel, los compuestos bioactivos predominantes son las antocianinas
derivadas de la delfinidin-3-rutindsido, y el 4cido clorogénico, siendo este ultimo el
principal antioxidante en la pulpa (Zaro y col., 2014). La concentracion de antocianinas
en los frutos de berenjena violeta es alta en comparacion con la de otras frutas y hortalizas
del mismo color, por ejemplo, la berenjena contiene 2 veces mas antocianinas que las
uvas y 7 veces mas que las cebollas rojas (Li y col., 2018). Los cambios de estos
compuestos durante el crecimiento de los frutos ya han sido descriptos para otros
cultivares. En este trabajo, se observd que los frutos de plantas injertadas mostraron un
nivel entre 13 y 30 % inferior a los frutos control, dependiendo del estado. Kacjan Marsié¢
y col. (2014) encontraron una alta dependencia del injerto en las concentraciones de
antocianinas, y observaron un menor contenido de estos compuestos en frutos de plantas
injertadas. Estos autores sugieren que ello podria ser una consecuencia de frutas mas
sombreadas, debido a que las plantas injertadas presentaron mayor vigor y crecimiento
que influy6 negativamente en la concentracién de antocianinas ya que como es conocido,
la biosintesis de antocianinas esta regulada y potenciada por la luz (Li y col., 2018). Es
de destacar que los niveles de antocianinas permanecieron constantes en frutos controles
durante el crecimiento de E1 a E3, a diferencia de los frutos injertados que mostraron un
aumento del 24 % desde E1 a E2 y permanecieron constantes hasta E3 (Figura [.10A).
A diferencia de otros frutos en los que el aumento de antocianos es exponencial durante
la maduracion; las berenjenas ya presentan cerca del 80 % del total en el estado E1 o

“baby” lo que se traduce en un muy ligero aumento hacia los frutos E3.
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Por su parte el ACG mostré un marcado descenso durante el proceso de crecimiento, en
especial entre frutos E1 y E2 donde disminuy6 entre un 40-50 %, para luego permanecer
practicamente constante hacia frutos E3. Es de resaltar que los frutos E2 y E3 de plantas

injertadas alcanzaron menores valores respecto de los frutos control (Figura 1.10B).
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Figura 1.10. A) Antocianinas y B) acido clorogénico (ACG) en piel la de frutos de berenjena provenientes
de plantas control (C) e injertadas (I) cosechadas en tres estados de crecimiento E1 (9 cm), E2 (17 cm) y
E3 (19 cm). Letras distintas indican diferencias significativas segun el test LSD de Fisher con un nivel de
significancia de P < 0,05.

Un aspecto de interés fue observar que la injertacion afectd tanto el contenido de
antocianinas como de acido clorogénico en la piel.

Cuando estos niveles y tendencias se comparan con los niveles de TEAC se puede
apreciar que, ante el avance del crecimiento y en particular entre los frutos E1 y E2, la
gran disminucion de ACG es determinante en ocasionar la gran disminucion de los niveles
de TEAC y contenido de fenoles totales. Si bien el alto porcentaje de antocianinas en piel
aportan en gran medida a los niveles TEAC y de fenoles totales, su aumento fue de sélo
un 5-10 % entre frutos E1 y E2, lo que no modificé sustancialmente la tendencia a la
disminucion de los mismos. Finalmente, la injertacion afectd tanto el contenido como

capacidad antioxidante en la piel de berenjena mostrando, en general, menores niveles.
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3.8.2. Compuestos antioxidantes en pulpa

La capacidad antioxidante o TEAC de la pulpa fue maxima para el estado E1 (Figura
L.11A), luego la tendencia fue descendente en la medida que avanzo el crecimiento del
fruto. Ese descenso en los E2 y E3 llego al 30 % y 40 %, respectivamente, siendo atn
mas bajo en los frutos de plantas injertadas. El contenido de compuestos fendlicos totales
mostr6 la misma tendencia que el TEAC (Figura 1.11B) tanto durante el crecimiento
como en respuesta a la injertacion. Dado que el ACG es el principal antioxidante de la
pulpa de frutos de berenjena los cambios en este compuesto acompafiaron a los
observados en las determinaciones de TEAC (Figura I.11C). Asi, la concentracion de
compuestos fendlicos avanzaria de forma opuesta al crecimiento de los frutos. El
contenido de ACG también muestra una primer gran disminucion en estados tempranos
del desarrollo de tomate (Choi y col., 2010) y papa (Lewis y col., 1999). En concordancia
con ello, Renard y col (2007) hallaron en manzanas una correlacion entre el fin de la
biosintesis activa de polifenoles y el inicio de la expansion celular, con la consecuente
caida del contenido de compuestos fenolicos en pulpa. También en frutilla, se ha hallado
que la enzima PAL, clave en la biosintesis de compuestos fenolicos, posee picos de
maxima actividad al inicio y final de los estados de crecimiento (Halbwirth y col., 2006),
los cuales proveen de compuestos fenolicos simples al inicio y antocianos que otorgan el
color rojo al final de este periodo. A partir de las determinaciones realizadas en el presente
trabajo, resulta dificil establecer en forma inequivoca las causas por las cuales los frutos
de plantas injertadas mostraron una tendencia a acumular menores niveles de
antioxidantes. Estas diferencias podrian atribuirse a multiples factores dado que en el
fruto en desarrollo coexisten procesos de dilucion por crecimiento, biosintesis,
polimerizacion y degradacion dependiendo del compuesto considerado, tejido y etapa del
proceso de formacion (Lewis y col., 1999).

De todos modos, el hecho de que la injertacion haya aumentado el vigor y la velocidad
de crecimiento y que los componentes del extracto seco medidos (MS total y
antioxidantes) hayan mostrado en forma recurrente tendencia a presentar menores
niveles, permite al menos hipotetizar que el aumento en la velocidad de crecimiento haya
redundado en una mayor dilucién aparente en los frutos de plantas injertadas de los
solidos totales. Esto requiere mayores estudios que podrian incluir la evaluacion de la
actividad de enzimas biosintéticas y un analisis mas detallado de los procesos de division

y expansion celular en los frutos en respuesta a la técnica de injertacion.
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Mas alld de esto, los resultados del presente trabajo muestran claramente que la
injertacion de berenjena cv. Monarca sobre pie Java resulta en una reduccion en los
niveles de antocianos y ACG en piel y de ACG en pulpa que redunda en una reduccion

de la capacidad antioxidante de los frutos.
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Figura I.11. A) Capacidad antioxidante (TEAC), B) Fenoles totales y C) acido clorogénico (ACG) en pulpa
de frutos de berenjena provenientes de plantas control (C) e injertadas (I) cosechadas en tres estados de

crecimiento E1 (9 cm), E2 (17 cm) y E3 (19 cm). Letras distintas indican diferencias significativas segun
el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

70



Capitulo I: Conclusiones

I.4. CONCLUSIONES

En el presente capitulo se determind el efecto del uso de portainjertos sobre el
crecimiento, morfologia, calidad comercial y compuestos bioactivos de frutos de
berenjena violeta. Los frutos provenientes de plantas injertadas crecieron a una mayor
velocidad alcanzando su longitud comercial en menor tiempo, lo que favorecio su cosecha
anticipada respecto de los frutos control. Para ambos portainjertos estudiados (Maxifort
y Java) los frutos de plantas injertadas mostraron una tendencia a presentar una menor
tasa respiratoria y materia seca y un color algo mas rojizo que sus respectivos controles
sin injertar. La injertacion no afect6 la resistencia a la compresion mecanica de los frutos
ni el nimero y tamafio de semillas. Finalmente, en el caso del cv. Monarca injertado sobre
el pie Java se demostrd que dichos frutos mostraron una tendencia a presentar niveles
inferiores de capacidad antioxidante, fenoles totales y 4cido clorogénico, tanto en piel
como en pulpa.

En sintesis, los resultados sugieren que el uso de portainjertos posee influencia en el
crecimiento y en algunos atributos morfologicos y composicionales de frutos de

berenjena violeta.
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Influencia del empleo de portainjerto sobre la calidad,
comportamiento poscosecha y susceptibilidad al dario por

frio en frutos de berenjena

72



Capitulo II: Introduccion

IL.1. INTRODUCCION

1.1. Daiio por frio

La refrigeracion es la tecnologia poscosecha mds empleada para lograr beneficios
asociados a mantener la calidad de las frutas y hortalizas. De todas maneras, los beneficios
estan limitados debido a que algunos productos son sensibles al dafio por frio (DPF) y
pueden aparecer desordenes fisioldgicos, frio bioquimicos y fisicos. La susceptibilidad a
este tipo de dafio depende del cultivar, de la temperatura y del tiempo de exposicion a las
bajas temperaturas, del grado de madurez, y de las temperaturas previas a la cosecha
(Wang, 1994). Este fenomeno es observado principalmente en frutas y hortalizas de
origen tropical o subtropical tales como: citricos, palta, anana, mango, melén, banana,
berenjena, tomate, pimiento, pepino, etc.

En general, los mecanismos que inducen a lesiones por bajas temperaturas se asocian con
cambios en la integridad y funcionalidad de las membranas celulares y con la produccion
de especies reactivas de oxigeno (EROs):

i-Cambios en la integridad vy funcionalidad de las membranas celulares: La naturaleza

fisica de los lipidos de membrana es la responsables de la habilidad de adaptacion de las
plantas a las condiciones ambientales. En el caso del desarrollo de dafio por frio estaria
involucrado un evento inicial denominado “transicion de fase”, en el que los lipidos
hallados en forma de liquido cristalino, ante temperaturas menores a la critica,
evolucionan hacia una fase tipo gel-sdlido (Lyons, 1973). Estos cambios generan
modificaciones en el funcionamiento normal de las membranas que incluyen: alteracion
de reacciones enzimaticas, desbalance de procesos metabolicos, alteracion de la actividad
de proteinas de membranas, pérdida de la permeabilidad, generacion de EROs, la
peroxidacion de dacidos grasos, la degradacion de fosfolipidos y galactolipidos y
acumulacién de metabolitos toxicos (Figura II.1). Mientras que, con la exposicion
prolongada a las bajas temperaturas, finalmente se produce el dafio y muerte celular,
haciéndose visible en el producto a partir de lesiones superficiales, pardeamiento interno,
lentitud en los procesos de maduracion, entre otros (Aghdam y Bodbodak, 2013).
Asimismo, suele ocurrir la apariciéon de pudriciones en las zonas afectadas, por la
infeccion secundaria de ciertos microorganismos (Salveit, 2003; Toivonen, 2011). Puede

internamente haber una fuga de agua intracelular, iones y metabolitos, (Sharom y col.,
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1994). La principal consecuencia de todos estos eventos es la pérdida de la funcionalidad

de la biomembrana (Sevillano y col., 2009).
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Figura II.1. Cambios en la integridad y funcionalidad de las membranas celulares asociados a lesiones por
bajas temperaturas (Chilling stress). Adaptado de Aghdam y Bodbodak, (2013).

ii-Estrés oxidativo. Produccion de EROs: Las EROs son producidas por el metabolismo

celular normal como ya se indico en la secciéon 1.3.1 de la Introduccion General. Ante un
desbalance entre las EROs y el sistema de detoxificacion enzimético y quimico, se
produce el estrés oxidativo. En general, esta situacion se produce por diversas situaciones
de estrés bidtico y abiotico, y el daiio por baja temperatura no es una excepcion a esta
regla. La pérdida de integridad de la membrana se ve impulsada por procesos oxidativos,
ya que el estrés por frio aumenta los niveles de EROs que estimulan la peroxidacion de
lipidos en las membranas celulares (Sevillano y col., 2009). El sistema de defensa de las
plantas puede actuar activando los genes que codifican para proteinas involucradas en el
transporte de electrones y cuya reduccion del oxigeno es atribuida a la actividad de una
oxidasa alternativa en vez de la via citocromica (Moller, 2001) y asi conducir a un
aumento de la resistencia contra el DPF a través del mantenimiento del equilibrio entre la
produccion de EROs y la actividad general del sistema antioxidante (Purvis, 1997). Por
otro lado, las plantas superiores también pueden inducir la actividad o la expresion génica
para los sistemas enzimdticos (SOD, CAT, POD, GPX, etc) y quimicos (compuestos
fenolicos, carotenoides, acido ascorbico, etc.) que captan EROs (Moller, 2001). La mayor
actividad del sistema antioxidante conduce a la reduccion de las EROs, por lo tanto,
mejora la integridad de la membrana y, en ultima instancia, induce resistencia a los

estreses abidticos como el estrés por baja temperatura (Mittler, 2002).
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Diversas frutas y hortalizas sufren DPF cuando son almacenados por debajo de la
temperatura recomendada. Los sintomas visibles caracteristicos dan lugar a: la formacioén
de depresiones del tejido por debajo de la piel (sintoma conocido como "pitting" del inglés
"con hoyos") frecuente en citricos y pepinos; incapacidad para desarrollar una coloracion
uniforme observable en tomates; incremento de la respiracion; aumento de la
susceptibilidad a podredumbres comunes en tomates; amarronamiento y harinosidad de
la pulpa y pérdida de jugo comun en frutas de carozo, llevando finalmente a grandes
pérdidas poscosecha durante la comercializacion (Wang, 1994). En frutos de berenjena,
los sintomas surgen al ser almacenados a temperaturas menores a los 10-12 °C y los
principales sintomas son el pardeamiento de la pulpa y semillas, punteado o escaldaduras
superficiales, pérdida de solutos, aparicion de olores desagradables y aumento de
pudriciones (Molinar y col., 1996; Cantwell y Suslow, 2000; Concellon y col., 2005).
El grado de dafio es funcion de la temperatura, asi como del tiempo de exposicion (Puryvis,
2002; Saltveit, 2003).

Una mayor resistencia al DPF confiere al vegetal la posibilidad de ser almacenado a bajas

temperaturas y que los sintomas de dafo se vean retrasados e incluso inhibidos.

1.2. Uso de portainjertos: Efectos sobre la fisiologia de la planta entera,

caracteristicas fenotipicas de la copa vy de los productos cosechados

La injertacion puede considerarse una técnica en la que se forma un individuo con mas
de un genotipo que variard dependiendo de la porcién considerada (portainjerto:
variedad). La mayoria de las plantas se injertan sin problemas sobre si mismas, con menor
eficacia se injertaran sobre especies estrechamente relacionadas, y rara vez lo haran con
especies menos emparentadas. Para una union exitosa se conoce que las auxinas y
citoquininas juegan un rol importante (Figura IL.2A). Los injertos incompatibles a
menudo fallardn inmediatamente debajo de la zona de union por formacion de una union

debil y falta de conexiones vasculares (Figura I1.2B).
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Figura I1.2. A) Expresion de genes vinculados con el metabolismo de citoquininas visualizado mediante la proteina
verde fluorescente (GFP) 8 dias luego de la injertacion. B) Seccion de la zona de union de un injerto de tomate revelando
la formacion de callo y nuevo tejido vascular xilematico entre el portainjerto y la variedad. Adaptado de Melnyk y
Meyerowitz, (2015).

En el capitulo anterior pudo observarse que en el caso de las combinaciones estudiadas
de berenjena violeta esto se traduce en algunos cambios en la velocidad de crecimiento,
la morfologia y composicion de los frutos. De esa observacion se desprende que el pie o
portainjerto ejerce efectos sobre la copa o variedad injertada. Estas respuestas pueden ser
el resultado de dos grandes grupos de efectos que en algunos casos resulta dificil de
delimitar: por un lado, los efectos directos vinculados con cambios en la morfo-fisiologia
radicular, y por otra parte, aquellos cambios indirectos, derivados del portainjerto que
implican modificaciones en la fisiologia de la planta entera segin se describe a
continuacion:

i-Efectos derivados de cambios en la morfo-fisiologia radicular: En este grupo se

incluyen aquellas caracteristicas que resultan en forma directa de la incorporacion de un
sistema radicular diferente al de la variedad. Algunos ejemplos podrian ser variaciones
en el anclaje de la planta, en el volumen y ramificacion y funcidn radicular que afectan la
capacidad de exploracion del suelo y que por ejemplo pueden modificar la eficiencia de
uso de agua y/o absorcion de nutrientes, cambios en el vigor, otorgar resistencia a
adversidades bioticas (ej. como la resistencia a filoxera en vides injertadas o la mejora en
la respuesta a nematodos o enfermedades del suelo) (Schwarz y col., 2010).

ii. Cambios indirectos, derivados del portainjerto que implican modificaciones en la

fisiologia de la planta entera: en la actualidad se conoce que existen multiples

interacciones entre el portainjerto y la variedad atn luego de que se ha logrado una
compatibilidad satisfactoria, y que exceden al suministro ascendente de agua y nutrientes
minerales y el flujo descendente de fotosintatos. Dentro de estos cambios podemos

describir el intercambio de sefiales hormonales (Cutting y Lyne, 1993; Aloni y col.,
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2010); el transporte de diferentes formas de ARN y proteinas (Haroldsen y col., 2012).
Y a continuacidn se presentan brevemente algunos de estos mecanismos:

-Acidos nucleicos: Historicamente, los 4cidos nucleicos se creian autbnomos de cada
célula y por tanto no se consideraba que pudieran cruzar barreras celulares para ejercer
efectos mas alld de su sitio de sintesis. En el caso del ADN gendémico no hay evidencia
marcada de movilidad mas que el de virus basados en esta molécula. Solo se ha descrito
el movimiento de ADN cloroplastico a zonas inmediatamente adyacentes a las de
realizacion de injertos (Stegemann y Bock, 2009). En el caso del ARN se ha demostrado
que los procesos de trafico dentro de la planta son frecuentes; de hecho, juegan un rol
central en procesos normales del desarrollo vegetal. Estos procesos, por lo tanto, son
selectivos y altamente regulados. El liquido floematico suele contener transcriptos de
ARN y proteinas de union a esta molécula. Por ejemplo, en el caso de calabaza y pepino
injertado sobre pie de calabaza se han encontrado ARNm que codifican para genes que
participan en la regulacion de la senescencia provenientes del portainjerto en la variedad
(Harlodsen y col., 2012). En forma mas reciente se han identificado pequenios ARN no
codificantes como moléculas modviles en las plantas. Este tipo de ARN de cadena pequefia
posee menos de 200 nucleotidos. La idea de que estos pequenios ARN estan implicados
en la regulacion de la fisiologia del desarrollo dentro de células individuales como forma
autonoma y como sefializacion a largas distancias, es cada vez mas aceptada (Buhtz y
col., 2010).

-Proteinas: Ademas de los ARN, las proteinas pueden ser transportadas por largas
distancias. Por ejemplo, investigadores de la Universidad de Florida han desarrollado un
portainjertos que entrega péptidos antimicrobianos que permiten el control de
enfermedades fungicas y bacterianas en las variedades (Dutt y col., 2007; Gray y col.,
2007).

-Fitohormonas: se conoce que la translocacion de auxinas, citoquininas y ABA son

necesarios para lograr la compatibilidad de pie y copa (Melnyk y Meyerowitz, 2015).

1.3. El empleo de portainjertos posee influencia sobre la poscosecha?

Si bien ha existido un aumento en el interés en la comprension del efecto del injertado en
especies frutihorticolas en los tltimos afios, los estudios han focalizado mayoritariamente
en aspectos agrondmicos tales como control del vigor y adversidades bioticas y abidticas
durante la etapa de cultivo. Contrariamente, relativamente pocos trabajos han analizado

la influencia que ejerce el empleo de diversos portainjertos sobre el comportamiento
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poscosecha (Tabla II.1). Como es esperable, y al igual que ocurrié con el empleo de la
técnica de injertacion con fines comerciales, los estudios son mas frecuentes para especies

frutales perennes.

Tabla I1.1 Algunos efectos resultantes del empleo de portainjertos sobre pardmetros de calidad de frutas y

hortalizas durante el almacenamiento poscosecha descritos en la literatura.

Producto Genotipo Efectos observados Referencia
-cv Star ruby y Red Ruby
Pomel. sobre mandarino Ambos cultivares sobre Cleopatra ~ Machado y col.,
ometo Cleopatra y/o citrumelo mostraron mayor pérdida de peso. 2015.
Swingle.
-cv Thompson Seedless .. ,
U en portainjertos Dogridge, desEil d?;gzgf fit:: 11 fseg;o i ol Somkuvar y col.,
va Salt Creek, 1613 C y St. act Yas, 2008.
George. oscurecimiento del pedicelo.
di%::efl(t)::ggfa?gberti)s -Frutos sobre M9 mostraron
p Jetos. menos produccion de etileno en el Tomala y col.,
almacenamiento que sobre PB-4 o 2008.
P 22.
Manzana
-cv Jonica sobre
portainjertos -l;2.2, PSQ y P60 m(;)sltra(rion menos Skrzynski y
1tter pit, menor ablandamiento Gastol, 2007.
e MZ% 61:)22’ Ry durante el almacenamiento.
—ev Regina sobre El portainjerto vigoroso resulté en
C ortainier t%) S Viooroso frutos con mayor deterioro del Dziedzic y col.,
ereza p se nfi-enanizinte y color del pedinculo y menor 2017.
' contenido de solidos solubles.
] Y Al sglbis 2 El empleo del portainjerto Strong
Melon hibridos interespecificos s . RO
reticulado e il Stizsig Taga i Tosa’ aumento la vida util del Zhao y col., 2011.
Tetsukabuto producto en forma marcada.
_cv Tri-X 3136 sobre 6 Los portainjertos L43, L46 y L48
. portainjertos de Lagenaria de Lagenaria fueron los mas Suarez-Hernandez
Sandia y 2 de pepino. promisorios para reducir la col. 2017
pérdida de peso, y ablandamiento y ol '
y mantener el color.
Los frutos de plantas injertadas
Bereni -cv Tsakoniki sobre S mods trarp’n mencl)s VitCy flrmteza, Arvanitoyannis y
1jena torvum y S sisymbrifolium reduccion en algunos parametros col.. 2005
sensoriales, pero no se afecto la s ’
aceptabilidad global.

Asi se ha descrito, que el empleo de diferentes portainjertos afecté la vida util,
ablandamiento, pérdida de peso, susceptibilidad a enfermedades en productos como
pomelo, uva, manzana y cereza (Tabla IL.1). Para especies horticolas existen unos pocos
trabajos: melon reticulado, sandia y berenjena. En el caso de sandia se informé que el

portainjerto afecta tanto la calidad a cosecha como el comportamiento en el
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almacenamiento (Suarez-Hernandez y col., 2017). En este caso, se hall6 que el empleo
de portainjertos de Lagenaria fue mas efectivo para reducir la deshidratacion y el
ablandamiento, aunque los frutos mostraron un color de pulpa algo mas claro. En melén
reticulado el empleo de portainjerto aument6 la vida util (Zhao y col., 2011).En berenjena
existe un solo reporte que estudia alteraciones en la poscosecha. Estos autores observaron
que la injertacion sobre S. torvum o S. sysimbrifolium mostré una tendencia a presentar
menor puntaje en algunos atributos sensoriales, menor firmeza y contenido de vitamina
C que los frutos control (Arvanitoyannis y col., 2005).

Como se mencion6 anteriormente uno de los desordenes fisiologicos mas frecuentes en
el almacenamiento de frutos durante la poscosecha es el dafio por frio (Kader, 2005).
Llamativamente, no se han realizado estudios para identificar portainjertos que pueden
aliviar la incidencia o severidad de este desorden en la poscosecha de los frutos. Si se ha
evaluado el uso de portainjertos para mejorar la tolerancia de plantas frutales al frio en
condiciones de cultivo, como es el caso de naranjo (Zhang y col., 2014). De esta manera
se logra el crecimiento y producciéon de cultivos expuestos a bajas temperaturas
ambientales y asi anticipar cosechas con el fin de lograr un mejor precio del vegetal ante
la falta de oferta del producto en el mercado. Para ello, se han empleado variedades de
plantas con mayor resistencia a las bajas temperaturas, las cuales son empleadas como
portainjertos de la variedad o copa que se quiere producir (Schwarz y col., 2010). En
general, se han estudiado especies silvestres tolerantes a las bajas temperaturas o
particularmente accesiones que crecen en lugares de elevada altitud con grandes
variaciones de temperaturas entre el dia y la noche (Tachibana, 1982; Venema y col.,
2005). En linea con estos estudios es importante mencionar, que el DPF en frutos durante
la poscosecha se ha relacionado en numerosas ocasiones con la sobreproduccion de EROs
y que varios estudios han informado la reduccion de la severidad al problema, como
consecuencia de tratamientos exdgenos con poliaminas y ABA de las raices (Wang,
1993; Serrano y Valero, 2018). En tal sentido, pareciera posible considerar que ciertos
portainjertos puedan del mismo modo que afectan la fisiologia de la variedad, modificar
la susceptibilidad a condiciones de estrés que puedan presentarse en los productos durante
la poscosecha. En este sentido, y como ya se menciond en el capitulo anterior, el
portainjerto Java utilizado en este trabajo es resistente a las bajas temperaturas de cultivo,
y podria esperarse que éste afecte el comportamiento del fruto ante condiciones de estrés
por bajas temperaturas durante el almacenamiento poscosecha. De todos modos, esto

resulta, al menos por el momento, especulativo y debe establecerse experimentalmente.
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El primer paso consiste en evaluar fenotipicamente el comportamiento de frutos
provenientes de plantas injertadas durante la poscosecha en diferentes condiciones de
almacenamiento. Es asi que, se propone como objetivo del presente capitulo: “analizar
la influencia de portainjertos sobre la calidad comercial, comportamiento poscosecha y

susceptibilidad al dario por frio en frutos de berenjena violeta”.
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I1.2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal vy almacenamiento

Se emplearon frutos de berenjena violeta (Solanum melongena L.) cv Monarca
cosechados a partir de plantas injertadas ““a bisel” sobre el pie de la variedad Java, y frutos
provenientes de plantas de berenjenas cv Monarca no injertadas que se emplearon como
control. Ambos tipos de frutos fueron producidos en un invernadero de la ciudad de La
Plata (Buenos Aires, Argentina) durante los meses de noviembre-abril y fueron
cosechados en febrero-marzo. El riego y la fertilizacién se realizaron por goteo. Se
regaron y fertilizaron dos veces por dia, por la mafiana y por la tarde. Se seleccionaron y
cosecharon, de cada tipo de planta, 100 frutos de tamafio comercial (E2= 17 c¢cm de
longitud) que fueron transportados inmediatamente al laboratorio, se clasificaron por
tamafio y se eliminaron los frutos con defectos, se lavaron como se detall6 en la seccion
I.2.1 y los frutos se colocaron de a pares en bandejas de plastico envueltas con film PVC
perforado. Se emplearon al menos 80 frutos de cada tipo (control y de plantas injertadas)
y se almacenaron a 0 °C (temperatura de dafio por frio) y a 10 °C (temperatura
recomendada) por 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Se determind el indice de dafio, pérdida de peso,
color superficial y resistencia a la compresion como se indic6 en la seccion 1.2.2. En cada
dia de muestreo durante el almacenamiento se guardaron muestras a -80 °C con las que
se realizo posteriormente el analisis del contenido de antioxidantes totales, fenoles totales
y 4cido clorogénico en piel y pulpa, asi como antocianinas en piel como se detalla en la

seccion 1.2.3

2.2. Determinaciones analiticas

2.2.1. Indice de escaldaduras

Los sintomas de dafios externos se analizaron visualmente segiin Concellon y col. (2004)
con ligeras modificaciones sobre frutos almacenados a 0 °C. El indice de escaldaduras se
calcul6 con una escala hedonica de cinco grados en orden creciente de incidencia de
escaldaduras, expresada en porcentaje del fruto afectado: 1= (0-20%), 2= (21-40 %), 3=
(41-60 %), 4= (61-80 %), 5= (>80 %). Frutos con un indice mayor a 3 se consideraron no
consumibles. Las observaciones se realizaron en 16 frutos para cada tipo de fruto y dia

de almacenamiento. El indice se realiz6 utilizando la formula
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Y (nivel de dafio*N° de frutos en el nivel)
N° total de frutos

Indice de escaldaduras =

Para el tratamiento estadistico de los datos, los mismos se transformaron utilizando la
funcion arcsen ID descrita por Koney col. (2017) y Legendre y Legendre (1998). Luego

de analizar la homogeneidad de varianzas se realizo el analisis de ANOVA.

2.2.2. Pérdida de peso

Se pesaron todos los frutos de berenjena al inicio, durante y al final del periodo de
almacenamiento, en balanza digital (KERN 572, Buenos Aires, Argentina). Los
resultados fueron calculados como porcentaje de pérdida de peso con la siguiente

ecuacion:

Pérdida de peso (%) = 100 X [%]

Donde Pi y Pf son el peso inicial y el peso final de los frutos. Se pesaron 16 frutos para

cada tipo de fruto, temperatura y tiempo de almacenamiento.

2.2.3. Color de pulpa

Se cortaron 3 rodajas de la zona ecuatorial del fruto e inmediatamente se midié el color
en la pulpa, empleando un colorimetro (Minolta, Model CR-400, Osaka, Japon)
obteniendo los parametros L*, a*, y b*. Las determinaciones se realizaron por triplicado

en 16 frutos para cada tipo de fruto, temperatura y tiempo de almacenamiento.

2.2.4. Resistencia a la compresion (RC)

Se realiz6 un ensayo de penetracion empleando un texturémetro (Texture Analyzer -
TA.XT2. Reino Unido) tal como se explicd en la seccion 1.2.2.5. Los resultados se
expresaron como la velocidad de deformacion (en N/mm). Las determinaciones se
realizaron por triplicado en 16 frutos para cada tipo de fruto, temperatura y tiempo de

almacenamiento.

2.3. Compuestos antioxidantes

2.3.1. Extraccion en etanol de compuestos antioxidantes
Los extractos etanolicos se realizaron como se detall6 en la seccion 1.2.3.1. Los mismos

se emplearon para determinar el contenido de acido clorogénico y capacidad antioxidante.
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Se prepararon dos extractos para cada tipo de fruto, temperatura y tiempo de

almacenamiento.

2.3.2. Capacidad antioxidante (TEAC)

La determinacion se realizo de acuerdo a Arnao y col. (2001) y del mismo modo que en
la seccion 1.2.3.3. Se utilizo Trolox como estandar. Se realizaron tres replicados por cada
tipo de fruto, temperatura y tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresaron

como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) en mg/kg.

2.3.3. Acido clorogénico (ACG)
Se determind espectrofotométricamente como se menciond en la seccién 1.2.3.4 Se
empled6 ACG como patron. Las medidas se realizaron por duplicado para cada tipo de

fruto, temperatura y tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresaron en mg de

ACG/kg.

2.3.4. Antocianinas

La extraccion y cuantificacion de pigmentos se determind de la misma manera que la
explicada en la seccién 1.2.3.5. Las medidas fueron realizadas por duplicado para cada
tipo de fruto, temperatura y tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresaron en

equivalentes de delfinidin-3-glucosido en mg/kg segiin Saldilova y col. (2006).

2.4. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefo factorial. Los datos se analizaron
por medio de ANOVA. Las medias fueron comparadas por el test LSD de Fisher a fin de
determinar las diferencias minimas significativas con un nivel de significancia de P <0,05

empleando el software INFOSTAT.
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IL.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto del portainjerto sobre el comportamiento poscosecha en

almacenamiento a 10 °C

3.1.1. Aparienciay color de pulpa

Durante el periodo poscosecha se producen reacciones bioquimicas en los productos
frutihorticolas, por ende, existen cambios de calidad (Valero y Serrano, 2010) como la
pérdida de peso o el deterioro del producto que conducen a la disminucion de la calidad
organoléptica y comercial. Estos factores se ven significativamente reducidos ante el
empleo de la refrigeracion, empleando temperaturas recomendadas para cada tipo de
vegetal. Para el caso de berenjena, esta temperatura resulta ser de 10-12 °C (Cantwell y
Suslow, 2000).

La apariencia interna y externa de los frutos provenientes de plantas injertadas o control
almacenados a la temperatura recomendada de 10 °C se muestran en la Figura I1.3. El
principal sintoma de deterioro durante la poscosecha de los frutos fue la deshidratacion.
Visualmente no se observaron diferencias marcadas en el deterioro poscosecha entre
ambos tipos de fruto. Es asi que los frutos control e injertados permanecieron hasta el dia
21 sin presencia de pitting en la piel y mostraron buen brillo en el céliz, con ausencia de
hongos y pudriciones. La pulpa no mostr6 avances de deterioro, ni pardeamiento visible

en ningun tipo de fruto.

84



Capitulo II: Resultados y Discusion

DIAD DIA 21 DIA 28

F | Y I l

CONTROL
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Figura I1.3. Apariencia de frutos de berenjenas provenientes de plantas control e injertadas almacenadas a
10 °Cpor 0,21 y 28 d.

El pardmetro de color L* que denota la luminosidad ha mostrado ser adecuado para
observar alteraciones del color cuando las tonalidades de base son blancas o muy claras.
Asi, en la literatura se ha encontrado buena correlacién con la aparicion de manchas o
pardeamiento de pulpa (Concellon y col.,, 2007, 2012). Coincidentemente con la
apariencia interna de los frutos mostrada recientemente, la luminosidad (L*) no revelo
practicamente variacion entre frutos provenientes de plantas injertadas y control,
inclusive a tiempos largos de almacenamiento a 10 °C (Figura 11.4). A su vez, ambos
tipos de fruto permanecieron practicamente sin diferencias hasta el final del
almacenamiento. De esta manera, se comprueba con una medida objetiva que esta
combinacion pie-variedad no modifica la luminosidad inherente a la pulpa, y que a esta

temperatura no se produce pardeamiento interno en la pulpa en los dos tipos de fruto.

85



Capitulo II: Resultados y Discusion

N C
90 - 1
% a a
~:-' 2 cde cd bc de e cde ©
©
8
n
2 75
£
]
-l
60 - =
0 7 14 21 28

Almacenamiento a 10 °C (dias)

Figura I1.4. Luminosidad (L*) de frutos de berenjena provenientes de plantas control (C) e injertadas (I)
almacenadas a 10 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Letras distintas indican diferencia significativa segin
el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.1.2. Resistencia a la compresion y pérdida de peso

Existe una relacion directa entre la pérdida de peso y la calidad del producto, segun
Valero y Serrano (2010), se considera un producto de baja calidad aquel que presenta
principalmente pérdida de turgencia, viéndose afectados también la textura. La turgencia
es una condicidn necesaria para la apariencia fresca de la fruta, ya que los consumidores
no aceptan una fruta blanda, opaca y/o arrugada.

La resistencia a la compresion (RC) al inicio del almacenamiento no se vié modificada
por el tipo de fruto (Figurall.5A). Esto difiere con lo hallado por Moncada y col. (2013)
y Miceli y col. (2014) quienes observaron que frutos provenientes de plantas injertadas
recién cosechados fueron significativamente menos firmes que sus controles. De todos
modos, estos autores no evaluaron los cambios durante el almacenamiento refrigerado.
En el presente estudio se observd una reduccion de la RC luego de 7 dias de
almacenamiento, alcanzando valores cercanos a 3 N/mm en ambos grupos de frutos
estudiados. Mas alla de ello, la combinacion Java-Monarca no modifico la RC durante el
almacenamiento de los frutos a 10 °C. Sin embargo, el empleo de la técnica de injertacion
sobre otros pies ha mostrado diferencias en la turgencia de los frutos de berenjena. Asi,
Arvanitoyannis y col. (2005), encontraron que frutos de berenjena de la variedad
“Tsakoniki” injertadas sobre pies S. torvum y S. sisymbriifolium fueron mas blandos que
sus respectivos controles luego del almacenamiento a 10°C, indicando que el portainjerto

utilizado pudo modificar este pardmetro.

86



Capitulo II: Resultados y Discusion

La pérdida de peso se incrementd con el almacenamiento. Los frutos provenientes de
plantas injertadas almacenados a 10 °C presentaron una pérdida de peso levemente mayor
que los frutos control (Figurall.5B), aunque no fue estadisticamente diferente. Se
alcanzaron valores de 3,4-3,7% al final del almacenamiento. Esa pérdida no fue tan severa
como para limitar su vida poscosecha ya que, en berenjena, las pérdidas de peso que
limitan su comercializacién deben ser mayores al 7-10% del peso fresco (Mohammed y
Brecht., 2002).

En funcion de los resultados antes mencionados se observa que la injertacion sobre el pie
Java no causd modificaciones significativas en la apariencia externa o interna, el
pardeamiento de pulpa, y el ablandamiento durante el almacenamiento por 28 dias a 10

°C.
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Figura IL.5. A) Resistencia a la compresion y B) pérdida de peso de frutos de berenjena provenientes de
plantas control (C) e injertadas (I) almacenadas a 10 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Letras distintas
indican diferencia significativa segun el test LSD de Fisher para: A) el factor tiempo de almacenamiento,
B) la interaccion tiempo*tipo de fruto, con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.1.3. Compuestos bioactivos en piel

Como se describi6 en el capitulo I, al momento de cosecha, la capacidad antioxidante de

la piel de los frutos de berenjena provenientes de plantas injertadas fue menor a la de los
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frutos control (Figura II.6A). De todos modos, resulta de interés mencionar que no se
encontraron estudios previos que evaluen el contenido de compuestos antioxidantes y
comportamiento poscosecha de frutos de berenjena provenientes de plantas injertadas.

En esta parte del trabajo se pudo inferir que durante las dos semanas iniciales del
almacenamiento a 10 °C hubo un aumento en los valores de TEAC de la piel de berenjena
alcanzando valores comparables para ambos tipos de frutos. De forma similar, en trabajos
previos, Massolo y col. (2011) y Concellén y col. (2012) encontraron un incremento de
los compuestos fendlicos en frutos de berenjena durante los primeros dias de
almacenamiento a 10 °C. Uno de los primeros pasos crucial en la biosintesis de fenolicos
es catalizado por la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL). Massolo y col. (2011)
informaron una mayor actividad PAL en almacenamiento a baja temperatura. Se ha
demostrado en varios sistemas que la enzima PAL es inducida por estrés a baja
temperatura (Sanchez-Ballesta y col., 2000; Lafuente y col., 2001; Hyodo y col., 2017).
Particularmente en berenjenas, se ha reportado un aumento de PAL durante la
refrigeracion (Kozukue y col., 1979). A tiempos mas largos de almacenamiento, se
observd un avance de los procesos degradativos que disminuyd los compuestos
antioxidantes (Figura I1.6A). A los 21 dias los frutos de plantas injertadas mantuvieron
un nivel significativamente superior de TEAC que los controles, pero estas diferencias
desaparecieron al dia 28. Al analizarse los cambios en el contenido de antocianinas de la
piel de berenjena se observo que este grupo de flavonoides se mantuvo casi sin cambios
hasta el dia 14 y sin diferencias entre frutos provenientes de plantas injertadas o control
(Figura I1.6B). Hacia el final del almacenamiento, se observd un descenso siendo
levemente mayor en frutos de plantas injertadas. El contenido de ACG mostr6 variaciones
que reflejaron lo hallado para los niveles de TEAC, presentando a los 7 y 14 dias un
incremento en el contenido de este compuesto fendlico que oscild entre un 15-20 % para
los frutos provenientes de plantas injertadas y entre 20-25 % para los frutos de plantas
control (Figura IL.6C). A estos tiempos, el contenido de ACG fue levemente inferior en
los frutos de plantas injertadas que sus respectivos controles. Mientras que, el contenido

de ACG, fue comparable entre ellos al final del almacenamiento.
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Figura 1L6. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC), B) Antocianinas y C) Acido
clorogénico (ACQ) en piel de frutos de berenjenas provenientes de plantas control (C) e injertadas (I)
almacenadas a 10 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Letras distintas indican diferencia significativa segun
el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Los resultados encontrados muestran que, en la piel de berenjena, la biosintesis de ACG
continlia durante la poscosecha de frutos almacenados a 10 °C durante los primeros 14
dias, para luego predominar los procesos degradativos y reducir el contenido de

antioxidantes totales y principalmente antocianinas y ACG.
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3.1.4. Compuestos bioactivos en pulpa

Durante el almacenamiento a 10 °C, el TEAC en la pulpa de los frutos permanecio6
practicamente sin diferencias hasta el dia 21 en los frutos control y 28 en los injertados.
Aunque los frutos control presentaron entre un 10-12% mads de antioxidantes que los
frutos provenientes de plantas injertadas (Figura I1.7A).

En la pulpa, el ACG, presentd un incremento a los 7 dias y a partir de alli una tendencia
descendente en el tiempo (Figura IL.7B). A lo largo de practicamente todo el
almacenamiento, los frutos provenientes de plantas injertadas presentaron menor

contenido de este compuesto fendlico que los frutos control.
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Figura IL.7. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC), B) Acido clorogénico (ACG) en pulpa
de frutos de berenjenas provenientes de plantas control (C) e injertadas (I) almacenadas a 10 °C durante 0,
7, 14,21 y 28 dias. Letras distintas indican diferencia significativa segin el test LSD de Fisher con un nivel
de significancia de P < 0,05.

Estos resultados demuestran que la combinacion Java-Monarca no afectd
mayoritariamente el comportamiento de los frutos de berenjena durante el
almacenamiento a la temperatura de 10 °C. No se observaron mayores alteraciones en la
apariencia o susceptibilidad a la deshidratacion, color de pulpa, resistencia a la

compresion, e incluso en la capacidad y contenido de antioxidantes en la piel de los frutos.
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Solo se hall6 menor contenido y estabilidad de ACG, tanto en piel como en pulpa de
frutos de plantas injertadas y almacenadas a temperatura recomendada.

Es de destacar, que el empleo de este portainjerto fue recomendado para ser empleado a
bajas temperaturas de cultivo, hecho que permitia el crecimiento de las plantas ante
condiciones ambientales adversas para las mismas. Sin embargo, no se ha estudiado si
esta mayor resistencia a las bajas temperaturas es translocada solo desde la raiz a la planta
o también implica la afluencia de ciertos metabolitos de interés a los frutos y que le
permitan tener una mayor resistencia al dafio por frio ante el almacenamiento a
temperaturas por debajo de la recomendada. Asi, en la siguiente etapa de este capitulo se
evaluara el comportamiento de frutos de esta combinacién pie-variedad ante un

almacenamiento poscosecha a 0 °C.

3.2. Efecto del portainjerto sobre el comportamiento poscosecha en

almacenamiento a 0 °C (temperatura de dafno por frio)

3.2.1. Apariencia, sintoma de daiio y pardeamiento de pulpa

El color y apariencia de la piel del fruto es un factor que influye en la preferencia del
consumidor y la decision de compra. Por lo que, la aparicion de sintomas de deterioro es
clave en la determinacion del precio del producto y disminucién de la aceptabilidad de
los mismos en el mercado. La temperatura de 0 °C causa dafio por frio en frutos de
berenjena, cuyos sintomas comienzan a ser visibles dependiendo de la susceptibilidad de
cada cultivo. Aqui, comenzaron a percibirse a partir del dia 14, en los frutos control el
pitting y las primeras escaldaduras en el exterior, internamente se observo pardeamiento
de semillas. Los mismos fueron incrementando con el tiempo a una velocidad diferente
segun se tratara de frutos control o de plantas injertadas. Asi los frutos control se dafiaron
de forma anticipada y en mayor medida que los frutos de plantas injertadas. Estos tltimos
mostraron una mejor apariencia externa e interna respecto de los frutos control
manifestando menor pardeamiento interno de pulpa a partir del dia 14, y menores dafios
superficiales a partir del dia 21 (Figura IL.8).

El principal dafio superficial a esta temperatura fueron las escaldaduras en la piel de los
frutos, las cuales se manifiestan como manchas marrones, humedas y con depresiones en
la piel (Concellén y col., 2007). De una manera subjetiva se califico el nivel de incidencia

de escaldaduras en un indice de 1 a 5 en orden creciente de deterioro (% de zona del fruto
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afectada). Si bien estadisticamente no se hallaron diferencias entre frutos control o
injertados, se visualiza que los frutos control presentaron mayor indice de escaldaduras

que los frutos injertados (Figura I1.9A).
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Figura IL8. Apariencia externa ¢ interna de frutos de berenjena provenientes de plantas control e injertadas
almacenadas a 0 °C por 0, 7, 14,21 y 28 d.

A partir del dia 21 los frutos control presentaron un indice de dafio por escaldaduras
superior a 3, indicando que mas del 40% de la superficie de estos frutos presentaba dafo
y que, por lo tanto, los frutos ya no eran consumibles. Sin embargo, a este tiempo, los
frutos provenientes de plantas injertadas aun se encontraban consumibles y con una
menor presencia de escaldaduras. Se verifico un retraso de 7 dias en el avance del
deterioro superficial en frutos de plantas injertadas.

El pardeamiento de la pulpa es una de las principales causas de pérdida de calidad
poscosecha en berenjena y que antecede a los sintomas superficiales o externos (Pérez-
Gilabert y Garcia-Carmona, 2000). Se manifiesta, en primera instancia, alrededor de la
semilla como principal sintoma de dafio interno para luego extenderse al resto de la pulpa
(Concellon y col., 2012). Como ya se menciono, el parametro de color L* es adecuado
para mostrar la luminosidad de la pulpa y es sumamente sensible al desarrollo de color
marrdén o aparicion de pardeamiento. Hasta los 7 dias, los frutos presentaron pocas

variaciones en cuanto al pardeamiento de pulpa independientemente de si eran de plantas
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injertadas o control (Figura I1.9B). A partir del dia 14, la pulpa de los frutos de plantas
injertadas se mantuvo significativamente mdas luminosa indicando un menor
pardeamiento, mientras que los frutos control disminuyeron notoriamente su valor de L*
con el avance del almacenamiento, observandose una pulpa 28 % mas oscura a los 28

dias de almacenamiento.
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Figura I1.9. A) Escaldaduras de la piel y B) Luminosidad (L*) de la pulpa de berenjenas provenientes de plantas
control (C) e injertadas (I) almacenadas a 0 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Letras distintas indican
diferencia significativa segtn el test LSD de Fisher para: A) el factor tiempo de almacenamiento, B) la
interaccion tiempo*tipo de fruto, con un nivel de significancia de P < 0,05.

En términos generales los frutos provenientes de plantas injertadas fueron menos
susceptibles al pardeamiento interno, mostrando un retraso de 7 dias respecto de frutos
control, ya que presentaban un valor de L* =78 y 72 al dia 21 y 28, respetivamente, similar
al de los frutos control al dia 14 y 21. Se han informado efectos similares en frutos
sensibles al pardeamiento. Asi, el portainjerto empleado en duraznos, también influy6 en
la calidad de los frutos almacenados a 0°C, ya que aquellos provenientes de cultivares de
Sele¢do Viamado y Umezeiro presentaron menor pardeamiento enzimatico en la pulpa

(Barreto y col., 2018).

93



Capitulo II: Resultados y Discusion

3.2.2. Resistencia a la compresion y pérdida de peso

Los frutos provenientes de plantas injertadas almacenados a 0 °C presentaron, al inicio
del almacenamiento y hasta el dia 14, una resistencia a la compresion constante y similar
a la de los frutos control; a diferencia de lo ocurrido a 10 °C donde se observd una
disminucion del 50 % al dia 7. Hacia el final del almacenamiento, los frutos de plantas
injertadas retuvieron una mejor firmeza y fueron un 11 % y un 45 % mas firmes que los
frutos control al dia 21 y 28 del almacenamiento, respectivamente (Figura I1.10A).

Los frutos almacenados a 0 °C presentaron una menor pérdida de peso (Figura I1.10B)
respecto de los almacenados a 10 °C (Figura I1.6B), ya que a temperaturas mas bajas hay
una menor actividad metabolica. Durante el almacenamiento a 0 °C, no hubo
practicamente diferencias entre la pérdida de peso de frutos provenientes de plantas
injertadas y control (Figura I1.10B), ambos alcanzaron valores inferiores al 1 %.

Estos resultados indicarian que los cambios en la firmeza no son debidos a la pérdida de
agua o deshidratacion de los frutos sino a un cambio en la estructura del tejido. Durante
el almacenamiento a 0 °C, los frutos de plantas injertadas presentaron mejor calidad y
menor porcentaje de escaldaduras por lo que podria inferirse que hubo menor dafio celular
en los tejidos de estos frutos y la consecuente mayor firmeza. Previamente, se ha
estudiado que ciertos procesos bioquimicos se ven afectados por la técnica de injertacion
y terminan favoreciendo la tolerancia al estrés por frio. Asi, la injertacion de naranjo sobre
Poncirus trifoliata ha permitido extender el cultivo a zonas mas marginales desde el punto
de vista climatico y con mayores riesgos de heladas (Zhang y col., 2014).
Particularmente, se ha hallado que la tolerancia se asocia con un RNAm que reduce la
expresion de ACC oxidasa reprimiendo la sintesis de etileno y que promueve la
biosintesis de poliaminas y una mejora en la capacidad de detoxificar EROs (Zhang y
col., 2016). Las poliaminas son metabolitos involucrados en la respuesta al estrés bidtico
y abidtico, y a su vez, su metabolismo estaria relacionado con la menor pérdida de firmeza
de los frutos dado su carécter catiénico y por el cual puede formar complejos con
estructuras anionicas tales como las pectinas de la pared celular (Gonzalez-Aguilar y
col., 2004; Tiecher y col., 2013; Liu y col., 2015). Este hecho podria estar sucediendo
en las berenjenas de plantas injertadas y con ello lograr la mejor retencion de la firmeza

durante el almacenamiento.
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Figura I1.10. A) Resistencia a la compresion y B) pérdida de peso de frutos de berenjena provenientes de
plantas control (C) e injertadas (I) almacenadas a 0 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Letras distintas indican
diferencia significativa seglin el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.2.3. Compuestos bioactivos en piel

Estudios efectuados en plantas de pepino injertadas sobre portainjertos resistentes y
sensibles al frio, se hallé que la diferencia entre ambos residia en la diferencia en la
acumulacion de EROs. (Zhou y col., 2004, 2006, 2007; Rhee y col., 2007). En plantas
de tomate, se hall6 que el injerto podia prevenir casi por completo la acumulacion de
H>0: inducida por el frio en las hojas (Rivero y col., 2003). Sin embargo, los estudios
sobre los efectos que alcanzan a los frutos, y si éstos terminan adquiriendo también una
mayor tolerancia al frio, son practicamente nulos.

Al analizar la capacidad antioxidante y los principales compuestos antioxidantes de la
piel se encontrd una tendencia general descendente con el almacenamiento a 0 °C. En lo
que respecta a la capacidad antioxidante total equivalente a Trolox o TEAC se puede
observar que, si bien disminuyd avanzaba el almacenamiento, los frutos de plantas
injertadas presentaron una mayor retencion de la capacidad antioxidante que los
controles, alcanzando valores de aproximadamente 10-15 % mas altos en los dias 21 y 28
(Figura II.11A). En la piel, se hallan principalmente compuestos fendlicos, siendo el

contenido de antocianinas 2/3 superior al del acido clorogénico. Al momento de cosecha
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el contenido de compuestos antocidnicos en la piel de los frutos provenientes de plantas
injertadas fue un 16% menor en relacion a los frutos controles (Figura I1.1B). Por otro
lado, en el almacenamiento, los frutos injertados lograron retener las antocianinas en
mayor medida que los controles coincidiendo con la mayor retencion de la capacidad
antioxidante total en la piel. Concellén y col. (2012) y Wang y Stretch, (2001) también
encontraron una correlacion positiva entre el contenido de antocianinas durante el
almacenamiento a baja temperatura y la capacidad antioxidante de cultivares de berenjena

y arandanos.
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Figura IL11. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC), B) Antocianinas y C) Acido
clorogénico (ACQG) en piel de frutos de berenjenas provenientes de plantas control (C) e injertadas (I)
almacenadas a 0 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Letras distintas indican diferencia significativa segun el
test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

El contenido de 4cido clorogénico, fue afectado por la combinacion pie-variedad (Figura

II.11C). Si bien los niveles de ACG en frutos de plantas injertadas fue menor durante los
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primeros 14 dias de almacenamiento, la velocidad de disminucion durante el
almacenamiento fue mas leve respecto de la observada en frutos control, lo que termina
ocasionando una mejor retencion de este potente antioxidante y con valores comparables
alos 21 y 28 dias a los hallados en frutos control.

No se han reportado en la bibliografia estudios de estos compuestos antioxidantes en
almacenamiento poscosecha de frutos de berenjena de plantas injertadas. Aqui se hall6
que esta combinacién Java-Monarca logro mantener de una manera mas eficiente el
contenido de compuestos bioactivos en la piel de los mismos a temperaturas por debajo

de las recomendadas para berenjenas y que le ocasionan DPF.

3.2.4. Compuestos bioactivos en pulpa

Al analizar los compuestos bioactivos en la pulpa de los frutos al inicio del
almacenamiento, los frutos de plantas injertadas presentaron menor capacidad
antioxidante que los frutos control (Figura II.12A). Durante el almacenamiento, los
niveles de TEAC mostraron una tendencia general descendente, aunque los frutos de
plantas injertadas mostraron una menor velocidad logrando retener mejor los niveles de
capacidad antioxidante. Asi, se visualiza un retraso de 7 dias en la disminuciéon de TEAC
ya que al dia 21 estos frutos presentaron valores levemente inferiores a los frutos control
al dia 14. Este hecho, se verifica al comparar niveles de TEAC de frutos injertados a los
28 d comparables al de frutos control a los 21 d.

El ACG también se retuvo en mayor medida en los frutos injertados, logrando hacia el
final del almacenamiento una acumulacién del 30% y 60% en los dias 21 y 28,
respectivamente, superando ampliamente al contenido de los frutos control (Figura

I1.12B).
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Figura I1.12. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC), B) 4cido clorogénico (ACG) en pulpa
de frutos de berenjenas provenientes de plantas control (C) e injertadas (I) almacenadas a 0 °C durante 0,
7, 14,21 y 28 dias. Letras distintas indican diferencia significativa segtn el test LSD de Fisher con un nivel
de significancia de P < 0,05.

La tecnologia del injerto genera un estrés en las plantas que activaria el sistema de defensa
antioxidante para eliminar las EROs, manteniendo el equilibrio del sistema redox celular
(Baxter y col., 2013). En plantas de tomate injertadas se observd un incremento de las
enzimas peroxidasa (POD) y catalasa (CAT) que estarian implicadas en el desarrollo del
injerto para hacer frente al estrés oxidativo (Fernandez-Garcia y col., 2004). Asimismo,
como se menciond anteriormente, se sabe que existen multiples interacciones entre el
portainjerto y la copa o variedad. Ademas de transportarse nutrientes y fotoasimilados, se
produce un intercambio de sefiales hormonales (Cutting y Lyne, 1993; Aloni y col.,
2010); transporte de diferentes formas de ARN y proteinas (Haroldsen y col., 2012), que
se translocan de los portainjertos a la copa, y que también podrian llegar a los frutos y
otorgarles ese comportamiento diferente frente al estrés causado por el almacenamiento
a bajas temperaturas durante la poscosecha.

Con el fin de avanzar en estos aspectos, mayores estudios deben efectuarse sobre frutos

de plantas injertadas.
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I1.4. CONCLUSIONES

Los frutos de berenjena violeta cv Monarca cosechados de plantas injertadas sobre pie
Java y almacenados a 10 °C, presentaron pocas diferencias en el comportamiento
poscosecha en cuanto a pérdida de peso, color de pulpa, resistencia a la compresion y
fueron comercializables hasta el ultimo dia del almacenamiento de igual manera que los
frutos control. Durante el almacenamiento a 10 °C, los frutos provenientes de plantas
injertadas mostraron un contenido y capacidad antioxidante que fue relativamente similar
en la piel y menor en la pulpa al hallado en frutos control.

Los frutos de berenjena violeta cv. Monarcas cosechados de plantas injertadas sobre pie
Java almacenados a 0 ° C presentaron un retraso de los sintomas de dafio por frio que se
visualiz6 tanto en un menor dafo superficial como menor pardeamiento de la pulpa.
Asimismo, se observd una mayor firmeza que los frutos control hacia el final del
almacenamiento. Durante el almacenamiento a 0 °C, todos los antioxidantes tanto en piel
como en pulpa mostraron una disminucion a lo largo del almacenamiento. Sin embargo,
los frutos de plantas injertadas mostraron una mayor retencion de los mismos, tanto en
piel como en pulpa, siendo tal vez la razon por la cual se logra el retraso de los sintomas
de dafio por frio y con ello la mejor calidad poscosecha a temperatura de dafio por frio.
En sintesis, los frutos provenientes de plantas injertadas mostraron un comportamiento
similar a los frutos control en el almacenamiento a 10 °C (temperatura recomendada). En
cambio, el empleo de la tecnologia de injerto logr6 producir frutos mas resistentes al dafio
por frio que lograron mantener mejor la calidad comercial y los compuestos bioactivos

en el almacenamiento a 0 °C (temperatura de dafio por frio).



Capitulo 111

Efecto de tratamientos de acondicionamiento a baja
temperatura (LTC) sobre el dano por frio y contenido de

antioxidantes en genotipos de berenjena (violeta y rayada)

y en dos estados de crecimiento.
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IIL1. INTRODUCCION

Si bien en las ultimas décadas ha habido grandes avances tecnologicos en el estudio de la
poscosecha, la refrigeracion contintia siendo atn el tratamiento mas eficaz y economico
para reducir el deterioro poscosecha de frutas y hortalizas, asegurando el mantenimiento
de la calidad y el valor nutritivo (Artés y col., 1998). Los efectos beneficiosos del
almacenamiento a baja temperatura son multiples e incluyen una reduccion del
crecimiento de microrganismos patdégenos y deteriorantes, la disminucion en pérdida de
agua y en la produccion y sensibilidad al etileno, el retraso en sintomas de pardeamiento
enzimatico, el descenso de la tasa metabdlica de los productos, el retraso en la maduracion
y senescencia.

De todas maneras, como ya se menciono, el aprovechamiento al maximo de los beneficios
de la refrigeracion se encuentra en algunos productos limitados debido a que son sensibles
al DPF (Purvis, 2002; Saltveit, 2003).

En el capitulo anterior se pudo observar que factores previos a la cosecha como el empleo
de combinaciones portainjerto-copa apropiadas puede tener influencia sobre la
susceptibilidad al DPF de los frutos. Mas alla de esto, en el area de poscosecha la
busqueda de tratamientos que permitan reducir la incidencia y severidad al DPF ha sido
una actividad constante y de gran interés. A partir de ello se han evaluado diversas
técnicas orientadas a aliviar el DPF en vegetales como el empleo de tratamientos con
agentes quimicos protectores como el acido salicilico (Aghdam y col., 2014; Sayyari y
col., 2011), el metil jasmonato (Cao y col., 2009; Zhang y col., 2012) y poliaminas
(Ahmad y Ali. 2019; Wannabussapawich, y Seraypheap, 2018), entre otros. Los
tratamientos de acondicionamiento a baja temperatura (LTC), los tratamientos térmicos
de alta temperatura (Lurie, 1998; Gonzalez-Aguilar y col., 2000), el calentamiento
intermitente (Liu y col., 2018; Artés y col., 1998), el almacenamiento en atmosferas
modificadas y controladas (Rodriguez- Aguileray Oliveira, 2009; Ramirez- Acostay
col., 2018).

Si bien varios de los métodos quimicos mostraron buenos resultados a escala de
laboratorio su implementacion a nivel comercial es atin reducida probablemente debido
al creciente interés en minimizar el empleo de quimicos en la poscosecha y a variaciones
en la respuesta en funcion de las variedades y principios activos que dificultan la
realizacion de recomendaciones generales para su empleo (Lurie, 1998). Los

tratamientos fisicos basados en el empleo de radiacion UV tampoco se utilizan con este
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fin a nivel comercial mas alla de que se ha descrito cierta capacidad protectora contra el
DPF en algunos frutos. Con respecto a las técnicas basadas en el empleo de alta
temperatura, ya sea en forma continua o intermitente, ocurre algo similar que con los
tratamientos quimicos, esto es, un buen nimero de trabajos cientificos que muestran
resultados auspiciosos, pero que no resultan faciles y/o rentables a la hora de escalar a
situaciones productivas (Liu y col., 2018). Asi, por ejemplo, los tratamientos de
calentamiento intermitente, basados en una oscilacion de la temperatura que evite que los
mismos superen el umbral de dafos celulares irreversibles, han mostrado ser efectivos,
aunque resultan costosos o dificiles de aplicar (Artés y col., 1998). Con relacion a los
tratamientos con calor o tratamiento térmicos de alta temperatura la situacion no es muy
diferente; su empleo comercial especificamente para reducir el DPF también es escaso y
las aplicaciones difundidas para esta técnica han sido exitosas mayoritariamente cuando
su objetivo central ha sido el control de plagas cuarentenarias como la mosca de los frutos
en mango y papaya (McCollum y col., 1993; Paull y Chen, 2000).

Lo antes mencionado pone de manifiersto que muchas de las metodologias disponibles
para reducir el DPF han tenido escasa difusion finalmente en la industria. Dos
excepciones a ello podrian ser el uso de AM y AC que se utiliza en algunos casos para tal
fin como por ejemplo en duraznos enviados a mercados distantes para reducir la
harinosidad o el empleo del inhibidor de la accion del etileno 1-metilciclopropeno (1-
MCP) que se ha difundido para reducir escaldaduras superficiales (un desorden por
almacenamiento en frio en frutos de pepita). De todos modos, estas estrategias son
costosas en muchos casos y se justifican en el caso de productos de exportacion como es
el caso de la pera y manzana en nuestro pais. Por lo tanto, la evaluacion de metodologias
simples y aplicables en la poscosecha continta siendo, a pesar de los numerosos estudios
realizados, un desafio.

En este escenario el acondicionamiento a baja temperatura (LTC) una de las primeras
estrategias estudiadas para reducir el DPF pareciera ser ain una metodologia con
potencial valor practico (Jin y col., 2009; Chaudhary y col., 2014; Zhou y col., 2015;
Kashash y col.,, 2016; Zhang y col., 2017). Esta técnica basada en mantener a los
productos por un periodo a temperaturas bajas pero superiores al umbral de DPF ha
mostrado mejorar la tolerancia de los productos como mango, durazno, palta, granada,
pomelo y pera cuando se los coloca en forma subsecuente a temperaturas mas bajas
(Tabla IIL.1). Las condiciones empleadas para los tratamientos con LTC varian en

funcién del producto considerado, pero mayoritariamente consisten en el almacenamiento

102



Capitulo III: Introducciéon

a 5-12 °C por pocos dias en forma previa a la transferencia de los productos a temperaturas

aun mas bajas (Wang, 1993).

Tabla III.1 Tratamientos de acondicionamiento (LTC) utilizados en algunos productos frutihorticolas en

poscosecha
PRODUCTO TRATAMIENTO AUTOR
Durazno LTC 12 °C 6 d, almac. a 0 °C 30 d Zhao y col.,
2012
Granada (punica LTC 15 ° C durante 10 dias alm 2 y 4 semanas a 1°C  Kashash y col.,
granatum) cv wonderful | almaca 0 °C 54 d 2018
Mango (mangifera indica) | 12 °C 24 h, almac. a5 °C25d Zhang y col.,
cv. Guifei, de maduracion 2017
temprana
Nispero (eriobotrya LTC5°C6d, almac.a0°C54d Caiy col., 2006

japonica) cv luoyanggqin
Palta (persea americana) | LTC 4,6, 8, 10, 12 y 15 °C durante un periodo de 0, Woolf y col.,

cv hass 1,2,3,4 05 d almacenamiento de 3 semanas a 0 °C. 2003
Pera (pyrus bretschneideri | LTC 10 °C 3 d, almac.a0°Cx 30y 60d Liycol., 2017
rehd cv huangguan)
Pomelo (citrus paradisii) | LTC 16 °C 7 d, almac. a 2 °C x 12 semanas Chaudhary y
cv star ruby col.,, 2014
Berenjena (solanum 13 °C 3 dias, almaca4 °Cx 14 d Shiy col., 2018

melongena) cv “brigitte”

En el caso de berenjena existe un reporte reciente sobre el empleo de LTC con resultados
auspiciosos (Shi y col., 2018), en el cual efectian tratamientos a 13 °C por 3 dias antes
de transferir los frutos a 4 °C. En ese trabajo, los autores encontraron que los tratamientos
de acondicionamiento incrementaron la actividad de enzimas antioxidantes como
peroxidasa y catalasa. De todos modos, no se evalué en detalle la importancia de los
tratamientos en el sistema antioxidante no enzimadtico. Si bien estos resultados resultan
auspiciosos existen varios aspectos que no se conocen respecto a su empleo en frutos de
berenjena tales como cual es la eficacia de esta metodologia en otros genotipos de
berenjena diferentes de la violeta o si existen respuestas positivas en diferentes estados
de crecimiento, aspectos que se abordaran en el presente capitulo para el cual se plante6
como objetivo: “determinar el efecto de tratamientos de acondicionamiento a baja
temperatura (LTC) sobre la tolerancia al dario por frio y contenido de antioxidantes en

berenjena rayada y violeta en dos estados de crecimiento”.
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II1.2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal v almacenamiento

Se emplearon frutos de berenjena de genotipo violeta cv. Barcelona y rayada cv. Angela,
producidas en el mismo invernadero en la ciudad de La Plata (Buenos Aires, Argentina)
entre los meses de noviembre-abril y se cosecharon en abril. El riego y la fertilizacion se
realizaron por goteo dos veces por dia, por la mafiana y por la tarde. Las demas practicas
de manejo se realizaron acorde a los métodos convencionales de produccion. Los frutos
de ambos genotipos de berenjena se seleccionaron y cosecharon en dos estados de
crecimiento diferente en funcidn de su longitud: estado 1 (E1): 9 cm, y estado 2 (E2): 17
cm (comercial). Se cosecharon 72 frutos para cada estado de crecimiento de cada una de
las variedades y se trasladaron inmediatamente al laboratorio. Una vez en el laboratorio
los frutos se seleccionaron, descartando aquellos con defectos, se lavaron como se indico
en la seccion 1.0. Luego los frutos se separaron por tamafio en bandejas, los EI se
colocaron de a 5 por bandeja y los de tamafio comercial de a 2 en bandejas de plastico
rigido. Las bandejas se cubrieron con film de PVC perforado. Muestras de 30-40 frutos
se aclimataron por 48 horas a 10 °C para luego trasladarse a 5 °C por el resto del periodo
de almacenamiento y se llamaron LTC. Un segundo grupo de 30-40 frutos se
almacenaron directamente a 5 °C y se emplearon como control (C). Se tomaron muestras
al inicio del ensayo y luego de 14 y 17 d. Se determin¢ la pérdida de peso, el contenido
de materia seca, el color superficial y de pulpa y la firmeza. Los frutos de berenjena se
pelaron finamente con bisturi y la piel se congeld en nitrégeno liquido. Por otra parte, se
tomaron muestras de secciones transversales de los frutos de 1 cm de espesor en la zona
ecuatorial sin piel y se congelaron en nitrogeno liquido. Las muestras se almacenaron a -
80 °C hasta su uso para el andlisis de antioxidantes totales, fenoles totales, y acido
clorogénico en la piel y en la pulpa y de antocianinas en la piel como se detalla en la

seccion 2.3.

2.2. Determinaciones analiticas

2.2.1 Pérdida de peso
Se pesaron todos los frutos y se efectuaron los calculos como se indico en la secciéon

I1.2.2.2. Se pesaron 9 frutos para cada tratamiento, estado y genotipo.
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2.2.2  Materia seca
Se realiz6 tal como se describid en la seccion 1.2.2.3. Los resultados se expresaron como
porcentaje de peso fresco y las determinaciones se realizaron por triplicado para los frutos

de cada tratamiento, estado y genotipo.

2.2.3  Color de piel
Se evaluo el color en la piel del fruto de berenjena del mismo modo que en la secciéon
1.2.2.4. Las determinaciones se realizaron por triplicado en 9 frutos para cada tratamiento,

estado y genotipo.

2.2.4  Color de pulpa
Se cortaron 3 rodajas de la zona ecuatorial del fruto como se describié en la seccion
I1.2.2.3. Las determinaciones se realizaron por triplicado en 9 frutos para cada

tratamiento, estado y genotipo.

2.2.5 Resistencia a la compresion

Se realiz6 un ensayo de penetracion empleando un texturémetro (Texture Analyzer -
TA.XT2. Reino Unido) tal como se present6d en la seccién 1.2.2.5. Los resultados se
expresaron en N/mm. Las determinaciones se realizaron por triplicado en 9 frutos para

cada tratamiento, estado y genotipo.

2.3. Compuestos antioxidantes

2.3.1. Extraccion en etanol de compuestos antioxidantes

Los extractos etanolicos se realizaron como se detalld en la seccion 1.2.3.1. Los mismos
se emplearon para determinar el contenido de acido clorogénico, fenoles totales y
capacidad antioxidante. Se prepararon dos extractos para cada tratamiento, estado y

genotipo.

2.3.2. Compuestos fendlicos
El contenido de compuestos fenolicos se determino de acuerdo a Singleton y col. (1999),
empleando el reactivo de Folin- Ciocalteu tal como se explicé en la seccion 1.2.3.2. El

contenido de compuestos fendlicos se calculo utilizando &cido clorogénico (ACG) como
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estandar. Las medidas se realizaron por triplicado para cada tratamiento, estado y

genotipo. Los resultados se expresaron como mg ACG/kg de peso fresco

2.3.3. Capacidad antioxidante (TEAC)

La determinacion se realizo de acuerdo a Arnao y col. (2001) y del mismo modo que en
la seccion 1.2.3.3. Se utiliz6é Trolox como patron. Se realizaron tres replicados por cada
tratamiento, estado y genotipo. Los resultados se expresaron como Capacidad

Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) en mg/kg de peso fresco.

2.3.4. Acido clorogénico (ACG)

Se determiné espectrofotométricamente como se menciond en la seccion 1.2.3.4. Se
emple6 ACG como patron. Las medidas se realizaron por duplicado para cada
tratamiento, estado y genotipo. Los resultados se expresaron en mg ACG/kg de peso

fresco.

2.3.5. Antocianinas

La extraccion y cuantificacion de pigmentos se determin6 segin se describid en la seccion
I.2.3.5. Las medidas fueron realizadas por duplicado para cada tratamiento, estado y
genotipo. Los resultados se expresaron en equivalentes de delphidin-3-glucésido en

mg/kg de peso fresco segin Saldilova y col. (2006).

2.3.6. Caracterizacion de antocianinas por HPLC

Los extractos preparados como se describe en la seccion 1.2.3.5, se concentraron en un
evaporador rotatorio (Biichi R-124, Labortechnik AG, Flawil, Suiza) hasta un volumen
final de 1 mL. Seguidamente se filtraron con un filtro de nylon de 45 um y 20 pL fueron
inyectados para el anélisis por HPLC en un equipo modular (CA, Estados Unidos)
equipado con un desgasificador por vacio, una bomba binaria (Waters 1525), y un
detector de arreglo de diodos (DAD, Waters 2998). El sistema se conect6 a un controlador
y adquisidor de datos Empower. Se utiliz6 una columna Symmetry C18 (Waters, 250 x
4,6 mm, 5 pm de didmetro de particula) y una fase movil hidro-orgénica compuesta por
5 % (v/v) de acido formico (A) y metanol (B). El gradiente de elucion elegido fue el
utilizado por Wu y col. (2004): 0-2 min: 5 % B; 2-10 min: 5-20 % B; 10-15 min: 20 %
B; 15-30 min: 20-30 % B; 30-35 min: 30 % B; 35-45 min: 5 % B. El caudal de fase movil
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se mantuvo en 0,5 mL/min y la deteccion se realizo a 540 nm. Se analizaron por duplicado

las muestras segiin genotipo.

2.4. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefo factorial. Los datos se analizaron
por medio de ANOVA. Las medias fueron comparadas por el test LSD de Fisher a fin de
determinar las diferencias minimas significativas con un nivel de significancia de P <0,05

empleando el software INFOSTAT (Cordoba, Argentina).
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IIL.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Calidad a cosecha

Para los estados E1 y E2, los frutos violetas presentaron un didmetro y peso levemente
mayor que los frutos rayados, cosechados a igual longitud (Tabla III.1). La luminosidad
de la pulpa de los frutos rayados, independientemente del estado, mostrdé mayores valores
de L* y por tanto una pulpa mas clara que los frutos violetas. En tanto, el color de piel de
los frutos de genotipo rayado mostré un significativo aumento del L* con el estado de
crecimiento producto de que las vetas de color violaceo se afinan y se separan mas en un
fruto mas grande. En cambio, los frutos del genotipo violeta no cambiaron su color en la

medida que aumentaron de tamafio, sino que mantuvieron un color bien oscuro.

Tabla II1.1 Peso, diametro longitud y luminosidad (L*) de pulpa y piel a cosecha de frutos de berenjenas
rayada y violeta en estado de crecimiento 1y 2 (E1 y E2). Letras distintas indican diferencia significativa
para cada estado de crecimiento segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

El E2
RAYADA VIOLETA RAYADA VIOLETA
Peso 6831 ¢ 78,07 ¢ 263,93 b 285,7a
Diametro 4,39d 4,86 ¢ 6,66 b 7,71 a
Longitud 9,17b 8,99 b 17,08 a 17,02 a
L* pulpa 87,16 a 86,55 b 86,77 ab 85,36 ¢
L* piel 37,39b 24,07 ¢ 42,34 a 23,03 ¢

3.2. Calidad durante el almacenamiento a (0 °C

3.2.1. Apariencia externa e interna, color de piel y de pulpa

La susceptibildiad de frutos al DPF es marcadamente dependiente del tipo comercial y
del cultivar considerado y del estado de crecimiento (Mohammed y Brecht, 2003). Asi,
por ejemplo, se ha informado que las berenjenas japonesas violetas son mas sensibles al
frio que las de tipo violeta americano (Cantwell y Suslow, 2000). En el caso de algunos
tipos como berenjena rayada practicamente no hay informacién disponible en la literatura.
Con respecto al estado de crecimiento y las consecuencias del almacenamiento
refrigerado por debajo de 0 °C, las berenjenas americanas violetas han mostrado ser un
caso bastante particular. A diferencia de los demas frutos estudiados en los que estados

tempranos de crecimiento son los mas sensibles al DPF tales como tomate, pimiento,
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pepino (Valenzuela y col., 2017), la susceptibilidad a este desorden en berenjena
desciende a medida que los frutos crecen y maduran (Zaro, 2014). Esto se ha reportado
para frutos americanos violetas, pero no existe informacion respecto a otros genotipos.
En este trabajo de tesis y en funcion de la observacion visual y las fotos tomadas a los
frutos se realizd un esquema que muestra el avance del dafio en la parte externa de los
frutos durante el periodo de almacenamiento a temperatura de DPF. Como se observa en
la Figura II1.1, los frutos rayados control ya mostraron incidencia del DPF a los 14 dias
y los sintomas superficiales (escaldaduras) fueron mas notorios en frutos E1 que E2. Sin
embargo, aquellos tratados con LTC retrasaron la aparicion de sintomas y las diferencias
fueron menos marcadas entre frutos E1 y E2. Por otro lado, los frutos violeta control
practicamente no desarrollaron escaldaduras en el El a lo largo de los 17 dias, mientras
que los del E2 ya mostraron escalduras a los 14 dias. Este hecho, vuelve a demostrar que
este genotipo de berenjena violeta se estd comportando de manera diferente, esto es,
presenta menor susceptibilidad al DPF en su estado mas inmaduro o El respecto del
estado mas maduro o E2. A su vez, el tratamiento LTC retrasé también notablemente la
aparicion de sintomas en las berenjenas violetas, tanto en E1 como E2.

El LTC es una herramienta para mejorar la tolerancia al DPF. Esto ha sido informado en
frutos como nispero (Cai y col., 2006), pera (Wang y col., 2017), pomelo (Chaudhary
y col., 2017), mango (Zhang y col., 2017), palta (Woolf'y col., 2003) y granada (Kashash
y col., 2016). Recientemente, Shi y col. (2018) encontraron beneficios con tratamientos
de LTC en berenjena manteniendo los frutos 3 d a 13 °C antes de transferirlos a 4 °C. Si
bien estos tratamientos mejoraron mucho la respuesta respecto a las berenjenas control
resulta al menos llamativa la temperatura empleada para el acondicionamiento ya que los
frutos de berenjena pueden mantenerse a 10 °C sin DPF por lo que podrian haberse
realizado los tratamientos en condiciones de menor temperatura con una consecuente
mejora en la vida 1til de los productos. En tal sentido, la eficacia del tratamiento de
acondicionamiento a temperatura de 10 °C hallado en el presente trabajo de tesis y por un
tiempo mas corto que el informado por Shi y col. (2018) podria ser potencialmente de
interés practico. Con relacion a la eficacia de tratamientos de LTC en diferentes estados
de crecimiento y genotipos de berenjena no existen antecedentes.

Los resultados del presente experimento mostraron que el tratamiento LTC retraso los
sintomas de DPF en ambos genotipos de berenjena (violeta y rayada). A su vez, la
susceptibilidad al DPF de ambos genotipos de berenjena difiere con el estado de

crecimiento y/o madurez, presentando la berenjena violeta una tendencia inversa a la
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hallada habitualmente en frutos que se cosechan inmaduros dado que los frutos de menor
avance en el crecimiento, mas inmaduros o E1 son menos susceptibles al DPF que los

frutos mas grandes, maduros o E2.
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Figura III.1. Apariencia externa de frutos de berenjena rayada y violeta control o acondicionados a 10 °C
por 48 h rayada y violeta (LTC), en estado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C por
0, 14 y 17 dias.

Al analizarse el color de la piel se observaron diferencias entre genotipos (Figura II1.2
Ay B). Las diferencias mas claras se observaron con el pardmetro b* cuyo incremento
indico un viraje de los tonos azules a los amarillos pardos. En los frutos E1 se observo
una disminucién del L* y un aumento de b* en la berenjena rayada control probablemente
por el pardeamiento de las zonas claras superficiales, a diferencia de los frutos tratados
con LTC que mostraron mucha menor incidencia. Por su parte, en linea con la
manifestacion externa de los sintomas de DPF, las berenjenas violetas E1 o “baby”
control y tratadas no presentaron marcadas diferencias en estos parametros de color dado
que no se visualizaron escaldaduras en ningun fruto. En los frutos en estado de desarrollo
avanzado E2 se observd un progresivo aumento para ambos genotipos en los valores de
b* conforme avanz6 el tiempo de almacenamiento. Este incremento que acompafio el
desarrollo de escaldaduras con tonos marrones amarillentos en la superficie fue

significativamente retrasado por los tratamientos de LTC tanto en las berenjenas rayadas
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como violetas. Particularmente, en estas ultimas la inhibicién del amarillamiento

superficial por los tratamientos de acondicionamiento fue muy evidente.

E1 E2
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Almacenamiento a 5 °C (dias)

Figura II1.2. Color de piel A) Luminosidad (L*) y B) b* de frutos de berenjena rayada y violeta control
(R Cy V C) o acondicionados a 10 °C por 48 h (R LTC y V LTC), en estado 1 (El) y estado 2 (E2) y
posteriormente almacenados a 5 °C por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas indican diferencias significativas
para cada estado de crecimiento segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Los frutos también mostraron diferencias evidentes en su apariencia interna (Figura
I11.3). En general, independientemente del estado de crecimiento y variedad, se pudo
observar un oscurecimiento conforme avanzo6 el tiempo de almacenamiento, confirmado
con un descenso continuo en los valores de L* de pulpa (Figura I11.4).

Los frutos E1 tratados con LTC y de ambos genotipos presentaron menor dafio interno,
manteniendo el valor de L* casi sin cambios (Figura II1.4), mostrando s6lo un leve
pardeamiento de semillas, mientras que los controles presentaron pardeamiento de
semillas y manchas internas; disminuyeron su luminosidad marcadamente; siendo mucho
mas intenso el dafio interno en frutos rayados. Las berenjenas violetas LTC mostraron

también pulpas mas claras o casi sin pardeamiento comparadas con su control, aunque las
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diferencias no fueron tan marcadas como en las berenjenas rayadas. Los frutos E2 violetas
fueron mas susceptibles al pardeamiento y por tanto al igual que ocurrid al analizarse los
sintomas externos de DPF los tratamientos de acondicionamiento LTC se mostraron mas

eficaces para reducir el pardeamiento interno que en los frutos rayados.
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Figura IIL.3. Apariencia interna de frutos de berenjena rayada y violeta control o acondicionados a 10 °C
por 48 h rayada y violeta (LTC), en estado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C por
0, 14 y 17 dias.
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Figura IIL.4. Luminosidad de pulpa de frutos de berenjena rayada y violeta control (R Cy V C) o
acondicionados a 10 °C por 48 h (R LTC y V LTC), en estado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente
almacenados a 5 °C por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas indican diferencias significativas para cada estado
de crecimiento segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Una de las alteraciones que se inducen como consecuencia del DPF en vegetales es la

reduccion de la funcionalidad y finalmente la ruptura de las membranas celulares (Sheng
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y col., 2016; Cheng y col., 2015). Esto podria resultar tanto como consecuencia de una
sobreproduccioén de EROs capaces de dafiar los lipidos de membrana en forma oxidativa
como por cambios en la fluidez de las mismas que se han relacionado con el grado de
insaturacion de los acidos grasos que la constituyen. La contribucion relativa de cada uno
de estos procesos a la fecha se desconoce. De todos modos, en un estudio reciente Shi y
col. (2018) asociaron la mejora en la respuesta al frio en berenjenas acondicionadas con
una menor peroxidacion lipidica y un aumento de enzimas capaces de detoxificar
peréxido de hidrégeno aportando indicios sobre la relevancia del mecanismo oxidativo
como central en el desarrollo del DPF. Algunos estudios han sugerido que los
mecanismos por los cuales el LTC podria mejorar la tolerancia a las bajas temperaturas
es la modificacion en el grado de insaturacion de lipidos de membrana con una
consecuente reduccion en la temperatura de transicion de solido a gel de la misma. En
favor de esta hipotesis se ha informado que el LTC en otros frutos aumenta la expresion
de genes que codifican para desaturasas de acidos grasos (Sapitnitskaya y col., 2006).
En linea con la asociacién de LTC y los cambios composicionales de membrana algunos
autores han sugerido que el aumento en la relacion de fosfolipidos a esteroles también
podria mejorar la funcionalidad de las membranas a bajas temperaturas. Wang y col.
(2017) informaron que el LTC en peras “Nanguo” inhibi6 la expresion de fosfolipasa PLD,
responsable del clivaje de fosfolipidos, y esto se correlacioné con una menor alteracion
de lipidos en el almacenamiento. Independientemente del mecanismo que lo ocasione, el
dafio de membranas afecta irreversiblemente a las células eliminando la
compartimentalizacion celular e induciendo reacciones indeseables como la oxidacion
enzimatica de fenoles catalizadas por polifenol oxidasas (PPO) responsable de los

sintomas visibles de pardeamiento (Amaki y col., 2011; Wang y col., 2013).

3.2.2. Pérdida de peso, materia seca y resistencia a la compresion

Como puede observarse en la Figura IIL5 los frutos E1 presentaron pérdidas de peso 1-
2 % por encima de los frutos de tamafio comercial, aunque no se observaron diferencias
entre genotipos. Esto puede deberse a que estos frutos presentaban una mayor actividad
metabolica y respiracion que los frutos E2 (Zaro y col., 2014b) Para el tamafio comercial
E2, en general, las pérdidas de peso fueron inferiores al 1 %. En este caso los frutos
rayados sometidos al tratamiento de LTC, presentaron una pérdida de peso levemente
mayor a los controles. En las berenjenas violetas E2 el tratamiento de acondicionamiento

no tuvo efectos sobre la pérdida de peso.
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Figura IIL.5. Pérdida de peso de frutos de berenjena rayada y violeta control (R Cy V C) o acondicionados
al1l0°Cpor48h (RLTCyV LTC), enestado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C
por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas indican diferencias significativas para cada estado de crecimiento segiin
el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

El contenido de materia seca fue mayor en frutos violetas (6 %), respecto de los rayados
(5 %) para ambos estados de crecimiento, y practicamente se mantuvo a lo largo del
almacenamiento (Figura IIL.6). Los tratamientos de LTC no provocaron modificaciones

en el nivel de MS.
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Figura II1.6. Materia seca de frutos de berenjena rayada y violeta control (R Cy V C) o acondicionados a
10 °C por 48 h (R LTC y V LTC), en estado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C
por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas indican diferencias significativas para cada estado de crecimiento segiin
el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

La resistencia a la compresion (RC) mostrd algunas diferencias para los frutos El o
“baby”. Asi, los frutos rayados control disminuyeron los niveles de RC durante el

almacenamiento notando un ablandamiento de los mismos (Figura II1.7). En cambio, los
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frutos rayados LTC no presentaron variacion de su firmeza. Asi mismo, los frutos violetas
tampoco vieron modificada su firmeza. Contrariamente, en los frutos de tamafio
comercial E2, la RC se redujo durante el almacenamiento acompafiando un
ablandamiento de los frutos. Este descenso fue mas marcado para frutos violetas que
rayados en linea con la susceptibilidad al frio de los genotipos. El tratamiento de LTC en
ambos casos, logro retrasar la pérdida de firmeza inducida por el DPF de forma muy
notoria en el almacenamiento. Similares resultados han sido observados en otros frutos

como kiwi (Yang y col., 2013).
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Figura IIL.7. Resistencia a la compresion de frutos de berenjena rayada y violeta control (R Cy V C) o
acondicionados a 10 °C por 48 h (R LTC y V LTC), en estado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente
almacenados a 5 °C por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas indican diferencias significativas para cada estado
de crecimiento segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

3.3. Compuestos antioxidantes en la piel

La capacidad antioxidante (TEAC) en piel se muestra en la Figura III.8A. Se puede
observar que, al momento de la cosecha, el genotipo violeta posee mayores niveles de
TEAC respecto del genotipo rayado; siendo 4 (6600 mg/kg vs 1600 mg/kg) y 2,5 veces
mayor (5600 mg/kg vs 2200 mg/kg) para frutos E1 y E2, respectivamente. Esta diferencia
puede ser explicada, en principio, por la diferencia de color cuyo origen esta dado por la
presencia de pigmentos antocidnicos. En términos generales, durante el almacenamiento,
el TEAC descendid en el tiempo tanto para frutos rayados como violetas y para frutos E1
o “baby” y E2 o comercial convencional. Para el estado E2, el tratamiento logré reducir
ligeramente la pérdida de antioxidantes s6lo en berenjena rayada al dia 14. Mientras que,
para el E2, el TEAC en los frutos sometidos al tratamiento LTC de ambos genotipos

disminuyo6 en menor medida que los frutos control.
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Los niveles de fenoles totales tuvieron la misma tendencia general durante el
almacenamiento que los niveles de TEAC (Figura II1.8B). Asimismo, el LTC logro
reducir la degradacion de fenoles en el almacenamiento. Estos resultados son coincidentes
con los informados por Shi y col. (2018) quienes reportaron que en berenjenas de la
variedad Brigitte, el tratamiento con LTC disminuy6 el contenido fenolico total de los
frutos. Si bien los frutos tratados con LTC también mostraron un descenso en los niveles
de fenoles conforme avanzo el tiempo de almacenamiento, éste fue de menor proporcion,

especialmente en los frutos violeta E2.
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Figura IIL.8. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) y B) Fenoles totales en piel de frutos
de berenjena rayada y violeta control (R C y V C) o acondicionados a 10 °C por 48 h (R LTC y V LTC),
en estado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas
indican diferencias significativas para cada estado de crecimiento segtn el test LSD de Fisher con un nivel
de significancia de P < 0,05.

La menor pérdida de fenoles podria relacionarse tanto con la mayor integridad de
membranas en los frutos tratados como con una inhibicion de la enzima PPO, la cual ha
sido informada en berenjenas sometidas a LTC (Fan y col., 2016; Shi y col., 2018). Si
bien el efecto inhibitorio del LTC sobre el pardeamiento es sin duda interesante, se conoce

que la actividad PPO no es el factor limitante de estas reacciones en berenjena, sino mas
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bien, se deberia a la mejor integridad celular que permite a la enzima permanecer en
compartimentos separados respecto de los compuestos fendlicos, sus sustratos
(Concellon y col., 2007; Zaro, 2014). La identidad de las antocianinas que otorgan el
color a las berenjenas violetas ha sido informada en varios trabajos, siendo derivados de
la delfinidina, tales como NAS o D3R, como se menciono en la seccién 1.1.5 de la
Introduccion general (Matsuzoe y col., 1999; Matsubara y col., 2005; Wu y Prior,
2005). Sin embargo, no se hallan reportes de la identidad de las mismas en berenjenas
rayadas.

En virtud de ello, se realizé un andlisis por HPLC-DAD (Figura II1.9) para hallar las
antocianinas presentes en ambos genotipos y se lograron visualizar 4 picos, tanto para
berenjena rayada como para violeta, coincidiendo todos ellos con los hallados por Zaro
y col. (2014) para berenjena violeta, variedades Monarca y Perla Negra. El pico 1,
correspondiente a delfinidina 3-rutindsido-5-galactdsido, presentd un mayor % relativo
en la berenjena rayada respecto de la violeta. El pico 4, delfinidina 3-rutinosido o D3R,
fue la antocianina mayoritaria en ambos genotipos, aunque con valores de 72 y 65 % para
los genotipos violeta y rayado, respectivamente. Una vez comprobada la similitud de
antocianinas presentes en cada genotipo, se continué analizando la variacion del

contenido de las mismas de forma espectrofotométrica (Figura I11.9A).
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Figura II1.9. Perfil representativo de HPLC de las antocianinas presentes en la piel de berenjenas rayada y
violeta. Pico 1: delfinidina 3-rutindsido-5-galactosido, Pico 2: delfinidina 3-rutindsido-5-glucésido, Pico 3:
delfinidina 3-glucésido y Pico 4: delfinidina 3-rutinésido.

Zaro y col. (2014) hallaron que la berenjena violeta mostraba un contenido de

antocianinas que se incrementaba conforme el fruto crecia ligado a la planta. Un
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comportamiento similar fue hallado aqui, tanto para el genotipo violeta como el rayado
que presentaron a cosecha (dia 0) un contenido de antocianinas menor en el E1 respecto
del E2 (Figura III.10A). A su vez, es de destacar que la berenjena violeta presentd un
contenido ~2 veces mayor de antocianinas respecto al genotipo rayado (1285 mg/kg vs
707 mg/kg, y 2907 mg/kg vs 1442 mg/kg) en E1 y E2, respectivamente.

Para el caso de ACG, su principal compuesto fenolico derivado del acido hidroxindmico,
la tendencia es inversa: un mayor nivel de ACG en la piel de frutos E1 respecto de E2,
tanto para el genotipo violeta como rayado. Sin embargo, es de destacar que a su vez, el
genotipo violeta posee mayores niveles de ACG que el genotipo rayado (a cosecha o dia
0), siendo dicha relacion 3,5 (6745 mg/kg vs 1909 mg/kg) y 2,2 veces (2509 mg/kg vs
1150 mg/kg) en frutos E1 y E2, respectivamente (Figura I11.10B).
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Figura IIL.10. A) Antocianinas y B) Acido clorogénico (ACG) en piel de frutos de berenjena rayada y
violeta control (R C y V C) o acondicionados a 10 °C por 48 h (R LTCy V LTC), en estado 1 (E1) y estado
2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas indican diferencias
significativas para cada estado de crecimiento segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de
P <0,05.

Al relacionar el contenido de estos compuestos fendlicos con los niveles de TEAC a

cosecha, se puede confirmar que el contenido de ACG es quien determina que los frutos
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violetas posean mayor capacidad antioxidante que los rayados y no sean las antocianinas
como se hipotetizo anteriormente.

Durante el almacenamiento, los frutos E1 y E2 de berenjena rayada y violeta mostraron
variaciones en el contenido de antocianinas (Figura III.1A) y ACG (Figura II1.10B)
similar al registrado en los resultados del dosaje de capacidad antioxidante por TEAC
(Figura II1.8A). A su vez, el tratamiento LTC fue efectivo en retrasar la disminucion de
antioxidantes en frutos E1 rayados y en frutos E2 de ambos genotipos, reteniendo los

compuestos fenodlicos principales (antocianinas y ACG) por mayor tiempo.

3.4. Compuestos antioxidantes en la pulpa

Al igual que en el genotipo de berenjena violeta, también en berenjena rayada los niveles
de TEAC (Figura IIL.11A) estan aportados por los compuestos fendlicos (Figura
II1.11B) y en particular por el ACG (Figura II1.11C). Es de destacar, que a cosecha (dia
0) los frutos violetas poseen 1,4 veces mas ACG que los frutos rayados en el E1, mientras
que el contenido fue similar en frutos E2.

A lo largo del almacenamiento, se observd una paulatina disminucion en los niveles de
TEAC, compuestos fendlicos y ACG, aunque en los frutos tratados con LTC la
disminucion fue mas leve logrando retener en mejor medida dichos niveles tanto en frutos
E1 como en E2. A su vez, resulta interesante destacar que el tratamiento LTC en los frutos
E1 present6 diferencias significativas con su control s6lo en el genotipo rayado, mientras
que en estado comercial o E2 el LTC fue efectivo para ambos genotipos. En lo que
respecta al ACG, los frutos violetas E2 y tratados con LTC lograron retener en mas del
90 % su nivel hasta el dia 17 (Figura I11.12). Este mayor contenido de CGA, compuesto
antioxidante por excelencia, podria ser el responsable de la mejor apariencia de los frutos,

mejor integridad del tejido y menor pardeamiento de la pulpa.
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Figura IIL.11. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) y B) Fenoles totales en pulpa de frutos
de berenjena rayada y violeta control (R C y V C) o acondicionados a 10 °C por 48 h (R LTC y V LTC),
en estado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas
indican diferencias significativas para cada estado de crecimiento segiin el test LSD de Fisher con un nivel

de significancia de P < 0,05.
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Figura II1.12. ACG en pulpa de frutos de berenjena rayada y violeta control (R C y V C) o acondicionados
a10°Cpor48h (RLTCy V LTC), enestado 1 (E1) y estado 2 (E2) y posteriormente almacenados a 5 °C

por 0, 14 y 17 dias. Letras distintas indican diferencias significativas para cada estado de crecimiento segun
el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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Los resultados muestran que el tratamiento LTC es un tratamiento eficaz para incrementar
la tolerancia al frio en frutos de berenjena de ambos genotipos, violeta y rayado. Dentro
de los beneficios resultantes de dicho tratamiento se destaca la reduccion en la incidencia
y severidad de escaldaduras en la piel, el control del pardeamiento de pulpa y la proteccion
que estarian ejerciendo los antioxidantes de naturaleza fenolica. Si bien ya existia un
trabajo previo evaluando esta tecnologia de poscosecha en berenjena (Shi y col., 2018),
en dicho estudio no se analizé la eficacia en diferentes estados de crecimiento ni su
consistencia en mas de un genotipo.

El presente estudio muestra que el LTC, en los frutos El1 presentd diferencias
significativas con su control sélo en el genotipo rayado, mientras que en estado comercial
0 E2 el LTC fue efectivo para ambos genotipos, violeta y rayado. Otro aspecto de interés
del tratamiento de LTC empleado aqui es que fue un tercio mdas corto que el informado

por Shiy col. (2018) lo que podria dar mayor visto de aplicacion practica.
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I1I.4. CONCLUSIONES

Los genotipos de berenjena violeta y rayada mostraron diferencia de susceptibilidad al
dafio por frio. La berenjena violeta se comport6 de forma diferente a lo tradicionalmente
observado en frutos que se cosechan inmaduros. Esto es, fueron menos susceptibles al
dafio por frio en frutos més inmaduros o de menor crecimiento (E1) respecto de los
cosechados con madurez comercial (E2). En cambio, la berenjena rayada presentdé un
comportamiento mas habitual: mas susceptible al dafio por frio en frutos E1 respecto de
E2.

El empleo de la tecnologia de acondicionamiento a baja temperatura (LTC) o
acondicionado a 10 °C por 2 dias previo al almacenamiento a 5 °C (temperatura de dafio
por frio) retras6 marcadamente los sintomas de dafio por frio en berenjena de ambos
genotipos, violeta y rayada. Los frutos tratados con LTC mostraron una significativa
reduccién en el numero y tamano de escaldaduras superficiales y en el pardeamiento de
la pulpa y de las semillas. El LTC mantuvo la firmeza, no afecto la pérdida de peso y
mejoro la retencion de antioxidantes en piel y pulpa.

Los tratamientos fueron mas eficaces en frutos E1 o “baby” para berenjena rayada y en
estados avanzados de crecimiento o E2 en berenjena violeta y rayada.

En sintesis, los resultados hallados al efectuar el tratamiento de acondicionamiento LTC
(10 °C por 2 dias) resultaron de utilidad para reducir la susceptibilidad al dafo por frio de
frutos de berenjena de ambos genotipos, rayada y violeta, y en ambos estados de

crecimiento, E1 y E2.
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Efecto de la dosis e intensidad de radiacion UV-B sobre la
calidad y el contenido de compuestos bioactivos en brocoli

minimamente procesado.
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IV.1. INTRODUCCION

1.1. Brocoli

1.1.1. Origen y variedades
El brécoli (Brassica oleracea L. var. Itdlica) es originario de Asia occidental y Europa
(Figura IV.1.A). Pertenece a la familia de las Cruciferas al igual que la coliflor, el repollo

el repollito de Bruselas y el kale (Figura IV.1.B, C, D, E).

> gL AWk & &
Figura IV.1. Principales especies de Brasicaceas de interés comercial A) Brassica oleracea L. var. Italica
L, B) Brassica oleracea var. Botrytis, C) Brassica oleracea var. Capitata L., D) Brassica oleracea var.

Gemmifera L., E) Brassica oleracea var. Sabellica.

La parte comestible del brocoli es su inflorescencia formada por yemas florales
hipertrofiadas color verde asociada con sus respectivos pedunculos, que en conjunto

recibe el nombre de pella, cabeza o cogollo.

1.1.2.  Produccion

Segun cifras de FAOSTAT, se producen alrededor de 20 millones de Tn de brécoli y
coliflor en 1,33 millones de ha. El mayor productor en términos de volumen es China,
con casi 9 millones de Tn, siguiéndole India, con unos 8,2 millones de Tn. En Europa
particularmente en Espafia, el brocoli ha tenido un reciente crecimiento, con destino a
satisfacer la demanda de los paises de la Union Europea tanto en forma fresca como
congelada. En EEUU el crecimiento del cultivo ha sido notable. Segin el Departamento
de Agricultura estadounidense (USDA) en dos décadas el consumo de brécoli ha pasado
de 0,7 a 3 kg/habitante/afio.

En Argentina, el cultivo del brocoli presenta un desarrollo productivo creciente. La zona
del conurbano bonaerense es donde se concentra el 60 % de la produccion, seguida por
Santa Fe y Cordoba con una participacion aproximada de 15 % cada una (Aprea, 2008;
Castro, 2017). La comercializacion se realiza principalmente en fresco, aunque mas

recientemente han adquirido interés otras formas de presentacion como ramilletes frescos
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cortados (cuarta gama) o congelados. El aumento en la popularidad de este producto se
ha asociado en buena parte con sus cualidades nutritivas y con propiedades beneficiosas
para la salud que se le han atribuido como la proteccion contra ciertos tipos de cancer y
el control de bacterias patdgenicas como Helicobacter pylori. (Lee y col., 2008; Vig y

col., 2009)

1.1.3. Morfologia

Son plantas bienales, con sistema radicular pivotante, con raices secundarias y
superficiales, hojas erguidas, onduladas, con nervaduras marcadas, tallo principal erecto
y fuerte que va a llevar la inflorescencia o parte comestible. Puede producir otras
inflorescencias laterales mas pequefias que salen de las axilas de las hojas del tallo
principal. La inflorescencia principal, puede llegar a medir 20 cm de didmetro,
distinguiéndose colores diferentes segin variedades: moradas, rojizas, blancas o
amarillentas, siendo la mas comun la verde oscura en el tallo y verde azulado en el
extremo. Las flores son amarillas de unos 2,5 cm de diametro y se agrupan en racimos
desarrollados a partir del tallo principal y de sus ramificaciones. La polinizacion es
cruzada y entomofila. El fruto es una silicua, dehiscente y glabra, de 10 cm de longitud,
4 a 5 cm de ancho y contiene unas 20 semillas redondeadas y pequeiias.

En el desarrollo del brocoli se pueden considerar las siguientes fases:

- Fase juvenil: donde la planta solamente desarrolla hojas y raices.

- De induccion floral: pasados entre 10-15 dias dependiendo del cultivar con

temperaturas bajas entre 10-15 °C (periodo de vernalizacion), la planta, inicia la
formacion del cogollo o cabeza; al mismo tiempo, siguen brotando hojas.

- De formacién de inflorescencias: en la yema terminal se desarrolla la

inflorescencia terminal o principal y, al mismo tiempo, en las yemas axilares de las hojas
ocurre la fase de induccion floral con la formacion de nuevas inflorescencias
(inflorescencias laterales). Se dejan de formar hojas y las més jovenes pasan a envolver
el cogollo para su proteccion.

- De floracion y fructificacidn: los tallos que sustentan las partes de la inflorescencia

inician un crecimiento en longitud, con apertura de las flores finalizando en la formacioén

de las silicuas.
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1.1.4. Valor nutricional

El brocoli tiene un importante valor nutritivo, es rico en fibras (2,6 g/100 g peso fresco),
es una importante fuente de vitaminas A y C y minerales (Fe, Ca, Mg, K) (Tabla IV.1).
Una porcion de 100 g de inflorescencias de brocoli aporta el 50 % de las necesidades
diarias de vitamina A y dos veces los requerimientos diarios de vitamina C para un adulto.
Por su alto contenido en fibras solubles, el brocoli ayuda a combatir la diabetes, ya que
ralentiza la absorcion de glucosa en el intestino; y el cancer de colon, debido a que acelera
el transito intestinal. Asimismo, por su bajo contenido en calorias es recomendado en
dietas para control de peso. Finalmente, por su alto contenido en potasio, previene el

debilitamiento de arterias e hipertension (Stoppani y Francescangeli, 2000).

Tabla I'V.1 Composicion nutricional de brdocoli cada 100 g de producto (USDA, 2018).

MACROCOMPONENTES MINERALES VITAMINAS LIPIDOS
Agua (g) 89  Calcio (mg) 47 Vitamina C 89 Saturados (g) 0,114
(mg)
Energia (kcal) 34  Hierro (mg) 0,73 Tiamina (mg) 0,07 Monoinsat. 0,03
(&
Proteina (g) 2,8 Magnesio 21 Riboflavina 0,12 Poliinsat. (g) 0,112
(mg) (mg)
Lipidos totales (g) 0,4 Fosforo (mg) 66 Niacina (mg) 0,64 Grasas trans 0
(2
Hidratos de carbono 6,6 Potasio (mg) 316 Vitamina B6 0,175 Colesterol 0
® (mg) (mg)
Fibra(g) 2,6 Sodio (mg) 33 Folatos (ng) 63

Azucares totales (g) 1,7 Zinc (mg) 0,4 Vitamina A, 31

(ng)

Vitamina A, 623
(IU)

Vitamina E 0,8
(ng)

Vitamina K 102

(ng)

De todos modos, la reputacion del brocoli como una “super-hortaliza: se relaciona con
otros componentes secundarios que contribuyen en forma central a sus propiedades
funcionales. El brécoli posee un alto contenido de antioxidantes, dentro de los que se
destacan el acido ascorbico, los carotenoides y compuestos fenolicos. Dentro de este
ultimo grupo predominan los derivados del acido hidroxicindmico, tales como: los acidos
clorogénico, neo-clorogénico, p-cumarico, cafeico, ferulico, sinépico, (Figura 9) ya sea

en forma libre o glicosilada (Nicoletto y col., 2016; Vallejo y col., 2003; Martinez-
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Hernandez y col., 2011). Por su parte dentro de los carotenoides se destaca la luteina que
representa entre 50 y 75% del total de estos compuestos (Nunn y col., 2006).

Sin embargo, el grupo de fitoquimicos que mas atencion ha generado en el brocoli y otras
cruciferas por estar limitados a esta familia de Angiospermas y por sus propiedades
beneficiosas para la salud son los glucosinolatos (GS) (Tian y col., 2005; Martinez-
Hernandez y col., 2013a). Los GS constituyen un grupo diverso caracterizado
estructuralmente por presentar un grupo de isotiocianato sulfatado conjugado con una
tioglucosa y un radical (Tabla IV.2). Ese radical puede ser de tipo alifatico, indolico,

aromatico, entre otros, y que generan cerca de 120 compuestos diferentes de GS.

Tabla IV.2 Estructura bésica, clasificacion y nombre de los glucosinolatos presentes en brocoli. Adaptado
de Tian y col. (2005).

ESTRUCTURA BASICA DE GLUCOSINOLATOS

OH
HO
/ﬁN' OH
5

| CH.OH
i
N—080,~
Grupo Estructura del R Nombre Trivial Nombre IUPAC
glucosinolato
Alifatico HU=CH—CH— Sinigrina 2-propenil glucosinolato
H.C=CH—(CH),~ ' ' '
(olefinico) Gluconapina 3-Butenil glucosinolato
H,C=CH—-CH-CH= . . . .
: ! . Progoitrina 2-hidroxi-3-butenil
OH .
glucosinolato
Alifatico H1C—S—(CH,)— Glucoerucina 4-metiltiobutil glucosinolato
(con azufire) H-‘C\_SO_[ C\Hl}-‘_ Glucoiberina 3-metilsulfinilpropil
H;C—SO—(CH,)s— .
H,C—SO—(CH,)s— glucosinolato
Glucorafanina 4-metilsulfinilbutil
glucosinolato
Glucoalisina S-metilsulfinilpentil
glucosinolato
Indolicos .._x_:.'-'\[__,_(:u g Glucobrasicina Indol-3-ilmetil glucosinolato
e T .\l‘l
H
-éﬁ—_l—cu_.—
L;? _‘l N,E. Neoglucobrasicina 1-metoxindol-3ilmetil
I glucosinolato
H,C0
4,
- - H,
QN
== TN 4- 4-metoxiindol-3-ilmetil
H metoxiglucobrasicina  glucosinolato
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En el caso de brocoli, los principales GS poseen radicales alifatico e indélico, siendo
glucorafanina y glucobrasicina, respectivamente los mayoritarios (Figura IV.13)
(Martinez-Hernandez y col., 2013b). Los GS estan localizados en vacuolas, y ante la
ruptura celular son hidrolizados por la enzima mirosinasa (B-tioglucosida glucohidrolasa)
localizada en citoplasma. Esta reaccion libera la glucosa que estabiliza a los GS
generando a partir de la molécula original varios productos de descomposicion como
isotiocianatos, tiocianatos y nitrilos los que parecen ser responsable de muchas de las
propiedades de estos compuestos (Jones y col., 2010) tanto en la propia planta (ej, defensa
frente a plagas, enfermedades y herbivoros) como en los consumidores (pungencia de los
productos, propiedades anticarcinogénica particularmente de colon, recto y prostata)

(Farnham y col., 2004; Mi y col., 2007; Hayes y col., 2008; Traka y col., 2010).

1.1.5. Manejo del cultivo

El cultivo de brocoli se realiza con la técnica de desarrollo de plantin y posterior
trasplante. El marco de plantacion varia con la zona, el tipo de suelo y la época de cultivo.
Se encuentran variedades de ciclo corto (90 dias), intermedio (90 y 110 dias) y largo (mas
de 110 dias) entre siembra y cosecha. Si bien el cultivo puede realizarse en diferentes
épocas del afio se destaca la calidad en primaveras frescas y en otofios benignos (Maroto

y Baixauli Soria, 2017).

1.1.6. Cosecha y calidad comercial

La primera recoleccion se realiza para cosechar la inflorescencia principal. La cabeza
debe ser firme a la presion de la mano, compacta, y de color verde. Al romperse la
dominancia apical, se produce en la planta de brocoli un brote o crecimiento secundario.
Para el consumo fresco, las inflorescencias deberan cortarse con un tallode 5a 10 cm y
atarse en manojos que se clasificaran como chicos (hasta 0,5 kg), medianos (0,5 a 2 kg)
y grandes (mas de 2 kg). Para la industria del congelado no influye el tamafio de la

inflorescencia ya que ésta se troza en tamafio variable entre 2 y 5 cm de diametro.

1.1.7. Senescencia y degradacion de clorofilas

La senescencia es una de las etapas finales del desarrollo de un vegetal. La degradacion
de clorofila es el primer sintoma visible de la senescencia, aunque los procesos de
desensamblaje de los cloroplastos y remobilizacion de proteinas se inician mucho antes

que la aparicion de los sintomas (Yamauchi, 2015). Las moléculas de clorofila estan
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formadas por un anillo tetrapirrdlico (porfirina) con un ién magnesio (Mg>") en el centro
de estos anillos y posee una larga cadena lateral hidrofobica de 20 carbonos (fitol)
(Figura IV.2A). Los dos tipos principales de clorofilas son la clorofila a y la clorofila b,
que difieren en que la primera posee un grupo metilo donde la segunda posee un formilo.
Esta pequena diferencia en estructura quimica provoca un considerable cambio en el
espectro de absorcion de ambos compuestos (Figura IV.2B), lo cual permite

cuantificarlas por separado (Buchanan y col, 2000; Taiz y Zeiger, 1998).
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Figura IV.2. A) Estructura de clorofila a y b, B) Espectro de absorcion las clorofilas a y b. Se muestra el
espectro de luz solar visible. Adaptado de Buchanan y col. (2000).

La ruta propuesta de degradacion de la clorofila comienza con la conversion de la Chl-b
a Chl-a (Horie y col., 2009). Luego, la Chl-a continlia una serie de pasos que se muestran
en la Figura IV. 3. La primera reaccion es la eliminacion del fitol catalizada por la enzima
clorofilasa, y que genera el clorofilido-a (Chlide) de un color verde vivido (Roca y
Minguez-Mosquera, 2003). Posteriormente, se produce la remocion del i6n central de
Mg** por la enzima Mg dequelatasa (MDS) para generar feoférbido-a (Pheo) de color
verde oliva (Shioi y col., 1996). Més recientemente se ha puesto en duda la linearidad de
esta ruta catabdlica que propone se podria liberar el Mg?" antes de la remocion del fitol
(Tang y col., 2000) para generar feofitina (Phy) de color amarillo pardo por accion de la
enzima feofitinasa. Adicionalmente se ha sugerido que la clorofila a puede ser degradada
por otras enzimas, como una peroxidasa en presencia de compuestos fenolicos y H>O»

(Yamauchi y col., 2004).
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Figura IV.3. Ruta de degradacion de la clorofila. Adaptado de Aiamla y col. (2012) y Smolikova y col.
(2017).

Durante la senescencia también, se produce una importante degradacion y movilizacion
de proteinas, que provoca una acumulacion de aminoacidos libres y amoniaco. Luego
ocurre una disminucién en la integridad estructural y funcional de las membranas

celulares, resultado del metabolismo acelerado de los lipidos (Thompson y col., 1998).

1.1.8. Manejo poscosecha de brocoli

Las cabezas de brocoli tienen tasas de respiracion muy alta (Cantwell y Suslow, 2002).
Por su parte, si bien las inflorescencias poseen una tasa de produccion de etileno muy baja
la sensibilidad a este compuesto es muy elevada. Asi por ejemplo el contacto con 2 ppm
de etileno a 10 °C reduce la vida en gondola en un 50 % (Cantwell y Suslow, 2002). La
refrigeracion en el brocoli permite conseguir una vida util mas prolongada. Se recomienda
una temperatura de 0 °C y una HR > 95 % para optimizar la vida de almacenamiento (21-
28 dias). El brocoli se puede almacenar adecuadamente en atmosferas conteniendo 1-2 %

02 con 5-10 % CO> (Yamauchi y Watada, 1998).

1.2. Niveles de compuestos antioxidantes en brécoli: ;Es posible promover su

acumulacion mediante tratamientos de poscosecha?

En la altima década, ha aumentado el interés en la evaluacion de los métodos fisicos de
poscosecha que podrian mantener o incluso mejorar la calidad de los vegetales, al tiempo
que evitan el uso de aditivos quimicos (Vicente y Lurie, 2014). La irradiacion UV se ha
utilizado durante varios afios en la industria alimentaria, principalmente con fines de
desinfeccion (materiales de embalaje y agua) (Civello y col., 2006). Mas recientemente,

se comenzo a evaluar el uso directo de los tratamientos con UV en las superficies de los
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alimentos (Vicente y Lurie, 2014). Para estas aplicaciones, la radiaciéon UV-C se ha
elegido generalmente, dado su mayor efecto germicida (Civello y col., 2006). Sin
embargo, se sabe que otras regiones dentro del espectro UV inducen respuestas
fisiologicas en vegetales (Venditti y D'hallewin, 2014).

Se ha informado que los tratamientos con UV-B retrasan la maduracion y la senescencia.
La exposicion a UV-B retras6 el amarillamiento en el brdcoli almacenado a 15 °C
(Aiamla-or y col., 2009; Aiamla-or y col., 2010). Si los tratamientos también son
beneficiosos en las inflorescencias refrigeradas minimamente procesadas no se ha
probado. También se ha demostrado que la irradiaciéon UV provoca la acumulacion de
antioxidantes en algunos productos (Jansen y col., 2010). Las peras expuestas al sol que
reciben mayor luz UV-B generalmente muestran un nivel de antocianina mas alto que las
frutas sombreadas (Sun y col., 2014). Se han reportado mayor contenido de 4cidos
fenodlicos y flavonoides en tomates sometidos a irradiacion UV-B después de la cosecha
(Castagna y col., 2014). Se ha demostrado que la inducciéon de respuestas defensivas
contra la radiacion UV-B también depende del origen geografico de los genotipos
(Jansen y col., 2010). La investigaciéon que comprende los efectos que las condiciones
de irradiacion ejercen sobre el resultado de los tratamientos con rayos UV aln estd en
curso. Varios estudios han analizado el efecto de la radiacion UV-B antes de cosechar
cultivos y han caracterizado su papel en la fisiologia de las plantas. Sin embargo, esto
puede diferir notablemente de las respuestas que ocurren en los 6rganos recolectados. La
mayoria de los estudios realizados hasta ahora han caracterizado los efectos de los
tratamientos de dosis de irradiacion UV en diferentes productos (Lemoine y col., 2007;
Lemoine y col., 2008; Aiamla-or y col., 2009;Avena-Bustillos y col., 2012). Sin
embargo, la intensidad de la irradiacion como un factor importante que determina el
resultado de los tratamientos UV en la retencion de la calidad ha sido menos estudiada.
Cote y col. (2013) informaron que para una dosis fija (4,1 kJ/m?) los tratamientos con
UV-C de alta intensidad fueron maés efectivos para prevenir la descomposicion
poscosecha y el ablandamiento de la frutilla que los de exposicion a baja intensidad. No
se ha determinado la influencia de la intensidad de la radiacion UV-B en la senescencia
y el contenido de antioxidante de brécoli cosechado. Por lo que se plantea como objetivo
de este ultimo capitulo del presente trabajo de tesis: “evaluar el efecto de la intensidad y
dosis con radiacion UV-B sobre la calidad visual y retencion de compuestos bioactivos

de importancia nutricional en brocoli minimamente procesado”.
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IV.2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Efecto de la intensidad v dosis de radiacion UV-B sobre la calidad de brocoli

minimamente procesado v refrigerado

2.1.1. Material vegetal y almacenamiento

Se cosecharon cabezas de brocoli (Brassica oleracea L.) de cultivo a campo de una finca
de La Plata (Buenos Aires, Argentina). Las mismas fueron seleccionadas para eliminar
las cabezas sobremaduras o con defectos visibles de forma, color o compacidad. Se
cortaron en ramilletes y colocaron en bandejas de plastico rigido en aproxidamente 180 g
de ramilletes por bandeja para luego ser irradiadas con luz UV-B. Luego de ser irradiadas,
3 bandejas de cada tratamiento con un peso promedio de 180 g cada una, se recubrieron
con film PVC perforado y se llevd a almacenamiento en oscuridad en camaras a 4 °C
durante 17 dias. Los controles no fueron irradiados, se empaquetaron y almacenaron
como se detalld anteriormente. Al inicio y al final del almacenamiento, se determind la
pérdida de peso y color de las inflorescencias. Por otro lado, se colectaron las yemas
florales de los ramilletes con bisturi, se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron
a -80 °C para realizar posteriormente el analisis del contenido de clorofila y derivados, y

antioxidantes totales y fenoles totales.

2.1.2. Tratamiento con luz UV-B

Se trabajé con un banco con 4 ldmparas UV-B (QFS-40, Philips) con encendido
independiente (Figura IV.4A). Se verifico el rango de longitudes de onda que abarcaba
la irradiancia de las lamparas empleando un espectrometro (AvaSpec, ULS3648-UBS2-
U25A con fibra optica FC-UVIR200-2, Estados Unidos), comprobandose que estaba
centrada y con el mayor porcentaje entre los 290-320 nm que corresponden a luz UV-B,

y un ligero porcentaje entre 320-390 nm de luz UV-A (Figura IV. 4).
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Figura IV.4. Irradiancia espectral de las lamparas empleadas en el rango de longitud de onda de 280-800
nm. Recuadro de color entre 290-320 nm se distingue el rango de luz UV-B.

Se empled un radiometro (UVITEC, RX-003, Francia) para registrar la intensidad
(Figura IV.4B). Las muestras se colocaron en bandejas en estantes a distancias regulables

(30 cm y 15 cm) respecto de las lamparas (Figura IV.4C).

Figura IV.4. A) Equipo de tratamiento UV-B, B) radidometro y C) disposicion del producto y sonda del
radiémetro dentro del equipo.

Se ensayaron diferentes intensidades, que se lograron encendiendo distinto numero de
lamparas y distancia entre ellas y la muestra; y diferentes dosis, que se alcanzaron dejando
las muestras expuestas por un cierto tiempo. Asi, se ensayaron intensidades: Baja= 3,2
W/m? (2 1amp, 30 cm), Media= 4,0 W/m? (4 lamp, 30 cm) y Alta= 5,0 W/m? (4 1amp, 15
cm) y con dosis de 2, 4, 8 y 12 kJ/m? para cada una de ellas. Los tiempos necesarios para
alcanzar las distintas dosis se detallan en la Tabla IV.2. Los respectivos controles no

fueron irradiados.
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Tabla IV.3 Tiempos de exposicion a luz UV-B de brocoli minimamente procesado sin tratar (control) y
tratado a las intensidades Baja (B= 3,2 W/m?), Media (M= 4,0 W/m?) y Alta (A= 5,0 W/m?) y con dosis de
2,4, 8y12kJ/m? de luz UV-B.

INTENSIDAD TIEMPO DE EXPOSICION (MIN)
W/m?) Lamp Distancia Dosis (kJ/m?)
encendidas (cm) 2 4 P 12
Control 0 - - - - - -
B 3,2 2 30 10 20 45 65
M 4,0 4 30 7 15 32 48
A 5,0 4 15 6 12 25 39

2.2. Efecto de la intensidad v dosis de radiacion UV-B sobre la estimulacion de

compuestos antioxidantes a tiempos cortos v estabilidad luego del almacenamiento

congelado

2.2.1. Material vegetal y almacenamiento

Se cosecharon cabezas de brocoli y procesaron segtin se detallo previamente en la secciéon
2.1.1. Se trataron con luz UV-B (seccion 2.1.2) y 3 bandejas de cada tratamiento (180 g
cada una), se recubrieron con film PVC perforado y se llevaron a almacenamiento en
oscuridad en camaras a 20 °C. En un primer ensayo se almacenaron por 2, 6 y 18 h. En
un segundo ensayo, las muestras irradiadas a las intensidades y dosis mencionadas
recientemente, se dejaron a 20 °C por 6 h para luego ser transferidas a -18 °C en freezer
comercial (Diplomatic, Argentina) durante 30 dias. Se colectaron las yemas florales de
los ramilletes y preservaron como ya se menciond (seccion 2.1.1), para realizar

posteriormente el analisis de antioxidantes totales (seccion 2.3.4).

2.2.2. Tratamiento con luz UV-B

Se trabajo con el mismo banco que se detall6 en la seccidon 2.1.2 que contenia 4 ldmparas
UV-B (QFS-40, Philips) con encendido independiente y estante regulable. Las muestras
minimamente procesadas colocadas en bandejas de PVC se trataron de la siguiente
manera:

a) Tratamiento con baja intensidad (3,2 W/m?) y baja dosis (2 kJ/ m?): B2,

b) Tratamiento con baja intensidad (3,2 W/m?) y alta dosis (12 kJ/ m?): B12,

c) Tratamiento con alta intensidad (5 W/m?) y baja dosis (2 kI/ m?): A2,

d) Tratamiento con alta intensidad (5 W/m?) y alta dosis (12 kJ/ m?): A12,
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2.3. Determinaciones analiticas

2.3.1. Pérdida de peso
La pérdida de peso fue determinada por diferencia de pesada de las bandejas a dia inicial
y final del almacenamiento, en balanza digital (KERN 572). Tres replicados fueron
evaluados para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los resultados fueron
calculados como porcentaje de pérdida de peso segin se detalla a continuacion:

Pérdida de peso (%)=100 x (Pi - Pf))/ (P1)

Donde Pi y Pf son el peso inicial y final de la muestra, respectivamente.

2.3.2. Color superficial
Se utiliz6 un colorimetro (Minolta, modelo CR-400, Japon) obteniendo los valores de a*,
b* y L*. Se calcul6 el angulo Hue como arco tangente de b*/a*. Se realizaron 20 medidas

a cada bandeja para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.

2.3.3. Compuestos fendlicos

La determinacién de compuestos fenolicos fue realizada de acuerdo con Obied y col.
(2005). Para ello se tritur6 brocoli congelado en nitrogeno liquido en un molinillo, se peso
aproximadamente 1,2 g del triturado y se agregd 10 mL de etanol (96 % v/v), se agito en
vortex durante 30 seg y luego se llevo a centrifuga a 13.000 x g, durante 10 min a 4 °C,
se separ6 el sobrenadante para realizar los analisis posteriores.

El contenido de compuestos fenolicos totales se determind de acuerdo a Singleton y col.
(1999), empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu segtn se detallo en la seccion 1.2.3.2.
En esta oportunidad, se emplearon 100 pL de extracto etanolico para un volumen final de
3 mL. Se prepararon dos extractos para cada tratamiento, y cada uno se midi6 por
triplicado. Se empled 4acido clorogénico (ACG) como estandar y los resultados se

expresaron como mg ACG/kg de peso fresco.

2.3.4. Capacidad Antioxidante (TEAC)
El extracto se realizd6 como se detallo en la seccion 1.2.3.3. Las determinaciones se
realizaron de acuerdo a Arnao y col. (2001) como se detall6 en la seccion 1.2.3.3. En esta

oportunidad se emplearon 10 pL del extracto y 1 mL de solucion del radical ABTS™". Se
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utilizé Trolox como patron. Se realizaron tres extractos por cada tratamiento y tiempo de
almacenamiento. Los resultados se expresaron como Capacidad Antioxidante

Equivalente a Trolox (TEAC) en mg/kg de peso fresco.

2.3.5. Pigmentos clorofilicos

La extraccion y cuantificacion de la clorofila y sus derivados se efectué de acuerdo a
Yang y col. (1998) con algunas modificaciones como se detalla en la Figura IV.5. Para
ello, las yemas florales de brdcoli congelado en nitrogeno liquido se trituraron en
molinillo, se pesd 1 gy se colocd en un tubo de ensayo conteniendo 5 mL acetona:agua
(80:20), luego se vorted por 1 min repitiendo 4 veces, se centrifugd a 3.000 x g por 5 min
a2 °C (Sorvall ST 16R), se colectd y reservo el sobrenadante. Se procedié a una segunda
extraccion del pellet en igual condicion. Se centrifugaron y se juntaron ambos
sobrenadantes. Esta muestra se empled para la determinacion del contenido total de
clorofila y sus derivados en forma espectrofotométrica. Posteriormente a 5 mL de extracto
obtenido como se detalld anteriormente se le agregd un volumen de 5 mL de hexano, se
vorte6 por 1 min repitiendo 4 veces y luego se centrifugd a 3.000 x g durante 5 min a 2
°C. Se formaron dos fases, la superior contenia los componentes menos polares (retienen
el fitol) disueltos en hexano, la inferior poseia los componentes mas polares (defitilados)
de la mezcla en acetona: agua. A la fraccion hexano se la dividié en dos segun Varela
(1983): a) se le agregd NaxSO4 con el objetivo de deshidratar el hexano para determinar

el contenido de clorofila en hexano (Varela, 1983).
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Figura IV.5. Esquema de realizacion de extractos para la determinacion de pigmentos clorofilicos y
derivados.
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Se midié la absorbancia a 663,6 nm y 646,6 nm y se calcul6 el contenido de clorofila
usando los coeficientes de extincion molar correspondientes en hexano segin la ecuacion
I Tabla IV.2; b) se la acidificé con 20 uL HCI al 25 % v/v, para remover el Mg*? de
forma quimica, se agregd Na>SO4 como desecante y se midio la absorbancia a 667 nm y
653 nm para obtener el contenido de feofitina total (phy) segun la ecuaciéon II (Tabla
IV.2, Lichtenthaler, 1987). La feofitina original contenida en el extracto, se calculd de
forma indirecta por relacion entre absorbancias antes y después de la acidificacion segin
la ecuacion III (Tabla IV.2) (Lorenzen y Jefrey, 1980). Se midi6 la absorbancia de la
fase acetona: agua a 665 nm y 650 nm para cuantificar clorofilidos segln la ecuacion IV
(Tabla IV.2) (Yang y col., 1998). Esa misma fraccion se acidificé con 20 pL. HCI 25 %
v/v, para remover el Mg*? de forma quimica. Se midi6 la absorbancia a 665 nm y 653 nm
para determinar el contenido de feoforbido total (pheo) (ecuacion V) (Lorenzen y Jefrey,
1980). Para calcular el contenido de feoforbido original se resto6 el feoforbido proveniente
de clorofilidos (ecuacién IV) al contenido de feoforbido total segiin la ecuacién III

(Tabla IV.2).

Tabla IV.4 Ecuaciones para la determinacion de contenido de pigmentos clorofilicos.

COMPUESTO PESO SOLVENTE LONGITUD ECUACION
MOLEC. EXTRACCION DE ONDA
(G/MOL) (NM)
Clorofila a (chl 892 Hexano 663-646 I Chl=12.25A¢63.6- 2.55A¢46.6
a) (ng/mL)
Feofitina total a 871 Hexano 667-653 I  Phy total a=22,42Aee7- 6,81
(phy a) Ags3 (ug/mL)
Phya 871 Hexano 667-653 111 Phyitotal - phycnia
original
Clorofilido a 614 Acetona:agua 665-650 IV Chlide.= Ass5*8,2 (ng/mL)
(chlide a) (80:20)
Feoforbido total 591 Acetona:agua 665-653 V  Pheo total a=22.42Aess- 6,81
a (pheo a) (80:20) Ags3 (ug/mL)
Pheo a 591 Acetona:agua 665-653 VI PheO0otal a- PheOchiide 2
original (80:20)

@ Phyena— Chl, (ug/mL) x (871/892)
@ pheochiige .= Chlide, (ug/mL) x (591/614)

2.3.6. Glucosinolatos (GS)
Los GS se extrajeron y cuantificaron segun Cargnel y col. (2014) con pequenas

modificaciones. Muestras liofilizadas (entre 10 y 15 mg) se trituraron en mortero y se
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transfirio a un tubo Eppendorf. Se adiciond 1,2 mL de metanol 70 % conteniendo 0,125
umol de sinigrina (2-propenil-glucosinolato, Sigma-Aldrich, EE. UU.) como patron
interno. Las muestras se incubaron durante 1 min a 70 °C en un bafio de agua y se
centrifugaron a 12.000 x g durante 2 min; se adicionaron dos alicuotas mas de metanol al
70 % para repetir el procedimiento de extraccion y se combinaron los sobrenadantes.
Después de la extraccion, los sobrenadantes se transfirieron a columnas rellenas con 600
uL (75 mg) de DEAESephadex A-25 (previamente equilibrada con 800 uL de agua
MilliQ); las columnas cargadas se lavaron con 600 uL de metanol 70 % y 600 pL de agua
MilliQ. Para desulfonar los GS retenidos en la columna, se resuspendieron 25 pL de
solucion de arilsulfatasa (Sigma-Aldrich; H-1 de Helix pomatia), preparada como
describe Graser y col. (2001) en 600 puL de acetato de sodio 0,02 M, se afiadieron x mL
de buffer pH 4,0, y las columnas se incubaron durante la noche a temperatura ambiente.
Después de la incubacion, los desulfoglucosinolatos se eluyeron con 600 puL de agua
MilliQ y se analizaron en un equipo de HPLC (Knauer Euroline) equipado con columna
Restek Pinnacle I C18 (5 pm, 4.6x150 mm) empleando fase movil A (agua) y B (20 %
de acetonitrilo) en un gradiente de 1 % de B a 0 min, 10 % B en 10 min, 75 % Ben 22 a
24 min, con un tiempo equilibrado de 10 min, y una velocidad de flujo de 1 mL/min. El
volumen de inyeccién fue de 20 pL y la elucion se controld con un detector de arreglo de
diodos a 229 nm. Para calcular las concentraciones molares de GSs individuales, se
utilizaron factores de respuesta relativos para corregir la diferencia de absorbancia entre

el patrén interno y estos compuestos.

2.4. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los datos se analizaron
por medio de ANOVA y las medias se compararon con el test de LSD a fin de determinar

las diferencias minimas significativas a un nivel de significancia de P <0,05.
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IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto de la intensidad vy dosis de radiacion UV-B sobre la calidad de brocoli

minimamente procesado v almacenado en refrigeracion

El almacenamiento refrigerado extiende notablemente el periodo de vida ttil de los
productos y es estrictamente necesario en aquellos vegetales que han sido objeto de un
procesamiento minimo como en este trabajo. Asi, se tratdo los ramilletes de brocoli
minimamente procesado con radiacion UV-B, buscando cubrir una variada gama de
intensidades y dosis, como tratamiento poscosecha previo a la refrigeracion. Los
ramilletes se trataron con intensidad baja-B, media-M y alta-A, y con dosis de 2, 4, 8 y
12 kJ/m?. Posteriormente, se los almacend a 4 °C por 17 dias y se analizé el efecto de la
radiacion UV-B aplicada sobre los distintos parametros de calidad de los ramilletes. En
la Figura IV.6 se observa la apariencia de las bandejas conteniendo los ramilletes

controles y tratados con las distintas intensidades y dosis.

CONTROL Loz Vel

B
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Figura IV.6. Apariencia de brdocoli minimamente procesado control y tratado con intensidades de
irradiacion UV-B (Baja: 3,2 W/m?, Media 4,0 W/m? y Alta: 5,0 W/m?) y dosis (2, 4, 8, 12 kJ/m?) y
almacenados a 4 °C durante 17 dias.

La intensidad baja (3,2 W/m?) y dosis 2 y 4 kJ/m? mostraron resultados similares entre si
y con mayor retencion del color verde de los ramilletes. Sin embargo, el resto de las
combinaciones intensidad: dosis desarrollaron un color mas amarillento-marrén y en
cierta forma similar a los ramilletes control. Estos resultados estdn en concordancia con

otros autores que proponen a la radiacion UV-B como alternativa poscosecha para el
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retraso de senescencia. Precisamente, se ha ensayado tratamientos en lima
(Kaewsuksaeng y col, 2011), en lechuga (Caldwell y Britz, 2006) y cebolla
(Dissanayake y col., 2008). Mientras que, empleando cabezas de brocoli entera, los
tratamientos UV-B efectivos en preservar la calidad poscosecha han sido 8.8 kJ/m? a 15°C
(Aiamla y col., 2010) y 19,1 kJ/m? a 4 °C (Aiamla y col., 2019), aunque en ambos casos

emplearon una intensidad de 7,3 W/m?, mayor a la empleada aqui.

3.1.1. Pérdida de peso

Los ramilletes de brocoli minimamente procesados y tratados con UV-B, en general,
mostraron una menor pérdida de peso que el control después del almacenamiento a 4 °C
(Figura IV.7). La mayor reduccion en la pérdida de peso se encontr6 en las muestras
tratadas con dosis de 2 y 4 kJ/m? para las intensidades baja (3,2 W/m?) o media (4,0

W/m?), respectivamente.
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Figura 1V.7. Pérdida de peso en brocoli minimamente procesado control y tratado con intensidades de
irradiacion UV-B (Baja: 3,2 W/m?, Media 4,0 W/m? y Alta: 5,0 W/m?) y dosis (2, 4, 8, 12 kJ/m?) y
almacenados a 4 °C durante 17 d. Las barras de error representan la desviacion estindar de la media. Se
muestra el valor de LSD.

Se ha informado una reduccion de la deshidratacion en el brocoli tratado con UV-C.
(Lemoine y col., 2008), asi como en otros productos, por lo que podria extrapolarse a lo
sucedido aqui, para UV-B. Manzocco y Nicoli (2015) sugirieron que la irradiacion UV-
C puede reducir la pérdida de agua mediante la formacion de una fina capa seca en la
superficie del producto que a su vez puede restringir el flujo de vapor de agua. También,

la mejor integridad del tejido en productos irradiados con UV, en los que se retrasa la
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senescencia, puede contribuir a explicar la pérdida de agua reducida (Lemoine y col.,
2008).

3.1.2. Color superficial

El amarillamiento es el principal factor que contribuye al deterioro del brocoli durante el
almacenamiento poscosecha (Biichert y col., 2011). En trabajos previos en brécoli
irradiado con UV-B y UV-C se mostro que el resultado en la retencion de color es
marcadamente dependiente de la dosis de irradiacion (Aiamla-or y col., 2009; Lemoine
y col., 2007).

Sin embargo, no se ha determinado si la intensidad de irradiacién tiene o no un papel
significativo en los efectos observados. Los ramilletes mostraron un amarillamiento
significativo después del almacenamiento que se explica a partir de la caida en los valores
de Hue (Figura IV.8A) y el incremento del valor de la luminosidad L* (Figura IV.8B)

respecto de la cosecha.
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Figura I'V.8. Parametros de color A) Hue y B) luminosidad (L*) de brocoli minimamente procesado control
y tratado con intensidades de irradiacion UV-B (Baja: 3,2 W/m?, Media 4,0 W/m? y Alta: 5,0 W/m?) y dosis
(2,4, 8,12 kJ/m?) y almacenados a 4 °C durante 17 d. Las barras de error representan la desviacion estiandar
de la media. Se muestra el valor de LSD.

Los resultados mostraron que el efecto de la exposicion a UV-B en la retencion de color

es también altamente dependiente de la intensidad de irradiacion utilizada. El empleo de
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baja intensidad y dosis de 2 y 4 kJ/m? mostraron la mayor retencion de las tonalidades
verdes (mayor Hue y menor L*). Mientras que, a intensidades UV-B medias y altas, el
efecto sobre la retencion de color fue insignificante e independiente de la dosis aplicada.
Estos resultados difieren de los reportados por Aiamla-or y col. (2010), que encontraron
que la exposicion a 4,4 kJ/m? de UV-B fue menos efectiva que los tratamientos con dosis
de 8,8 y 13,1 kJ/m?, aunque en ese caso las intensidades fueron 50 % mas altas que la
intensidad media probada en nuestro estudio y las cabezas de brdcoli se almacenaron a
15 °C. En sintesis, para los tratamientos UV-B de baja intensidad, la dosis tuvo un
marcado efecto en la retencion del color. Los mejores resultados se observaron en los

ramilletes de brocoli tratados con dosis bajas (2 o 4 kJ/m?).

3.1.3. Pigmentos clorofilicos

Para obtener mas informacién sobre el papel de las condiciones de tratamiento UV en el
color del brécoli, determinamos los cambios en los niveles de clorofila-a (Chl-a) y sus
derivados, clorofilido-a (Chlide a), feofitina-a (Phy a) y feoférbido-a (Pheo a). Durante
el almacenamiento a 4 °C, el brocoli control perdio ~46 % de Chl-a, mientras que a los
que se les aplico UV-B perdieron entre un 30-70 % independientemente del tratamiento
aplicado (Figura IV. 9A). Los tratamientos con una alta intensidad de UV-B indujeron
una mayor pérdida (56-70 %) de Chl-a que el control. Por ello, el color similar observado
entre control y las muestras irradiadas UV-B puede deberse a la acumulacion de Chlide-
a (Figura 1IV.9B), que a pesar de su mayor solubilidad en agua inducida por la
eliminacion del fitol muestra propiedades Opticas similares a las de Chl-a, manteniendo
tonalidades de color verde.

Los tratamientos mas efectivos, en términos de retencion de color, fueron los de baja
intensidad y dosis de 2 y 4 kJ/m?, debido probablemente a que estos tratamientos
perdieron un ~41 y 30 %, respectivamente, de Chl-a al final del periodo de

almacenamiento (Figura IV. 9A).
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Figura IV.9. Pigmentos clorofilicos: A) Clorofila a, B) clorofilido a, C) feofitina a y D) feoférbido a en
brécoli minimamente procesado control y tratado con intensidades de irradiacion UV-B (Baja: 3,2 W/m? y
Alta: 5,0 W/m?) y dosis (2, 4, 8, 12 kJ/m?) y almacenados a 4 °C durante 17 d. Las barras de error
representan la desviacion estandar de la media. Se muestra el valor de LSD.

Finalmente, el tratamiento de baja intensidad y dosis de 4 kJ/m? retuvo el nivel mas alto
de Chl-a. Estos resultados concuerdan con las tonalidades mas verdes mostradas
previamente en el color (Figura IV.9). Curiosamente y dentro de los resultados de baja
intensidad, las muestras de 4 kJ/m* también acumularon niveles mas altos de Chlide-a y
Pheo-a (Figura IV.9B y D) que el control. Trabajos previos, sugirieron que la eliminacion
del fitol era el primer paso comprometido en el catabolismo de la clorofila, y luego era
removido el Mg*? para producir Pheo-a de color verde-oliva (Amir-Shapira y col., 1987;
Matile y col., 1999). Se informd que las enzimas clorofilasa y la magnesiodequelatasa
estaban involucradas, respectivamente, en estos pasos durante el desmontaje normal de
cloroplastos (Langmeier y col., 1993; Kaewsuksaeng y col., 2007). Mas recientemente,
la identificacion de las enzimas feofitinasas de plantas (PPH) sugirié que la eliminacion
directa del 4tomo de Mg*? central de la Chl-a también puede ser una ruta in vivo
importante para la degradacion de Chl. Esto es respaldado por el fenotipo de permanencia
del color verde de los mutantes inactivados de PPH en Arabidopsis (Schelbert y col.,
2009). Hasta el momento, sigue sin establecerse la importancia relativa de las diferentes
vias catabodlicas de Chl en la mayoria de los productos en los que la pérdida de color verde

es el principal indice de calidad. Aiamla-or y col. (2010, 2012, 2019) sugirieron que la
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irradiacion UV-B puede modular la actividad de las enzimas degradantes de Chl e incluso
reprimir sus genes en los primeros dias pos-tratamiento con UV-B. En resumen, los
resultados de nuestro trabajo sugieren que los tratamientos con UV-B de alta intensidad
en dosis que varian entre 2 y 12 kJ/m? favorecieron la pérdida del fitol de la Chl-a para
dar Chlide-a y posteriormente aumentar el contenido de Pheo-a. Por el contrario, la
exposicion a baja intensidad de UV-B en dosis de 4 kJ/m? redujo el amarillamiento del
brocoli al retener mayores niveles de Chl-a principalmente, como asi también los de
Chlide-a y Pheo-a, sugiriendo un retraso en la degradacion integral de Chl-a y con ello

un retraso en la senescencia.

3.1.4. Capacidad antioxidante y compuestos fenélicos

Varios trabajos han sugerido que las condiciones de estrés leve inducidas por la radiacion
UV-B podrian ser una estrategia tecnoldgica valiosa para aumentar la capacidad
antioxidante de los productos frescos y transformarlos en biofabricas. Se han informado
mayores contenidos de antioxidantes fenodlicos luego de tratamientos con UV-B en
zanahorias recién cortadas (Avena-Bustillos y col., 2012), uvas (Martinez-Liischer y
col., 2014) y tomate (Castagna y col., 2014). Sin embargo, las respuestas informadas en
la literatura son muy variables segun el producto considerado y el tratamiento aplicado
(Ribeiro y Alvarenga, 2012; Jansen y col., 2010). En el caso del brocoli, tratamientos
con radiacién UV-C (8 kJ/m?) han incrementado ligeramente el contenido de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante respecto de la cosecha, luego de 21 dias a 4 °C
(Lemoine y col., 2007).

El efecto de UV-B sobre el estado antioxidante de los ramilletes de brocoli ha sido poco
estudiado. Se inform6 una mayor acumulacion de flavonoides en los brotes de brocoli
(Mewis y col., 2012; Topcu y col., 2015), pero se sabe que las respuestas a la exposicion
a UV dependen de la etapa ontogénica del vegetal (Schreiner y col., 2009). Por otro lado,
con la aplicacion de radiacion UV-B en brécoli entero y luego de 3 d de almacenamiento
a 15 °C los compuestos fendlicos se incrementaban (Formica-Oliveira y col., 2017) o
permanecian constante (Du y col., 2014). Sin embargo, no ha sido reportado la influencia
de la radiaciéon UV-B sobre el comportamiento de los antioxidantes de brécoli al emplear

temperaturas recomendadas para una correcta extension de la vida 1til.

144



Capitulo IV: Resultados y discusion

Cosecha | 17da 4 °C
—~1500 { LSD=103,3 A
2 T
) T 1
E
¢ 1000 H
<
Ll
|_
S 500 -
= B
o LSD=107,4
E2100
0
°
[}
)
S 1400 -
n
9
o
c
()
L 700 -
Dosis (kJ/m?) 0 24812 2481224812
Intensidad (W/mz) Baja Media Alta
CONTROL uv-B

Figura IV.10. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) y B) compuestos fenolicos totales
en brocoli minimamente procesado control y tratado con intensidades de irradiacion UV-B (Baja: 3,2 W/m?,
Media 4,0 W/m? y Alta: 5,0 W/m?) y dosis (2, 4, 8, 12 kJ/m?) y almacenados a 4 °C durante 17 d. Las barras
de error representan la desviacion estandar de la media. Se muestra el valor de LSD.

En este trabajo, el TEAC y el nivel de compuestos fendlicos de los ramilletes de brocoli
control disminuyeron (12 % y 26 %, respectivamente) durante el almacenamiento
(Figura IV.10A y B). A diferencia de lo que se ha informado en otros productos, ninguno
de los 12 tratamientos con UV-B evaluados en este trabajo mejoré la capacidad
antioxidante del brocoli después del almacenamiento poscosecha y mas bien la
disminuyé. Tratamientos con 12 kJ/m? e intensidad de irradiacion media (3,6 W/m?) o
alta (4,0 W/m?) mantuvieron, después de 17 dias de almacenamiento refrigerado, niveles
similares de TEAC que el control. Los incrementos en TEAC y antioxidantes ante la
exposicion a luz UV-B reportada por otros autores no fue hallada en nuestros estudios
pudiendo tal vez haber sido un aumento inicial y transiente que no llego a ser detectado.

Por ello se conduciran ensayos con muestreos a tiempos cortos post-tratamiento.
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3.2. Efecto de la intensidad v dosis de radiacion UV-B sobre la estimulacion de

compuestos a tiempos cortos vy estabilidad luego de un almacenamiento a -18 °C de

brocoli minimamente procesado

Los vegetales han sido propuestos como biofabricas de compuestos bioactivos en
respuesta a distintos tipos de estrés abiotico (Formica-Oliveira y col., 2017; Cisneros-
Zevallos, 2003). Como ya se menciond, varios estudios han informado que el estrés leve
podria inducir un rapido estallido de especies reactivas de oxigeno (EROs), que a su vez
activan el sistema de defensa y asi pueden desencadenar la acumulacion de antioxidantes
u otras moléculas protectoras (Soheila, 2000). Sin embargo, la comprension fisiologica
de las respuestas de las plantas al estrés abidtico rara vez ha sido explotada en la industria
alimentaria. En algunos casos, esta respuesta ha sido transitoria, y los tejidos recuperaron
los niveles basales de los metabolitos provocados poco después de eliminar el factor
estresante (Mittler, 2002). Por ejemplo, las proteinas de choque térmico (HSPs) con la
funcién de la chaperona se regulan rapidamente (durante 3 h) en los tejidos de las plantas
refrigeradas y/o expuestos al calor y disminuyen cuando las muestras se transfieren a
temperaturas normales (Lurie, 1998). Con el fin de evaluar si tal respuesta estaba
ocurriendo en el brocoli tratado con UV-B evaluamos los cambios en parametros de
calidad como el color, contenido de glucosinolatos y antioxidantes en tiempos cortos pos-
irradiacion (0, 2, 6 y 18 h). Se acotaron los estudios a los extremos de intensidad y dosis

de radiacion UV-B, siendo analizadas las intensidades baja y alta, a dosis de 2 y 12 kJ/m?.

3.2.1. Color superficial

Dada la corta vida poscosecha de brocoli almacenado a temperatura ambiente es de vital
importancia constatar la posible variacion del color. A su vez, la radiacion UV-C causa
un ligero viraje del color hacia tonalidades doradas en productos que poseen clorofilas
como las uvas (Gonzalez-Barrio y col., 2005), hecho que atin no ha sido estudiado ante
la exposicion a UV-B a tiempos cortos. Aiamla-or y col. (2019) han analizado la
variacién del color, pero luego de 24 h, y no hallaron variaciones hasta 2 dias de
almacenamiento a 25 °C.

En este trabajo, ninguno de los tratamientos evaluados fue visualmente distinguible a las
2,6, 18 ha 20 °C. Estos resultados fueron confirmados por los pardmetros de color Hue
y L* evaluados en los ramilletes de brocoli a cosecha y después de 0, 2, 6, 18 h pos-

tratamiento con radiacion UV-B (Figura IV.11A y B).
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Figura IV.11. Color A) Hue y B) luminosidad (L*) en brdocoli minimamente procesado control (C) y tratado con
intensidades de irradiacion UV-B (Baja: 3,2 W/m?, Alta: 5,0 W/m?) y dosis (2 o 12 kJ/m?) B2, B12, A2 y Al2 y
analizados a tiempos cortos pos-tratamiento (0, 2, 6 y 18 h) a 20 °C. Las barras de error representan la desviacion
estandar de la media. Se muestra el valor de LSD.

3.2.2. Glucosinolatos

Se detectaron 11 compuestos en la corrida cromatografica realizada por HPLC-DAD de
las muestras control (Figura IV.12A) y tratadas con radiacion UV-B de baja y alta
intensidad (Figura IV.12B y C). Se empled sinigrina (pico 5) como estdndar interno en
cada una de las corridas cromatograficas. Con el fin de obtener un indicio de los posibles
GS presentes en brocoli se realizé una comparacion bibliografica con el perfil de picos
cromatograficos reportados por otros autores que se muestra en la Tabla IV.3. Los GS
alifaticos (GS-a) fueron detectados a menores tiempos de retencion y luego se observaron
los GS-inddlicos (GS-1). Dentro de los primeros (GS-a) se pudo hallar la presencia de los
siguientes compuestos minoritarios: glucoiberina (pico 1), progoitrina (pico 2),
glucoalisina (pico 3), gluconapina (pico 4), glucobrasicanapina (pico 8), mientras que el
GS-a mayoritario fue: glucorafanina (pico 6). Por su parte entre los GS-i se identificaron
la 4-hidroxiglubrasicina (pico 7), la 4-metoxiglucobrasicina (pico 10) en trazas, y la
glucobrasicina (pico 9) y la neoglubrasicina (pico 11) como mas abundantes. Si bien los
valores relativos entre los distintos GS varian con la variedad de brocoli empleada, al

igual que en el presente trabajo varios autores hallaron como GS-a mayoritario a
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glucarafanina (pico 6) y como GS-i a glucobrasicina (pico 9) y neoglucobrasicina (pico

11) (Kushad y col., 1999; Tian y col., 2005; Rybarczyk-Plonska y col. 2016).

. ‘l 9
| ‘ T ' T
- |
E - 3 it

124 18 . :

i i

| 1
|3 9 11|
= |
o G
£ ‘ l

10
134 7 :

I 8

| 4 ;

| 5 &

ar
% - 6
E:_|
= 9

| 11

| 10

2']4 ? |

L 8

Fiedeeiho (Rakn)

Figura IV.12. Cromatograma HPLC-DAD obtenido a 229 nm de extractos de muestras de brocoli A)
control B) Alta intensidad: 5,0 W/m? y dosis 2 kJ/m? (A2) y C) Baja intesidad: 3,2 W/m?y dosis 12 kJ/m?
(B12). El pico N° 5 corresponde a la sinigrina empleada como como estandar interno.

Analizando los grupos en forma conjunta se observo que los glucosinolatos alifaticos
fueron tres veces mayores que los inddlicos al momento de la cosecha (Figura IV.13A).
Algunos estudios reportaron un aumento de la acumulacion de GS en respuesta al estrés
abiotico (Variyar y col. 2014). En el caso de radiacion UV las respuestas dependen
mucho de las condiciones de irradiacion. En brotes de brocoli, Rybarczyk-Plonska y col.
(2016) encontraron que tanto el contenido total de GS alifaticos como de indélicos, no se
modificaron durante el almacenamiento a 0 o 4 °C, e incluso cuando los brotes se
transfirieron a 10 o 18 °C durante 3 dias con una combinacion de luz visible y tratamiento

con radiacion UV-B durante 12 h por dia.
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Tabla IV.5 Glucosinolatos analizados por HPLC-DAD de brocoli control a cosecha. Los picos resaltados
son los hallados en mayor porcentaje.

(%) COMPARACION CLASIF.
Ie : *
NO. (min) BIBLIOGRAFICA NOMBRE IUPAC GS REFERENCIAS
1 435 glucoiberina R (1-2-4-5-6)
glucosinolato
2 4,95 progoitrina 2-hidroxi-3-butenil e (122:3.4-6)
glucosinolato
3 6,12 glucoalisina SISt el e (1-2-4-5-6),
glucosinolato
. 3-Butenil cora
4 6,62 gluconapina glucosinolato Alifatico (1-2-3-4-6)
L 2-propenil v
5 8,85 sinigrina sty Alifatico
6 10,17 glucorafanina 4-metilsulfinilbutil .00 (12456
glucosinolato
7 14,15 4-hidroxiglubrasicina . 4—h1.dr0x11nd.01-3 ) Indolico (2-4-5)
ilmetil glucosinolato
. . 4-pentenil s
8 15,03 glucobrasicanapina glucosinolato Alifatico (1-2)
9 25,23 glucobrasicina Indol-3-ilmetil 4500 (1-2-3-4-5-6),
glucosinolato
10 26,18 4 demetoxiindol-3- g g (1-2-4-5-6)
metoxiglucobrasicina  ilmetil glucosinolato
1-metoxindol-
11 30,50 neoglucobrasicina 3ilmetil Indoélico (1-2-3-4-5-6)
glucosinolato

*Referencias: (1)-Fernandez Leén y col., 2012, (2)- Kushad, y col., 1999, (3)-Kusznierewicz y col., 2013, (4)-
Mewis, y col., 2012, (5)-Rybarczyk-Plonska y col. 2016, (6)-Tian y col., 2005.

Wang y col. (2011) encontraron contenidos mas altos de GS en hojas de Arabidopsis
thaliana después de 1 h de exposicion a rayos UV-B, a pesar de una disminucion
significativa, sobre todo de GS inddlicos, después de 12 h de exposicion a la radiacion
UV-B. En este trabajo, para la intensidad alta y dosis de 2 kJ/m? (A2, Figura IV.13A) se
redujo el contenido de GS totales después de 2 h, aunque tuvo un aumento posterior. Los
valores mas altos en los niveles de GS totales se lograron después de 18 h del tratamiento
UV-B a intensidades y dosis B12 y A2, siendo los GS alifaticos los que mas aportaron a
dicho incremento.

El GS alifatico glucorafanina (pico 6) es el principal compuesto de importancia en el
brocoli por reducir el riesgo de cancer (Cieslik y col. 2007) y mostrdé aqui la mayor
induccion luego de 18 h en respuesta a la exposicion UV-B, a la intensidad y dosis B12

y A2 (Figura IV.13B). Mewis y col. (2012) también encontraron un incremento rapido
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y preferencial de GS alifaticos en brotes de brocoli irradiados con UV-B (0,3 kJ/m?).
Propusieron una marcada induccioén de genes implicados en los pasos posteriores de la

biosintesis de GS y especialmente en aquellos relacionados con los GS alifaticos.

Control uve

B G5 Alifiticos @ GSinddicos A

= g 8 g

Glucosinolatoes totales (mmolfkg)

£
=
!

B Glucorafaning m Olos

3 [Fi)
= =
L L

Glucosinolatos Alifaticos (mmolikg)
=

|

B Gikovasitnal dMaomgeotrsicm [ Nedsghedbresicins

i
(]

Glucosinolatos Inddlicos (mmolkg)
e o

L]

Cosecha B2 B12AZA12 BEHI1ZAZANZ BIE1ZAZANZ B2 B12 A2 A12
1 [1] ] [

Tiempo pos-tratamiento (h)

Figura IV.13. A) Glucosinolatos totales, B) alifaticos y C) inddlicos de brocoli minimamente procesado
control y tratado con intensidades de irradiacién UV-B (Baja: 3,2 W/m?, Alta: 5,0 W/m?) y dosis (2 'y 12
kJ/m?) denominados B2, B12, A2 y A12 y analizados a tiempos cortos pos-tratamiento (0, 2, 6 y 18 h) a 20
°C.
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Los GS inddlicos, resultaron los minoritarios, aunque se destacaron en orden de
importancia: neoglucobrasicina (pico 11) y glucobrasicina (pico 9) y en mucha menor
escala 4-metoxiglucobrasicina (pico 10) (Figura I'V.13C). Las variaciones observadas a
tiempos cortos pos-tratamientos no fueron uniformes entre estos compuestos. Mas alla de
ello, en general, todos recuperaron los valores a cosecha luego de 18 h pos-tratamiento, a
excepcion de glucobrasicina a intensidad y dosis B2, y de neoglubrasicina ante el

tratamiento A12.

3.2.3. Capacidad antioxidante y compuestos fenolicos

Para todos los tratamientos, excepto los de menor intensidad y dosis o B2, la capacidad
antioxidante TEAC disminuy6 rapidamente después del tratamiento de irradiacién con
UV-B (Figura IV.14A). Curiosamente, la capacidad antioxidante comenz6 a aumentar
luego en los cuatro tratamientos ensayados. Los valores de TEAC alcanzaron un méaximo,
superior al valor inicial, a partir de las 2 y 6 h después del tratamiento para irradiacion
con intensidades baja y alta, respectivamente. En tiempos mas largos, las muestras
tendieron a recuperar los valores iniciales de TEAC. Mas especificamente, las muestras
de brocoli expuestas a alta intensidad de radiacion UV-B mostraron un aumento
significativo cercano al 30 % de la capacidad antioxidante después de 6 y 18 h con
respecto a los valores iniciales de cosecha. Si bien con algunas diferencias, en general los
cambios en los compuestos fenodlicos de brocoli (Figura IV. 14B) siguieron un patrén
similar al observado en TEAC, sugiriendo que estos compuestos serian el principal grupo
de antioxidantes estimulado por los tratamientos. Trabajos anteriores han informado que
la irradiacion UV puede inducir enzimas clave en la via de los fenilpropanoide como la
fenilalanina amonio liasa (PAL) y chalcona sintasa (Nigro y col., 2000; Tomas-
Barberan y Espin, 2001; Pombo y col., 2011). Tratamientos UV-B en esparragos
aumentaron los niveles de PAL dentro de las 2 h (Eichholz y col., 2012). La falta de
correlacion completa entre compuestos fenolicos y TEAC indica que UV-B también
puede modular otros grupos antioxidantes.

Los resultados de este trabajo indican que son factibles una mejor retencion de color y
obtencion de antioxidantes fenodlicos en el brocoli mediante tratamientos con UV-B,
aunque el marco de tiempo para estos efectos y las condiciones de irradiacion requeridas
son claramente diferentes. Asi, tratamientos con UV-B a bajas dosis e intensidades
podrian ser utiles para retrasar la degradacion de la clorofila y senescencia después de un

almacenamiento prolongado. Mientras que, la exposicion a UV-B de alta intensidad
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puede ser utilizada como un tratamiento para inducir una rapida capacidad antioxidante
en una instancia previa a otros tratamientos de procesamiento efectuados para preservar
el vegetal durante un tiempo prolongado, como puede ser la conservacion por

congelacion.
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Figura IV.14. A) Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) y B) compuestos fenolicos totales
en brocoli minimamente procesado control y tratado con intensidades de irradiacion UV-B (Baja: 3,2 W/m?,
Alta: 5,0 W/m?) y dosis (2 y 12 kJ/m?) denominados B2, B12, A2 y A12 y analizados a tiempos cortos pos-
tratamiento (0, 2, 6 y 18 h) a 20 °C. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media. Se
muestra el valor de LSD.

3.2.4. Capacidad antioxidante en almacenamiento congelado durante 30 dias

Siendo el tiempo de 6 h pos-tratamiento aquel que mostrd niveles de compuestos
fenolicos y capacidad antioxidante TEAC superior respecto de los niveles presentados a
cosecha, se seleccion6 esta condicion para un segundo ensayo. Asi, muestras tratadas con
las mismas dosis e intensidades de UV-B y congeladas luego de 6 h postratamiento, se
congelaron y se almacenaron a -18 °C por 30 dias simulando al procesamiento empleado
industrialmente y durante la distribucion para este producto. La conservacion por
congelacion es hoy una de las tecnologias méas empleadas para preservar la calidad
nutricional y microbioldgica de los vegetales a tiempos largos de almacenamiento

(Skrede, 1996). Preserva vitamina C, carotenoides, compuestos fenolicos y capacidad
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antioxidante de cruciferas como repollitos de bruselas (Kapusta-Duch y col., 2013) ¢
incluso de brocoli (Hudson y col., 1985, Alanis-Garza y col., 2015). Luego del
almacenamiento congelado, los brocolis controles y tratados (Figura I'V.15) mantuvieron
los niveles relativos de capacidad antioxidante TEAC logrados al inicio del
almacenamiento. En ese sentido las muestras irradiadas antes del congelado con el
tratamiento de alta intensidasd y baja dosis A2 manuvo un stafus de antioxidantes superior

en un ~30 % al resto de los tratamientos y de los ramilletes control.
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Figura IV.15. Capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) de brdécoli minimamente procesado
control (C) y tratado con dosis de 2 y 12 kJ/m? a las intensidades baja (B) y alta (A) de luz UV-B luego de
6 h pos tratamiento almacenado a -18 °C por 30 dias. Las barras de error representan la desviacion estandar

de la media. Se muestra el valor de LSD dentro de la figura.
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IV.4. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la aplicacion de tratamientos con irradiacion UV-B fue
efectiva en mantener la calidad de brocoli minimamente procesado, lograndose distintos
resultados seglin las condiciones de tratamiento y almacenamiento empleadas. A bajas
intensidades y dosis de UV-B (3,2 W/m? y 2-4 kJ/m?) se observo un retraso en la
degradacion de clorofila, retencion del color verde y menor pérdida de peso, sin alterar el
contenido y capacidad antioxidante y compuestos fendlicos de brocoli almacenado a 4
°C, permitiendo asi extender el periodo de vida util a 17 dias.

A alta intensidad y baja dosis (5 W/m? y 2 kJ/m?) se observé una respuesta rapida de los
compuestos bioactivos, los cuales respondieron incrementando su contenido luego de 6 h
para los compuestos fenolicos y 18 h para los glucosinolatos alifaticos, principalmente.
Esto permiti6 explorar la alternativa de emplear la radiacion UV-B como un tratamiento
previo a un posible procesamiento posterior. Asi, dicho aumento en el brocoli procesado
se mantuvo luego de 30 dias de ser congelado.

En sintesis, la aplicacion de radiacion UV-B logr6 buenos resultados dependiendo de las
condiciones empleadas. Tratamientos con baja intensidad y baja dosis de radiacion
resultaron efectivos como complemento de la refrigeracion a 4 °C, impactando
positivamente en la retencion del color. Por su parte la exposicion a radiacion UV-B de
alta intensidad y baja dosis fue efectiva para aumentar la capacidad antioxidante en forma
transiente. Este tipo de tratamiento podria tener interés como estrategia para promover la
acumulacion de antioxidantes en los productos que sean sometidos a tratamientos

ulteriores de estabilizacion metabolica como los congelados.
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CONCLUSIONES FINALES

Los resultados sugieren que el uso de portainjertos posee influencia en el crecimiento y
en algunos atributos morfologicos y composicionales de frutos de berenjena violeta. Dada
la cualidad de los portainjertos empleados de ser recomendados para su cultivo en
condiciones de baja temperatura, se comprobd que los frutos de plantas injertadas no
vieron afectada su calidad y antioxidantes durante un almacenamiento refrigerado a
temperatura recomendada. Mientras que, estos frutos mostraron un retraso de los
sintomas de dafio por frio respecto de los frutos de plantas sin injertar, permitiendo
hipotetizar que tal vez dicha resistencia al dafio por frio se deba a informacion translocada
desde dicho pie.

En poscosecha, el tratamiento de acondicionamiento a baja temperatura (LTC) de 2 dias
a 10 °C previo al almacenamiento a 5 °C logrd retrasar los sintomas de dafio por frio de
berenjena tanto del genotipo violeta como del rayado, y en dos estados de crecimiento:
“baby” y comercial convencional debido tal vez a la mejor retencion de compuestos
antioxidantes. Finalmente, la aplicacion de radiacion UV-B de distinta dosis e intensidad
logré buenos resultados al ser aplicado sobre ramilletes de brocoli minimamente
procesados. Asi, tratamientos con baja intensidad y baja dosis UV-B retuvieron el color
durante el almacenamiento refrigerado. Por su parte, tratamientos de alta intensidad y baja

dosis lograron un aumento transiente de compuestos bioactivos a tiempos cortos.
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