URUGUAY

Unidad de Posgrados y Educacian Per

A - UNIVERSIDAD
2 ;% DE LA REPUBLICA
‘manente Y <tht>

Estrategias precosecha para reducir el dano por
frio en almacenamiento de naranjas: efecto de la
nutricion cationica y el acido abscisico

Fabiana Paola HERNANDEZ MAZZINI

Magister en Ciencias Agrarias

opcion Ciencias Vegetales

Diciembre, 2021



PAGINA DE APROBACION

Tesis aprobada por el tribunal integrado por Mariana Sotelo, Ménica Barbazan y Ana Cecilia
Silveira, el 17 de diciembre de 2021. Autora: Fabiana Paola Hernandez Mazzini. Director.

Matias Jesus Manzi Fraga, codirectora: Joanna Lado Lindner.



Dedico este frabajo a...

MIS ANCESTRAS,

La vida pasé a través de ellas hasta llegara mi... Y en su honor, con amor y respeto, lavivo y

la viviré plenamente.

En especial ami madre Raquel y a mi abuela Memé.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi tutor Matias Manzi y a mi tutora Joanna Lado por todos los conocimientos

trasmitidos, su apoyo totalenel proceso deformacidény suexcelente trato basado enelrespeb.

Agradezco al equipo de Poscosecha de INIA Salto Grande, por la colaboracion en las

actividades de campo y laboratorio.

Agradezco al equipo del Laboratorio de Fertilidad de Suelos por darme el espacio y las

indicaciones para realizar los analisis mineral6gicos.

Agradezco alas instituciones ANII y CSIC porlas becas otorgadas, las cuales me permitieron
desarrollar el trabajo con dedicacion, como también al FMV, proyecto en el cual se enmarco el

trabajo.

Agradezco a mi teacher Silvina Coalla por la ayuda en la fraduccion de los resimenes del

espafiol alinglés y aInti Clavijo por su colaboracién en la traduccion del espariol al portugués.

Agradezco a mi familia: mi madre Raquel, mi padre Walter, mi abuela Memé, mis hermanos
Danito y Pablito y a mis cufiadas Vicky y Gime, por su apoyo total, su confianza, y por festejar

este logro como si fuera propio.

Agradezco amis amigas y amigos de la vida: Ayrtonio, Yani, Vito, Gusi, Clarivel, Ine, Fede, Luli,
Rami, Vale y Mica, porque tener pares como ustedes con quien poder SER no tiene precio.

Salu por nuestras incontables charlas y momentos compartidos durante estos afios de estudio.

Y, porultimo, y no menos importante, quiero agradecerle aminovio, compariero y amigo: Gero,
ique es lo mas lindo que me pasé durante estos afios de maestria! Estar juntos, caminando a

la par, me hace feliz.



TABLA DE CONTENIDO

Pagina
PAGINA DE APROBACION..........coeecececestses st sssss s ssssssssssss s s sssss s sssss s sssses Il
AGRADECIMIENTOS ..o s e se s snessssse e sse s sse s snesnesnessesnessesssssnsnsansansens v
TABLA DE CONTENIDO ........ciiiiiiiiriene e ssesse e sse st ssesassse s e se st sasssesassnesnesnens v
1.INTRODUCCION GENERAL ........cvrcreeeririsssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnens 1
2.CAPITULO 1: EFECTO DE LA APLICACION PRECOSECHA DE ACIDO ABSCISICO
EN EL DANO POR FRIO POSCOSECHA DE NARANJAS .........cccoorirninerenressesesenns 6
24 RESUMEN. ..ottt s p e b a e a e s n e nan 8
2.2 ABSTRACT .....oiiiiiiriiesie et s st st e e s s e s e sae e st a e p e a e s ae e aesanenan 9
2.3 RESUMO ...t se e sa e s e s s a e s a e s a e s a e s a e e s e e n e nenns 10
2.4INTRODUCCION........oervurrerrsessnesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssnsens 1
2.5.MATERIALES Y METODOS .......ccvitirieiesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaens 13
2.5.1.Material vegetal y condiciones del ensayo .........cccvernemriensessenssenssnnssesans 13
2.5.2.Disefio experimental y material vegetal ..........cccviinmrnnninninnennnsnnnenns 14
2.5.3.Evaluacion de dano Por frio ........cccccvrierrsersienriees s 14
2.5.4.Evaluaciones de la calidad del fruto .........cccocerieviimriniinnss s 14
2.5.5.Analisis estadiStiCoS .......ccvvrrrrrerimrierirrir e s 15
2.6.RESULTADOS .......coooiriiirrir et sn s s s s re s s s nn et 16
P B0 T3 o0 o Yo ol o R SRR 16
2.6.2.Color externo y firmeza del fruto .........cccvrrmviiriininninssse e 17
2.6.3.Calidad interna del frut0 .........cccceerierrienriee e 19
2.7.DISCUSION .....ooevrrreerreesrssssesssssssssssssssss s ssssssssssssssesssssasssssssssssssssans 20
2.8.CONCLUSIONES .........cocoererirerinene st se s s s sn e spe s 22
2.9.AGRADECIMIENTOS ......ccoiiiirerererersessessse e e e s e s sassaessesse s e s e ssssssssesees 23
2.10.CONTRIBUCION DE AUTORES/AS ......cecuitreersisresssssssssssssssssssssssssasssssssssns 23
211.REFERENCIAS ..........oo it sn e s nn s 23
3.CAPiTULO 2: ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS CATIONES K. MGY CAY EL
DANO POR FRIO EN POSCOSECHA DE NARANJA SALUSTIANA .........cccovriniennnnns 32
3ALRESUMEN.......ccoeceiecertr et se e sa e s s ae e s s n e e sa e s a e sn e s a e e s e e e srennes 34
3.2 ABSTRACT ....ooveceicrirsresre e sr s n e s s sn e s n e s r e ne s re e e nen e nns 35
3.3 RESUMO ...t 36
3.4 INTRODUCCION ......courrerreerrneressessessss s ssssssnsssssssssssasssasssssssssans 37



3.5.MATERIALES Y METODOS .........covuumerertesraessssssssssssssssssesssssssssssssssssassnns

3.5.1.Material vegetal y condiciones del enSayo .........cccuverserrsrmsessensssnssnsssesans

3.5.2.Diseno experimental.........cccccceriiieiiieniniien e
3.5.3.Analisis de MINErales.........ccceerrrerrirmriersieer s

3.5.4.Evaluaciones de dafio Por frio.........ccccceerrersrmrinniesnen s

3.5.5.Evaluaciones de la calidad del fruto ..........cccceee i

3.5.6.Analisis eStadiStICOS ....cvvrrrrrrrrrrrrrrrirrrrir e

B 3T Y 0 1
3.6.1.Concentracion de K, Mg y Ca en flavedo ........ccceevvmrinenensessessnsssnnsnennns
3.6.2.Concentracion de K. Mgy Ca en hojas ........ccccvvermrrernennnseessesnessessessensenns
3.6.3.Daio por frio en POSCOSEChA ......ccverirrinririn s
3.6.4.Correlacidn entre el DF y los cationes en flavedo y hoja .........cccccevvnnenee
3.6.5.Calidad del frUO.......ccceerrmrrrrrire s s
B.TDISCUSION .....coorerrrrerneessessssssssssesssssessss s ssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssans
3.8.CONCLUSIONES .........ooccerrerirrererine s s s s sn e sp e
3.9.AGRADECIMIENTOS .......oooiiiririrerieresse s sse s se s se s sassas s s s sassae s snas
3.10. CONTRIBUCION DE LOS/LAS AUTORES/AS.........ecosurirrmvsrsisssssssesssssssssssens
3.11. REFERENCIAS. ..........coo oo
4.DISCUSION GENERAL .......comrrrrerrenssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnssassssssens
5.CONCLUSIONES GENERALES .........cocoitiiritrierie e sss s sae e sae e s seesnesnesnens
6.BIBLIOGRAFIA GENERAL ........cveeeeireessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasens

VI



1. INTRODUCCION GENERAL

La presente tesis investiga mediante dos abordajes diferentes el efecto de la disponibilidad de
nutrientes (K, Mg y Ca) y el efecto del &cido abscisico (ABA) en el desarrollo de dafio por frio
(DF) durante la poscosecha de frutos citricos en dos de las variedades de naranja mas

plantadas en Uruguay: Salustiana y Washington Navel.

Este trabajo se divide en seis secciones. La primera comprende una introduccion general que
incluye el contexto y los antecedentes enlos que se enmarca el tema de estudio. La segunda
y tercera seccién se corresponden con el primer y segundo capitulo, escritos como articulos
cientificos segun el formato de la revista Agrociencia (Uruguay). En la cuarta y quinta seccion
se presentan la discusion general y las conclusiones globales deltrabajo. Enla sexta seccion

se cita la bibliografia utilizada en la introduccidn y discusién global.

En Uruguay la citricultura es una actividad de granimportancia econdmica y social. Son 14.500
las hectareas efectivas totales, de las cuales 6.100 son naranjos, 5.600, mandarinos, 2.700,
limoneros y el resto, pomelos. En los departamentos de Salto y Paysandu se concentra el 90 %
de la produccién, que alcanza anualmente entre 200.000 y 300.000 toneladas de fruta (DIEA,
2021). EI 50 % de dicha produccion se corresponde con naranjas, 30 %, con mandarinas y
20 %, limones. El principal destino comercial de la produccién es la exportacion como fruta
fresca (40-50 %). Mas precisamente, en 2020 se exportd el 43 % de la produccion, el 42 % se
volco en el mercado interno para consumo en fresco, mientras que un 15 % fue industrializada
(DIEA, 2021). La exportacidn tiene como objetivo central obtener retornos econdémicos que
puedan mantener y expandir el rubro, mientras que al mercado interno y la industria se envia
la fruta descartada para la exportacion. Histéricamente la produccidn se volco principalmente
a los mercados del hemisferio norte en contra estacion, especialmente ala Unién Europa. Sin
embargo, desde la apertura del mercado de Estados Unidos en 2014, el de Chinaen 2017 y el
de Vietnam en 2019, las empresas citricolas aumentaron sus volimenes exportados a estos
destinos, motivados por los mayores precios y menores aranceles, en comparacion con los
mercados fradicionales. En contrapartida, estos mercados tienen exigencias cuarentenarias de
tratamientos de frio que buscan evitar el ingreso de larvas vivas de la mosca de la fruta

(Ceratitis capitata y Anastrepha fraterculus), donde la plaga no esta presente. El protocolo



(T107A1, APHIS, USDA) exige que la fruta debe viajar en condiciones de 35 °F (1,67 °C)
durante 17 dias. El tratamiento se llevaa cabo durante el transporte maritimo rumbo al pais
importadory en esas condiciones, sila temperatura varia durante elviaje de formainvoluntaria,
se debe iniciar el tratamiento desde el inicio, duplicando, en algunos casos, el tie mpo de
exposiciony perjudicando la calidad del fruto citrico debido ala sensibilidad que presenta en
esas condiciones. Cabe destacar que las temperaturas requeridas son sensiblemente mas
bajas que las empleadas en los empaques con destino ala Union Europea o Rusia, la cual se

fija aproximadamente entre 5y 6 °C.

El almacenamiento refrigerado es una herramienta muy utilizada en la poscosecha de frutas y
hortalizas. Su uso logra mantener la calidad hasta el momento de su comercializacién porque
reduce la incidencia de patdgenos y retrasa la senescencia natural (Martinez-Javega, 2005).
Las frutas y hortalizas de origen tropical, subtropical y templado desarrollan cambios negativos
en su apariencia y/o textura, lo que se conoce como dafio por frio (DF), al ser aimacenadas a
temperaturas menores a 10-12 °C, hecho que se traduce en pérdidas econdmicas. Los citricos
son originarios del sureste asiatico, al sur de China y noreste de India (Wu etal., 2018) y su
cultivo se extiende en regiones tropicales y subtropicales, porlo que son sensibles a las bajas
temperaturas (Agusti et al., 2002). Este hecho es el principal cuello de botellaa la hora de la
comercializacion, ya que las temperaturas cuarentenarias estan dentro del rango de las que
ocasionan DF a los frutos, lo que, sumado a los tiempos de exposicion requeridos, puede

determinar el desarrollo de sintomas (Lado etal., 2019, Alférez etal., 2005, Aimelaetal., 1992).

Los sintomas de DF se visualizan a nivel del flavedo y se expresan como zonas ennegrecidas,
picados y/o hendiduras (Lafuente y Zacarias, 2006, Agusti et al., 2002). La sensibilidad al frio
y la expresidn de los sintomas varia segun la especie y variedad. Entre las especies mas
sensibles del género Citrus se encuentran los limones, limas, pomelos y algunos hibridos de
mandarina (Lafuente y Zacarias, 2006). Sin embargo, dentro de las naranjas existenvariedades

que presentan alta sensibilidad al frio.



Figura 1. Sintomas de dafio por frio en diferentes especies citricas: A) mandarina Satsuma, B)

naranja Navel, C) pomelo Marsh, D) limén Lisbon (Lado etal., 2016).

Una de las principales limitantes es que el dafio se desarrolladurante el transporte y se hace
visible cuando llega a destino. La aparicién de DF deteriora la calidad externa de la fruta y
perjudica su calidad comercial, disminuyendo el precio por el aumento de costos de

reclasificacion y/o empaque e incluso por el rechazo delenvio.

Las bajas temperaturas provocan la alteracion de multiples procesos metabélicos. El primer
cambio ocurre a nivel de lamembrana, afectando la permeabilidad al modificar la estructura de
la matriz lipidicay provocandoladisminucionde lafluidez celular. Sila exposicionala condicion
de estrés es prolongada, larigidez se incrementa y se generan trastornos funcionales en las
proteinas, concluyendo con la ruptura de la propia membrana. Como consecuencia, surge una
cascada de respuestas secundarias, tales como pérdida de turgencia, fuga de electrolios,
pérdida de energia metabdlica, desintegracién de los sistemas fotosintéticos y finalmente, la
muerte celular. Ademas del efecto directo sobre las membranas y la pérdida de integridad, se
genera un aumento de especies reactivas del oxigeno (ERO), lo que potencia el estrés

oxidativo a nivel de los tejidos (Sevillano etal., 2009).

La incidencia de DF es muy variable entre afios y ha sido relacionada con diversos factores.
Los mecanismos involucrados difieren en funcién del cultivo, del tipo de 6rgano y de la etapa
de desarrollo (Sevillano etal., 2009, Schirra, 1992). Por otro lado, las condiciones ambientales,
como laradiacion incidente (Lado et al., 2015), la temperatura, el viento (Almela et al., 1992),
la humedad relativa (Pantastico et al., 1968), la nutricion mineral (Cakmak 2005, Slustky et al.,
1981), la posicidn del fruto en la copa (Cronje et al., 2013) o el momento de cosecha (Loay y
Dawood., 2019) modifican la condicion de la céascara e influyen en la ocurrencia de este

desorden. Ademas, las condiciones de almacenamiento, como la temperatura de refrigeracion



(Lado etal., 2019, Gonzélez Aguilar etal., 2000) y el iempo de exposicion, estan vinculadas al
desarrollo del DF (Royo, 2010, Lafuente y Zacarias, 2006).

Se han evaluado diferentes alternativas para mitigar el DF, mayormente aplicadas en
poscosecha. Entre las mas destacadas estan el pre-acondicionado a altas temperaturas (Porat
etal., 2000, Martinez Javegaetal., 1997, Schirra, 1992), la inmersionenagua caliente (Holland
etal., 2005), el calentamiento y enfriamiento intermitentes (Balaguera Lépez y Palacios., 2018)
y la aplicacion de diferentes hormonas (Carvajal et al., 2017, Lado et al., 2014, Wang et al.,
2013), asi como también ceras y diferentes tipos de recubrimientos (Kellerman et al., 2014).
Sin embargo, estas tecnologias han sido parcialmente incorporadas por el sector productivo,
especialmente por el deterioro de la fruta cuando se usan altas temperaturas o por fitotoxicidad
por el empleo de diferentes tratamientos (Ghasemnezhad et al., 2008). Ademas, es importante
mencionar que estos manejos disminuyen el DF, pero no lo eliminan completamente. Se
entiende que es un proceso multifactorial y los factores que interaccionan en la tolerancia de
los frutos citricos al DF no estan completamente dilucidados. En ese sentido, diferentes
investigaciones sugieren que los cambios durante el crecimiento y la maduracion de la fruta se
relacionan a la aparicion del DF (Lado et al., 2019, Agusti et al., 2002).

Existe una relacion entre la nutricion mineral y la ocurrencia de diferentes estreses (Zorb etal.,
2014). Nutrientes como el nitrdgeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg)y
boro (B) influyen en el desarrollo de trastornos a nivel de la cascara de los frutos (Magwaza et
al., 2013, Cronje, et al., 2011). Su disponibilidad ha sido aso ciada con diferentes desérdenes,
tales como el creasing (Storey y Treeby, 2000), el rajado de frutos o splitting (Cronje, 2011), el
picado o pitting (Alva et al., 2006), asi como también con el DF (Ezz y Awad, 2009). Ademés,
tanto el K como el Mg y el Ca tienen un impacto directo en la calidad de los frutos, ya que
modificanlas variables que ladefinen, entre ellas, azucares (Mimoun etal., 2018), acidos (Zhou
etal.,2018), colorexterno (Emeretal., 2005), grosorde cascara(Morganetal., 2009) o firmeza
(Stlickrath et al., 2008).

El acido abscisico (ABA) es una de las principales fitohormonas implicadas en las respuestas
al estrés abidtico (Gobmez-Cadenas etal., 2015). EI ABAha sido vinculado conlamejoraenla

respuesta de los vegetales en condiciones de estrés hidrico (Urano et al., 2009), salino (Rikin



etal., 1976) o térmico por la exposicion a bajas temperaturas (Wang et al., 2020, Carvajal et
al., 2017, Shinkawa etal., 2013). Este acido promueve una mejora en la actividad antioxidante,
lo que generatolerancia ante las condiciones mencionadas (Mufioz etal., 2016, Buran etal.,
2012).

Este trabajo busca vincular el efecto de factores precosecha sobre laincidencia de los DF en
poscosecha a fravés de dos abordajes: el primero relacionado al efecto de los niveles de K, Mg
y Ca y el segundo vinculado a la aplicacién de ABA. Este doble enfoque intenta ser un punto
de partida para conocer como algunos factores en precosecha pueden potenciar o reducir la
tolerancia al DF de las naranjas en poscosecha. De esta manera, se intentan sentar las bases

para posiblesmedidas de mitigacionaseraplicadas durante el desarrollo del fruto (precosecha).

Con base enlo expuesto, las hipétesis deltrabajo son dos: 1) la concentracion ([]) de K, [Mg]
y [Ca] (y sus relaciones) en el flavedo de la fruta citrica inciden en el DF en poscosechay 2) el

ABA aplicado en precosecha favorece la tolerancia de los frutos citricos al DF en poscosecha.

El objetivo general de este trabajo es conocer el posible efecto de la nutricidén catidénica y la
aplicacion precosecha de ABA en el desarrollo de sintomas de DF durante el almacenamiento
refrigerado de naranjas Salustiana y Washington Navel. Para ello, se definen dos objetivos
especificos: 1) evaluar el efecto de [K], [Mg]y [Ca] (y sus relaciones)en el flavedo sobre la
incidencia del DF durante la poscosecha de naranja Salustiana y 2) evaluar el efecto del ABA
aplicado en el desarrollo del fruto sobre la incidencia del DF durante la poscosecha de naranja

Salustiana y Washington Navel.



2. CAPITULO 1: EFECTO DE LA APLICACION PRECOSECHA DE ACIDO
ABSCiSICO EN EL DANO POR FRiIO POSCOSECHA DE NARANJAS




Efecto de la aplicacion
precosecha de acido abscisico
en el dano por frio poscosecha

de naranjas.

Effect of preharvest application
i of abscisic acid on postharvest
i chilling injury of oranges.

Efeito da aplicacao pré-colheita
. de acido abscisico na injuria

. pelo frio na pés-colheita de

’ laranjas.

Correspondencia

Fabiana Hernandez Mazzini
fabianahemandezmazzini@gm
ail.com

ui . i C e 1 D
Recibida 15 noviembre 2021 | Hernandez-Mazzini, F."; Lado, J."; Pintos,

Aceptada?7 diciembre 2021 1 P2 Manzi, M.

! Publicada dd month yyyy .
1 Universidad de la Republica, Fertilidad de Sue-
Citacion ! los, Departamento e Suelos y Aguas, Facultad de

Hernandez-Mazzini, F.; Lado,

J.; Pintos, P.; Manzi, M. Efecto 2 Instituto Nacional de | tinacion A .
de la aplicacion precosecha de - nstituto Nacional de Investigacion Agropecuaria

. (INIA), Programa de

acido abscisico en el dafio por 2 .
frio poscosecha de naranjas. ' Investigacion en Citricultura, Salto, Uruguay

Agrociencia Urugua

Agronomia, EEFAS, Udelar, Salto, Uruguay.

____________________________________________________________________________



2.1.RESUMEN

El dafio porfrio (DF) en citricos es un desorden fisioldgico que reduce la calidad cosmética y
comercial de los frutos enla poscosecha. Las exigencias cuarentenarias que presentanalgunos
mercados (EE. UU., Asia) tienen como requisito la exposicion de los frutos a temperaturas
cercanas a 1 °C, provocando el desarrollo de DF enla cascara del fruto (flavedo). El objetvo
de este trabajo fue evaluar el efecto del acido abscisico (ABA; 500 mg L-") y de uninhibidor de
su biosintesis (NDGA; 300 mg L"), aplicados tres veces durante el desarrollo del fruto, sobre
la incidencia y severidad de DF poscosecha en frutos de naranjas Salustiana y Washington
Navel aimacenadas a 1 £ 0,5 °C. Se analizé la calidad de fruta a través de los parametros de
color externo, firmeza, solidos solubles y acidez, tanto en cosecha como al finalizar el
almacenamiento en frio. El tratamiento con ABA retrasé la aparicién del DF durante la
poscosecha en ambas variedades, redujo la incidenciaentre 20 y 76 % y la severidad ente
18 %y 78 %. La aplicacion de NDGA no mostrd ningun efecto en el desarrollo de DF. Los datos
sugieren que la reducciondel DF observada es dependiente del iempo e n aimacenamiento
refrigerado, asi como de lasensibilidad varietal. El colory lafirmeza, asi como la calidad interna
(sélidos solubles totales, acidezy SST/AT) en cosechay poscosecha no fueron afectados por
la aplicacion de ABA ni de su inhibidor. Los resultados sugieren que la aplicaciéon de ABA
durante el desarrollo del fruto contribuye a reducir la incidencia y severidad del DF en

almacenamiento.

Palabras clave: ABA, almacenamiento refrigerado, citrus



2.2. ABSTRACT

Chilling injury (Cl) is a physiological disorder that reduces citrus fruit cosmetic and commercial
quality during postharvest. The requirements present by certain markets (USA, Asia) include
the exposure offruit to very low temperatures, causing the developmentof Cl in the fruit peel
(lavedo). The aim of this work was to evaluate the effect of abscisic acid (ABA; 500 mg L") and
an inhibitor ofits biosynthesis (NDGA; 300 mg L), applied three times during fruit development,
onthe Cl level during postharveststorage of Salustiana and Washington Navel oranges. Cl was
periodically evaluated inits incidence and severity for 58 days of storage at 1.0 °C. Fruit quality
(colour, firmness, soluble solids and acidity) was analyzed at harvest and at the end of cold
storage. ABA application delayed the appearance of Cl during the postharvestin both varieties
and reduced the incidence inbetween 20 and 76 % and the severity in between 18 % and 78 %.
The application of NDGA did not show any detectable effecton Cl. The data suggests that the
ABA mediated reduction of damage is dependent on the length of the storage, as well as on the
sensitivity of the variety to cold. Fruit color and firmness, as well as internal quality (soluble
solids, acidity and TSS/AT) were not affected by the application of ABA or its inhibitor nor at
harvest neither during postharvest. Results suggested that the application of ABA during fruit

developmentin the field may contribute to reduce the Cl during cold storage.

Keywords: ABA, cold storage, citrus



2.3.RESUMO

A injuria pelo frio (IF) em frutas citricas € um distirbio fisiologico que reduz a qualidade
cosmética e comercial dos frutos na pés-colheita. Os requisitos de quarentena apresentados
por alguns mercados (EUA, Asia) exigem a exposi¢éo das frutas a temperaturas muito baixas,
causando o desenvolvimento de IF na casca da fruta (flavedo). O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de trés aplicagdes de acido abscisico (ABA; 500 mg L-') e de um inibidor de sua
biossintese (NDGA; 300 mg L) aplicado trés vezes durante o desenvolvimento do fruto na
pos-colheita da IF em frutos das laranjas Salustiana e Washington Navel. A IF foi avaliada
periodicamente por meio da severidade e incidéncia de IF em frutos armazenados a 1,0 °C. A
qualidade dos frutos (cor, firmeza, solidos sollveis e acidez) foi analisada na colheita e no final
do armazenamento refrigerado. O tratamento com ABA retardou o aparecimento da IF durante
apos-colheita em ambas as variedades, reduzindo a incidéncia entre 20 e 76 % e a severidade
entre 18 e 78 %. A aplicagdo de NDGA néo apresentou efeito na IF. Os dados sugerem que a
reducéo de danos mediada por ABAdepende do tempo de armazenamento refrigerado, bem
como da sensibilidade da variedade ao frio. A corexterna e a firmeza bem como a qualidade
interna (sélidos sollveis, acidez e SST/AT) dos frutos na colheita e pds-colheita ndo foram
afetadas pela aplicagdo do ABA ou de seuinibidor. Os resultados sugerem que a aplicagéo do

ABA durante o desenvolvimento do fruto no campo pode reduzir o IF no armazenamento.

Palavras chave: ABA, armazenamento refrigerado, citrus
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2.4.INTRODUCCION

Los frutos citricos, debido a su origen tropical y subtropical, cuando son expuestos a
temperaturas cercanas a 1 °C desarrollan un desorden fisiolégico denominado dafio por frio
(DF). Si bien los sintomas varian entre especies y variedades, en la mayoria de los casos
aparecen como unalesion ennegrecida y deprimida a nivel del flavedo del fruto ()2 que afecta
su calidad cosmética y perjudica la comercializacién. En ese sentido, durante el fransporte de
fruta citrica a paises como EE. UU. o del sudeste asiatico, las temperaturas préoximas a 1 °C,
requeridas en tratamientos cuarentenarios, promueven la aparicion de este desorden.
Diferentes trabajos sugieren que los cambios fisiolégicos que atraviesa el fruto durante el
crecimiento y desarrollo, asi como también durante la poscosecha, se relacionan con la
susceptibilidad a desarrollar DF@)4)®). E| desarrollo de DF es dependiente de la especie,
siendo los limones, limas y pomelos las especies mas sensibles, seguidos por hibridos de
mandarinas y naranjas(®)(?), Sinembargo, lasensibilidad intraespecie es variable ®). Ademas, se
sugiere que también participan otros factores como la radiacion incidente (9X10), la incidencia del
viento y la temperatura previos a la cosecha(), la humedad relativa("), el moment de
cosecha('?)y la adicion de coberturas y ceras('3) asi como el iempo en el almacenamiento ©.
En ese sentido, la diversidad de factores vinculados dificulta el entendimiento de los
mecanismos que subyacen en la tolerancia/susceptibilidad de los frutos al DF. Los tejidos
expuestos a las bajas temperaturas modifican la permeabilidad y fluidez de la membrana
debido al cambio en la composicion de los lipidos. A su vez, la estructura de la pared sufre
modificaciones asociadas al metabolismo de carbohidratos (CHO). Ademas, se originan
alteraciones en la biosintesis de proteinas y hormonas, asi como también de osmolitos
protectores y antioxidantes. La capacidad de neutralizar las especies reactivas del oxigeno
(ERO) se reduce(14)(19),

El ABA es reconocido como una de las principales hormonas vinculadas a las respuestas de
las plantas frente a condiciones de estrés(18). Su aplicacion exdgena es una herramienta
comunmente utilizada para demostrar su rol en las plantas(17). EI ABA esta relacionado con la
respuesta a diversas condiciones estresantes como las temperaturas extremas o el déficit
hidrico, promoviendo la tolerancia de las plantas ante dichas condiciones(18)('9). El &cido
nordihidroguaiarético (NDGA), por su parte, también se ha empleado para evidenciar el efecio

del acido abscisico (ABA)@9) por ser un inhibidor especifico de la biosintesis del ABA(21)(2),
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Aplicaciones exdgenas de ABA han sido empleadas para inducir tolerancia al DF en diferentes
especies, como en el caso de algunas gramineas(?3), especies horticolas tales como
zuchini?4)2), pepino(?) y albahaca(@”) y en ofras especies como son la vid(22(28), e| algodon@®
o el tabaco®0. Dichas aplicaciones demostraron ser efectivas en inducir el sistema
antioxidante "), reduciendo las ERO®2), lo que lleva a una disminucién de los sintomas de DF
en drganos como los frutos(33). En pomelos se ha sugerido que el ABA podria estar relacionado
con una mayor tolerancia al DF debido a los cambios en los niveles enddgenos durante la
maduraciony su relacion con el DF de fruta cosechada en diferentes momentos del desarrollo
del fruto®4). Resultados similares, pero vinculados al ABA exdgeno, se han descrito en hojas
expuestas a temperaturas extremas, por debajo de 0 °C(5). Sin embargo, en frutos de
mandarina Fortune no se verifico unarelacidn entre el nivel de ABAenddgeno en cosechay el
DF poscosecha®)@), No obstante, la aplicacion de ABA podria ser una estrategia de
preparacion para inducir tolerancia ante la exposicion a situaciones de estrés, actuando, asi,

como un estimulo para la aclimatacién a dichas condiciones ©8).

EIABAtambién se ha vinculado coneldesarrollo de lacoloracionde los frutos. Existenrepores
del efecto promotor del color en manzana®9), frutilla“0) y cerezal®"), y existe vasta informacion
envariedades de laespecie Vitis vinifera®?. En los citricos, la concentracion de del ABAen el
flavedo aumenta a lo largo de la maduraciony alcanza su maximo en el momento del cambio
de color*344), aunque el desarrollo completo del color ocurre después de una disminucion en
los niveles de la hormona®9). Las variedades de maduracién temprana, que en general
presentan menor coloracion, se han asociado a menores concentraciones de ABA enddgeno
durante el desarrollo del colorenelflavedo, encomparacién conaquellas de maduraciéntardia,
de coloracién mas intensa#s). La aplicacion exdgena de ABAdurante la precosecha aceleray
favorece el color externo del fruto en variedades tempranas de mandarina Jinshuigan(20),
mandarina Satsuma(*®) y de naranja Navel M7(47), debido al incremento en las concentraciones

de carotenoides en el flavedo y a la degradacion de clorofilas.

En elmismo sentido, laaplicacionde NDGAind uce menores niveles de pigmentos carotenoides
y, porlo tanto, menor color. Los carotenoides que confieren el color al flavedo son, a su vez,
precursores de la biosintesis de ABA“8) porlo que existe entre ellos un fuerte vinculo“9). Los
carotenoides, ademas de originar el color, poseen un fuerte poder antioxidante 59, lo que ha

sido relacionado con citricos con un menor DF(8)(10)(14),
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Aplicaciones de ABA durante la precosecha de frutos citricos se asociaron con cambios en
variables que definen la calidad interna. Su aplicacién exdgenaredujo la acidez deljugo en
mandarina Jinshuigan y naranja Navel M7(20(47), aunque otros reportes no encontraron efeco
en el tangor Miyauchi lyokan("), sugiriendo un efecto dependiente del genotipo. Por otro lado,
reportes en frutos de ofras especies sugieren que los contenidos de azucares, asi como
también la relacion SST/AT, se incrementan ante aplicaciones de ABA durante la
maduracion0)“751), De igual forma, existen reportes opuestos respecto ala firmeza del fruto:
en frutos como mango y cereza, la firmeza se reduce en respuestaa la aplicacion de ABA,
posiblemente por el aumento de la actividad de enzimas que degradan la pared celular(®2); sin

embargo, en vid42), banana y frutilla#0(52) |a firmeza aumenté en frutos tratados con ABA.

Basado en los antecedentes, se sugiere que el ABA podria estar involucrado enla induccion
de respuestas protectoras al estrés por frio en los frutos citricos. De esta forma, podria
favorecerse la tolerancia al DF desarrollado durante el almacenamiento poscosecha a baja
temperatura. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del ABAy del
NDGA aplicados en la precosecha sobre el DF durante el almacenamiento refrigerado de

naranja Salustiana y Washington Navel.

2.5.MATERIALES Y METODOS

2.5.1. Material vegetal y condiciones del ensayo

El trabajo se realizd confrutos de plantas adultas de las variedades de naranja Salustiana y
Washington Navel (Citrus sinensis) injertadas sobre Poncirus trifoliata (L.), durante la zafra
2018-2019. Las plantas con disponibilidad de fertirriego fueron seleccionadas por su vigor,
homogeneidad y estado sanitario. El marco de plantacion fue de 5 * 5 m con una densidad de
397 plantas ha!. El predio comercial esta ubicado enlazonade Quebracho eneldepartamento

de Paysandu (Uruguay).
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2.5.2. Diseino experimental y material vegetal

Se realiz6 un disefio completamente aleatorizado (DCA) conftres tratamientos, tres repeticiones
portratamiento y cuyaunidad experimental fuerontres arboles. Encada arbol se seleccionaron
60 frutas al azar, 20 por tratamiento. Cada tratamiento recibié uno de los dos productos: 1) ABA
(500 mg L-1, Valent Bioscience, Protone 10 %), 2) NDGA (300 mg L-1, Sigma Aldrich) y el
tratamiento control (CT) recibi6 agua destilada. En todos los casos se utilizd un tensioactivo no
ionico (Triton X-100) al 0,5 %. Cada fruta fue sumergida en la solucion correspondiente durane
20 s en tres momentos del periodo de crecimiento: fruto verde maduro (VM, 08/04/2019), fruto
en cambio de color (CC, 31/05/2019 y fruto totalmente coloreado (TC, 19/06/2019). La variedad
W. Navel se cosecho el 19/06/2019 y la Salustiana, el 26/06/2019. Una vez cosechados, los
frutos fueron aimacenados a 1,0 £ 0,5 °C y 80 - 90 % HR durante ocho semanas. Al finalizar
ese periodo se mantuvo la fruta una semana adicional en condiciones de vida mostrador a

temperatura ambiente (20,0 + 1,0 °C).

2.5.3. Evaluacion de dano por frio

El DF se determiné peridédicamente evaluando los sintomas visibles en 46 frutos por repeticion
y 3 repeticiones por tratamiento. Se evalud la incidenciay la severidad del DF. La incidencia
del DF se calcul6 como el porcentaje de frutos con sintomas de dafio (% DF), mientras que la
severidad se obtuvo através del indice de DF (IDF). Para el IDF la fruta se categorizd segin
el DF enuna escalade 0 a3, donde 0 corresponde con fruta sin dafio visible; 1, con fruta cuya
superficie dafiada es menoral 10 %; 2, entre 10 %y 50 % y 3, se le asigna a fruta con mas del
50 %. EI IDF se calculd con un promedio ponderado, en el cual se sumo el nimero de frutas
en cadacategoria, se multiplicé porel puntaje de cada categoria y luego se dividié entre el total
de frutas evaluadas(©3).

2.5.4. Evaluaciones de la calidad del fruto

Las variables de calidad de fruta se evaluaron durante su crecimiento y desarrollo, en el
momento de la cosechay al final del periodo de almacenamiento. Durante el periodo de
crecimiento (08/04/19 hasta cosecha) la variable medida periddicamente fue el color externo.
Enla cosecha comercial, ademas del colorexterno, se evaluo la firmezay la calidad interna de

la fruta a través de las variables solidos solubles totales (SST) y acidez titulable (AT) y la
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relacion entre ambas (SST/AT). Al final del almacenamiento refrigerado (58 d) se evaluaron el

colorextemo y la firmeza.

El color se determind a través de un colorimetro (Konica Minolta CR-400, Tokio, Japdn) con un
iluminante D65, en el que se obtuvieron los valores de L, a, b de la escala Hunter Lab (4. Con
base en tres mediciones por fruto enla zona ecuatorial y a 20 frutos por repeticion, se calculd
el indice de colora través de la formula: ICC = 1000*a/(L*b). La firmeza de 20 frutos por
repeticion se determiné con un analizador de textura (Stable Micro Systems, TA-XT plus,
Inglaterra) cuantificandose la deformaciéndelfruto (mm) conun plato de compresidnde 75mm
de diametro arazénde 1,0 mms-'. La deformacion se expresé en milimetros (mm) después de

aplicada una fuerza constante de 10 N en la zona ecuatorial de la fruta.

Para la calidad interna de frutos se utilizaron 10 frutos por repeticion. Los SST (° brix) se
determinaron usando un refractémetro digital (Atago DBX-55, Atago Co. Ltd, Tokio, Japén) y
los datos resultantes se corrigieron portemperatura ([Brix ° + (T °- 20 °C) * 0,05]). La AT se
determiné mediante la titulacion directa de una muestra de 10 ml de jugo con NaOH (0,1 N) y
fenolftaleina como reactivo indicador del cambio de pH, estableciéndose el gasto a través de
la observacion del viraje de coloraun pH de 8,1. Se determind la relacion entre los SSTy la
AT. Ademas, se cuantificé para cada variable la variacion (%) entre las mediciones en cosecha

y al final del almacenamiento refrigerado.

2.5.5. Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaronconel software Infostat ®, interfaz enR, version4.3.0.(%9,
Las variables continuas con distribucion normal se estudiaron a través de analisis de varianza
unifactorial, mediante el modelo lineal general (ANAVA) con el test de Tukey-Kramer como
comparacion de medias. Las variables con distribucién diferente a la normal se analizaron a
través del modelo Kruskal-Wallis, mientras que para los anélisis de correlaciones se utilizd el
coeficiente de correlacion de Pearson. Todos los andlisis se hicieron con un nivel de

significancia de 0,05(a).
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2.6. RESULTADOS

2.6.1. Daiio por frio

La incidenciay la severidad del DF aumentaron progresivamente durante el ailmacenamiento
refrigerado en ambas variedades, comenzando a aparecer sintomas visibles a los 28 d de
almacenamiento (Fig. 1). El porcentaje de frutos con dafio alcanzé valores maximos al final del
almacenamiento, cercanos al 95 % en Salustiana, en promedio, para todos los tratamientos, y
entre 21 % y 55 % en W. Navel. Respecto ala severidad, Salustiana registrd mayores niveles
de dafio en comparacion con W. Navel entodas las fechas de evaluacion a partir de los 28 d
de almacenamiento (Fig. 1Ay 1C). En Salustiana, las aplicaciones de ABA fueron efectivas en
disminuirlaincidenciaen un 51 % a los 28 d de aimacenamiento, un 36 % alos 35d y un 20 %
alos 42d, comparado alos frutos CT (Fig. 1A). Del mismo modo, la severidad en los frutos del
tratamiento ABA fue menor a los 28, 35 y 42 d de almacenamiento (70 %, 38 % y 18 %,
respectivamente), comparado alos frutos CT (Fig. 1C). En W. Navel, los frutos conaplicaciones
de ABA presentaron similares valores de incidencia y severidad que los frutos CT a lo largo de
todo el periodo de almacenamiento, excepto alos42dy 58 d mas 7 d de vidamostrador, donde
presentaron reducciones del orden de entre 76y 61 % enlaincidenciay entre 78 y 71 % enla
severidad (Fig. 1By 1D). Las aplicaciones de NDGAno tuvieron efecto enmodificar los niveles
de DF en ninguna de las dos variedades en comparacidn con los frutos CTy los deltratamiento
ABA.
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Figura 1. Incidencia (Ay B) y severidad (Cy D) de dafio por frio en almacenamiento durante
58 dias a 1,0 £ 0,5 °C maés siete dias en vida mostrador, segun tratamientos, en las

variedades Salustianay W. Navel.
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Los datos corresponden a la media + EE. Ns (no significativo), datos no presentan diferencias significavas entre

tratamientos y en cada variedad. Comparacién de medias realizada mediante el test de Kruskal Wallis (p < 0,05).

2.6.2. Color externo y firmeza del fruto

Durante elperiodo de crecimiento de frutos se registrd un desarrollo progresivo del color, desde
fruto con tonalidades verdes (ICC = -13) hasta frutos anaranjados con ICC en el rango de siete
y nueve. A pesar de estos cambios, no se registraron diferencias en el color en ambas
variedades (Tabla 1). Los frutos con aplicaciones de ABAy NDGA presentaron similar color
externo en cosecha, registrando valores de ICC promedio de ocho en Salustiana e ICC
promedio de siete en W. Navel (Tabla 2). De modo similar, tampoco se registraron diferencias
enla coloracionluego de 58 d de almacenamiento refrigerado enningunade las dos variedades
(Tabla 2).

La firmeza, evaluada como la resistencia a la deformacion, presentd similares valores entre los
frutos de cada variedad en los diferentes tratamientos al momento de cosecha. En términos
generales, al final del almacenamiento en frio la deformacion aumenté en el rango del 40 %
para Salustiana y del 60 % en W. Navel respecto a los valores obtenidos en cosecha. A pesar
de esto, no se verificaron efectos de las aplicaciones de ABAy NDGA en cada variedad enla

firmeza de ambas variedades (Tabla 2).
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Tabla 1. Evolucion del color externo delfruto (ICC) de las variedades Salustianay W. Navel,

enlos momentos: verde madura (VM), cambio de color (CC) y totalmente coloreado (TC),

segun tratamientos.
Fecha Tratamiento Salustiana W. Navel
CT -13,1£0,7 ns -13,4+1,0ns
VM NGDA -12,8 £0,6 -13,8 £0,2
ABA 13,1 +0,3 -14,7 £ 0,4
CT 02+0,2ns 0,6+£09ns
CC NGDA 0,4 £0,2 02+ 0,5
ABA 0,1+0,2 -0,6+0,7
CT 7,4+0,1ns 4,9+0,7ns
TC NDGA 7,4+0,2 4,7+0,4
ABA 7,6+0,2 4,5+0,3

Los datos corresponden a la media + EE. Ns (no significativo); los datos no presentan diferencias significativas
enfre fratamientos  segin momento de evaluaciéon. Comparacion de medias realizada mediante el test de Tukey-
Kramer (p < 0,05).
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Tabla 2. Colorexterno del fruto (ICC) y firmeza (mm) de las variedades Salustianay W. Navel
enel momento de la cosechay alos 58 dias de almacenamiento a 1,0 £ 0,5 °C de

almacenamiento refrigerado, segun tratamientos.

Salustiana W. Navel
M I T ient
omento  Tratamientos  — = Fimeza(mm) _ ICC Fimeza (mm)
Cosecha CT 83+01ns 1,36+005ns 6,9+0,2ns 1,52+ 0.08 ns

NDGA 8,2+0,2 1,42 £ 0,04 6,8 +0,1 1,37 + 0,12
ABA 8,4+0,2 1,38 £ 0,05 72+0,3 1,46 + 0,05

58 dias CT 98+02ns 237+010ns 7,5+0,5ns 338 + 0,37 ns
NDGA 9,7+0,3 2,47 + 0,05 7,3+0,0 282 +0,16
ABA 98+0,1 2,42 £ 0,06 74+0,8 313+ 0,20

Los datos corresponden a la media + EE. Ns (no significativo), datos no presentan diferencias significaivas entre
tratamientos segun momento de evaluacion. Comparacién de medias realizada mediante el test de Tukey-Kramer
(p=0,05).

2.6.3. Calidad interna del fruto

En cosecha se analizaron las variables que definen la calidad interna: SST, acidez y SST/AT
(Tabla 3). Las aplicaciones de ABA y del inhibidor NDGA realizados en precosecha no

modificaron la calidad interna de los frutos ni en la variedad Salustiana ni en W. Navel.

Tabla 3. Sélidos solubles totales (° brix), acidez (%), SST/AT en el momento de la cosecha,

enlas naranjas Salustiana y W. Navel, segun tratamientos.

Variedad Tratamientos SST Acidez SST/AT

Salustiana  CT 10,65 +0,50ns 0,74+£0,02ns 14,35 +£0,52 ns
NDGA 9,93 +0,27 0,70 £ 0,02 14,12 £ 0,10
ABA 10,47 £ 0,31 0,75+ 0,03 13,97 £ 0,39
CT 9,73+0,35ns 0,62+0,03ns 15,70 +0,65 ns

W. Navel NDGA 10,47 £ 0,12 0,61+ 0,03 17,33 £0,72
ABA 10,30 £ 0,40 0,64 £ 0,03 16,03 £ 0,58

Los datos corresponden a la media + EE. Ns (no significatvo), datos no presentan diferencias significavas entre

tratamientos. Comparacion de medias realizada mediante el test de Tukey-Kramer (p < 0,05).
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2.7.DISCUSION

Bajo las condiciones ensayadas, las aplicaciones precosecha de ABA en frutos de naranja
redujeron la incidencia y severidad del DF en poscosecha, efecto que se visualizd como
dependiente del iempode almacenamiento y de lavariedad. Asi, lareducciondel DF porefecio
del ABA parece ser relevante cuando los niveles de DF son bajos, como en las primeras
semanas de conservacion en Salustiana o al final del almacenamiento en W. Navel. Sin
embargo, a mayor tiempo de exposicion a bajas temperaturas, el efecto positivo del ABAse
pierde, como ocurre en Salustiana luego de 42 d de almacenamiento. Por lo tanto, esfbs
resultados sugieren que el ABAes capaz de retrasar la aparicion del DF, pero no de reduciro
por completo, ya que finaimente se termina manifestando. Los presentes datos estan en
concordanciaconotras especies comotrigo (), algodon(29), albahacal?”), zuchini(24(25), pe pino®)
y vid2")41) enlos que se demuestra que el ABA esta vinculado al desarrollo del DF y es capaz

de inducir, al menos en parte, una tolerancia a las bajas temperaturas.

Este ensayo fue desarrollado en condiciones productivas comerciales con una marcada
influencia de factores ambientales, porlo que el efecto de laaplicaciénde ABAse sugiere como
transitorio(@"). Las aplicaciones de ABArealizadas en tres momentos de crecimiento del fruto
demuestran que es posible modificar la tolerancia de este a futuros eventos de estrés por baja
temperatura. Aln resta establecerel momento de aplicacion en el cual se lograria el mayor

efecto.

Este eselprimerreporte del efecto positivo delas aplicacionesde ABA enprecosechaenfrutos
citricos con objetivo de reducir el DF poscosecha. Los reportes de falta de efecto o aumento
de DF por aplicaciones de ABA durante la poscosecha en las mandarinas Fortune y
Hernandina(®6), asi como la limitada asociacion entre el ABAenddgeno en cosechay el DF(34),
probablemente hayan reducido el interés en el estudio de este tema. En ese sentido, el efecio
del ABA puede estar relacionado con una induccion del sistema antioxidante, el cual podria
presentar componentes con mayor funcionalidad en los frutos en etapas inmaduras(2) y en
aquellos tejidos mas jovenes®?). La tolerancia a condiciones de bajas temperaturas en
poscosecha se ha asociado a una mayor funcionalidad y activacién de enzimas antioxidantes.

Esto redunda en la reduccion del dafio oxidativo, evidenciado por un descenso enlas ERO,
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malondialdehido (MDA)y en la fuga de electrolitos(12)34). Ademas, se ha reportado que otras
condiciones como la nutricion mineral®8)9), el metabolismo de carbohidratos(@® y de
lipidos(60)(61) y |la presencia de compuestos antioxidantes(16)(56)62), asicomo también el efeco
que ejercen ofras hormonas(33)(63), afectan el desarrollo del DF. Globalmente se sugiere que la
etapa de maduracion de lafruta citrica en el arbol es determinante si se pretende intervenir de

forma oportuna para reducir el DF.

La aplicacion de ABAen el desarrollo del fruto no afectd el desarrollo del color en variedades
de naranja Salustiana y W. Navel. La biosintesis de carotenoides en plantas esta conectada
conladel ABA“®y se trata de compuestos que presentan una alta capacidad antioxidante que
ejercen proteccion sobre el potencial dafio de algunas EROy eso redunda en un menor dafio
enlas membranas(®0). En citricos existen reportes de mejoras en el color ante aplicaciones de
ABA en precosecha en genotipos de maduraciéon temprana()46)(47), Sin embargo, los
resultados de este trabajo sugieren que el efecto de la hormona sobre el desarrollo del color
parece serdependiente del genotipo y del periodo de madurez de la fruta. Las variedades de
media estacion presentan mayor concentracion de ABAen el flavedo en comparacion con las
de cosechatemprana, siendo este uno de los factores que parece repercutir en la toma de
coloracion de la cascara del fruto). Los datos obtenidos sugieren que el ABA exdgeno no
mejora sustancialmente la coloracion en este tipo de variedades; sinembargo, silo hace en

aquellas de cosecha temprana(20)(“6)(47),

En el presente trabajo se observo que la aplicacion de ABA no modificé la calidad interna de la
fruta. Los azlcares, acidos y SST/AT del fruto permanecieron invariables al momentbo de
cosecha ante la adicion de la hormona en precosecha (Tabla 3). Los reportes previos no son
concluyentes en establecer el efecto de este tipo de aplicaciones en citricos: la acidez se
mantuvo estable enla naranja Navel M7(47) y el tangor Miyauchi lyokan(®4 luego de aplicaciones
precosecha de ABA, aunque disminuy6 en la mandarina Jinshuigan con un consecuente
incremento en la relacion SST/AT debido ala degradacién de los &cidos organicos(0), El ABA
también aumenta la concentracion de sacarosa, glucosa, fructuosa y rafinosa del fruto (28)47)(59,
La aplicacion de ABA en Salustiana y W. Navel tampoco afectd la firmeza de la fruta, de forma
similar a lo descrito en vid“2). Sin embargo, en frutos como mango, banana®? y frutilla0), el
ABA aumentd la actividad de enzimas pectinasa, celulasay poligalacturonasa, lo que llevaala

desintegracionde las estructuras de lapared celular y la consiguiente disminucionde lafirmeza
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de los tejidos(®3)(€). Porlo tanto, en algunas especies el ABA favorece los cambios asociados
con lamaduracion. En el caso del zuchini y el arandano, el ABA exdgeno se vincula con mayor
firmeza, efecto mediado porla sintesis de moléculas osmoprotectoras, tales como azucares y
prolina24(67); por lo tanto, el efecto de las aplicaciones de ABA en la firmeza del fruto es

dependiente de la especie, incluso de la variedad en estudio.

El efecto de las aplicaciones con el inhibidor de la sintesis de ABA (NDGA) no generaron
resultados opuestos alos de ABA,comohasido reportado enrelacional colorde frutos (20(47)(69),
Esta discrepancia podria estar relacionada con el efecto temporal del producto y el cese de su
eficacial?!). Porotro lado, encondicionesdeinhibiciondelaviade sintesis de ABAporinhibicion
de laenzima NCED se podrian aportar cantidades significativas de ABA libre desde sus formas
conjugadas como el ABA-glucosyl ester(70). Sibien se esperaun descenso enlos niveles de
ABA porefecto del NDGA, dichos procesos podrian estar enmascarados por la activacion de

dichas vias alternativas.

2.8. CONCLUSIONES

Enlas condiciones deeste trabajo, el ABAaplicadoalos frutos en desarrollo retras6 laaparicion
y redujo la incidenciay severidad del DF en poscosecha de variedades de naranja de media
estacion como Salustiana o W. Navel. Se destacada la relevancia durante los primeros 30 dias
de almacenamiento refrigerado. Ademas, las aplicaciones precosecha de ABAno afectaronla
calidad interna (SST, AT y SST/AT) ni la firmeza o el color externo del fruto. Por lo tanto, el
efecto del ABA podriaintegrarse dentro de un paquete de manejo comercial que, junto a ofras
medidas, mejoren el comportamiento de la fruta en poscosecha e n condicion de estrés por frio.
El abordaje de un desorden fisiologico que se manifiesta durante la poscosecha desde el
manejo del fruto en el campo resultaria una alternativa muy promisoria para contribuir a reducir

el DF enlos citricos.
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3. CAPITULO 2: ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS CATIONES K, MG Y
CA Y EL DANO POR FRiO EN POSCOSECHA DE NARANJA SALUSTIANA
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3.1.RESUMEN

En las frutas citricas el uso de bajas temperaturas puede generar un desorden fisiologico
denominado dafio por frio (DF). Durante el transporte maritimo, en el que las frutas citricas se
exponen a temperaturas menores a las 6ptimas, particularmente por la necesidad de realizar
tratamientos cuarentenarios, se pueden generar manchas en el flavedo que provocan la
pérdidade calidad comercial. Diversos factores pueden influir en la aparicién del DF, desde la
genética hasta las condiciones pre y poscosecha. Entre ellos, la nufricibn mineral,
especialmente los cationes potasio (K), magnesio (Mg)y calcio (Ca) podrianinfluir enla calidad
de lacéscarade lafruta y la aparicion de diversos desordenes fisioldgicos en frutos citricos. El
presente frabajo evalué la relacion entre la concentracion ([ ]) de K, [Mg]y [Ca] en el flavedo
de la naranja Salustiana (Citrus sinensis) en el momento de la cosechay el DF observado
durante el almacenamiento a 1,0 £ 0,5 °C. Se aplicaron diferentes dosis de Ky Mg en campo
y se determind su concentracion en hoja en otofio y en flavedo en cosecha. Durante el
almacenamiento se determind laincidenciay la severidad de DF hasta los 58 dias méas 7 dias
a temperatura ambiente. EI DF aumenté en la medida en que se incrementd el iempo en
almacenamiento. Los distintos tratamientos de fertilizacién disminuyeron el DF poscosecha en
la naranja Salustiana, logrando descensos de entre 20y 30 % en la incidenciay de entre 40y
35 % enla severidad. Sin embargo, no se verificaron correlaciones entre la [K], [Mg] y [Ca] en
elflavedo en cosechay eldesarrollo de DF poscosecha. La[K] foliar se relaciond inversamente
con el DF registrado. Los resultados sugieren que la tolerancia al DF poscosecha es afeciado
por la disponibilidad de estos cationes, siendo el K el principal. No obstante, la concentracion
de estos en el flavedo en cosecha no constituye un indicador relacionado al DF para las

condiciones de este estudio.

Palabras clave: aimacenamiento refrigerado, citrus, nutricion mineral
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3.2. ABSTRACT

In citrus fruit, the application of low temperatures during transport and storage might induce a
physiological disorder known as chilling injury (Cl). Cl is characterized by black and brown
depressed spots on the flavedo that cause aloss of commercial quality. The development of Cl
dependson several factors including genotype as well as pre and postharvest conditions. In
this regard, mineral nutrients such as potassium (K), magnesium (Mg) and calcium (Ca) are
involved in the appearance of many physiological disorders in the peel of oranges. The present
work evaluates the relationship between concentration ([ ]) of K, [Mg] and [Ca] at harvestin the
flavedo of Salustiana orange (Citrus sinensis) with the Cl during cold storage at 1.0 + 0.5 °C.
Different doses of K and Mg were applied to the soil during a single season. The [K] and [Mg]
in the leafin autumn and in flavedo at harvest were determined. During cold storage, the severity
and incidence of Cl were determined after 58 days plus 7 days at room temperature. Cl
increased as the storage time increased. The different fertilization treatments decreased post-
harvest Cl in Salustiana orange, achieving decreases in between 20 and 30 % in incidence and
in between 40 and 35 % in severity. However, there was not correlation between the [K], [Mg]
and [Ca] in the flavedo at harvest time and the developmentof post-harvest Cl. However, the
foliar [K] was inversely related to post harvest Cl incidence. The results suggest that the
tolerance to postharvest Cl varies in response to the availability of these cations, being K the
main contributing factor. However, under these conditions, their concentration in the flavedo at
harvest appears notto be an indicator of Cl sensitivity.

Keywords: citrus, cold storage, mineral nutrition
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3.3.RESUMO

Em frutas citricas o emprego de baixas temperaturas pode gerar um disturbio fisiologico
denominado injuria pelo frio (IF). Durante o transporte maritimo a fruta fica exposta ao frio,
gerando manchas no sabor e causando a perda da qualidade comercial do produto. Varios
fatores podem influenciar o aparecimento da IF, desde a genética até as condigdes pré e pos-
colheita. Dentre eles, a nutrigdo mineral, principalmente os cations potassio (K), magnésio (Mg)
e célcio (Ca), ttm um papel fundamental na qualidade da casca da fruta e no aparecimento de
diversos disturbios fisiolégicos. O presente trabalho avaliou a relagdo entre a concentragéo ( ])
de K, [Mg] e [Ca] no flavedo da laranja Salustiana (Citrus sinensis) com o IF observado durante
o armazenamento a 1,0 £ 0,5 °C. Diferentes doses desses nutrientes foram aplicadas no
campo, sendo determinada sua concentragé@o na folha no outono e no flavedo na colheita.
Durante o armazenamento, a severidade e aincidéncia de IF foram determinadas até 58 dias
mais sete dias emtemperatura ambiente. O IF aumentou conforme o tempo de armazenamento
aumentou. O IF aumentou a medida que o tempo de armazenamento aumentou. Os diferentes
tratamentos de adubagéo diminuiram a IF pds-colheita na laranja Salustiana, alcangando
decréscimos entre 20 e 30 % na incidéncia e entre 40 e 35 % na severidade. Mais ndo foram
verificadas correlagdes entre [K], [Mg] e [Ca] no flavedo na colheita com o desenvolvimento de
IF. Poroutro lado, a [K] foliar foi inversamente relacionada a IF registrada na pés-colheita. Os
resultados sugerem que a tolerancia ao IF pés-colheita é afetada pela disponibilidade desses
cations, sendo o K o principal fator que afeta o desenvolvimento do IF. Embora sua
concentragdo em flavedo na colheita ndo constitua um indicador relacionado ao IF para as

condi¢des deste estudo.

Palavras chave: armazenamento refrigerado, citros, nutrigdo mineral
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3.4 INTRODUCCION

La aplicacién de bajas temperaturas en poscosecha es una herramienta fundamental para
mantenery extenderlacalidad de los vegetales. Apesarde esto, puedenprovocarun desorden
fisiologico que perjudica la calidad comercial. Las frutas citricas son sensibles a las bajas
temperaturas, lo que promueve la aparicién de sintomas conocidos como dafio por frio (DF).
EIDF enfrutos citricos habitualmente se expresaanivel del flavedo como pequefias manchas
hundidas de color marrén rojizo a negro(")2). Diversos factores han sido relacionados conla
susceptibilidad o tolerancia del fruto a desarrollar DF. Se ha sugerido que factores internos de
la planta estan relacionados con la aparicion de DF durante la poscosecha, desde las
caracteristicas que imprimen la especie y variedad®), asi como también mecanismos que
operan durante los cambios fisiologicos que atraviesa el fruto en sus diferentes etapas 4)5). No
obstante, el DF también ha sido relacionado con factores ambientales y de manejo como la
radiacion incidente®), la temperatura(!), la posicion del fruto en la copa(®), la humedad relativa®,
elmomento de cosecha®y las condicionesy/o manejos durante el aimacenamiento 4)(10), entre
ofros. Identificar estos factores durante la precosecha permite intervenir oportunamente para

producir frutos con menor predisposicion alos desdrdenes en la poscosecha(™)(12),

Los minerales influyen en la respuesta que tienen los tejidos ante condiciones adversas como
las bajas temperaturas(13). En el caso de los frutos citricos, la disponibilidad de cationes enel
flavedo parece estarinvolucrada con el desarrollo de DF(14)(15), En ese sentido, la composicion
de los tejidos que conforman la cascara del fruto puede minimizar el dafio oxidativo provocado
porlas especiesreactivas al oxigeno (ERO) y reducirla incide nciadel DF una vez que los frutos
son expuestos a bajas temperaturas('6)(7), Las concentraciones de K, Mg y Ca, han sido
ampliamente estudiadas en relacion a la productividad y a la calidad externa e interna de los
frutos, como también por su relacion con la ocurrencia de diferentes desdrdenes
fisioldgicos((18), Los cationes se hanasociado condiferentes desordenes fisioldgicosen frutos,
entre ellos, el rajado (splitting) en naranjas y mandarinas('9), el colapso del albedo (creasing)
en naranja Valencia, el picado (pitting) en naranja Shamouti(?0) o con la peteca en limén(1), A
su vez, la mayor presencia de Ca en el albedo y flavedo de naranja favorecen una menor

incidencia de creasing(2).
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Los diferentes niveles de K, Mg y Ca son clave para ejercer proteccion en las membranas
celulares, las primeras estructuras afectadas por las bajas temperaturas (2%). La disponibilidad
delos cationes enlos tejidos estadeterminada, entre ofras cosas, porla dinémica de absorcion
que presenta cada uno, asi como también porlas relaciones de competencia que mantienen
entre ellos(?4). Existen relaciones antagénicas entre el K con el Ca y el Mg, en las que una
concentracionexcesivade uncation puede reducirlaabsorciondel otro (25)(26); antagonismo que

también se ha descrito en los citricos(27).

El K actia en numerosas funciones esenciales del ciclo de vida vegetal, desempefiando un
papel relevante en la proteccion de las membranas celulares(2®). Su rol se asocia a la
modulacion de numerosos procesos celulares, tales como la activacion enzimatica, la sintesis
de proteinas, la regulacién estomética y la turgencia, la estabilizacién del pH celular, la
fotosintesis y 4l tfransporte de metabolitos(20(29), Ademas, proporciona tolerancia al estrés
abiotico, disminuyendo en gran medida la produccion de ERO a través de la reducciénde la
actividad de las NAD(P)H oxidasas, manteniendo el transporte de electrones en el proceso
fotosintético@). La disponibilidad de K afecta el metabolismo de carbohidratos (CHO), por lo
que, ante deficiencias de este cation, se reduce su sintesis, asi como también su carga en
floema(®). En sintesis, el efecto protector del K se vincula al funcionamiento adecuado de
numerosas funciones del metabolismo primario, permitiendo mantener, en Ultima instancia, la

homeostasis i6nica y el equilibrio celular(0),

EIMg, porsuparte, posee unpapel central enla fotosintesis y participaenelbalance energéfco
celular, asi como enlaregulacion de los niveles de ERO. También esta implicado en el proceso
de exportacionde CHO por floema y en la sintesis de proteinas(®"). Su deficiencia afecta la
cadenade transporte de electrones en la fotosintesis, lo que contribuye a la disminucion de la

asimilacion de CO2(32).

El Ca actua de forma diferencial dependiendo de su ubicacién: funciona como molécula
sefializadora en numerosos procesos celulares y, por otro lado, es parte estructural de la pared
celular®3), En este rol, reduce la pérdidade solutos, mantiene lapermeabilidad delamembrana
y refrasa la tasa de ablandamiento de los tejidos. Participa en los procesos de madurez y
senescencia de los frutos a través del enlentecimiento de la tasa de produccién de etileno y de

la disminucion de la respiracion(33),
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Los altos niveles de K favorecenunmayortamario de fruto, incrementan el grosory la rugosidad
de la piel)), asi como también la firmeza('6). Ademas, el Mg y el K se han correlacionado de
forma positivaconlos acidos organicos(0(%), Porotro lado, sibienladisponibilidad de K influye
en el metabolismo de los carbohidratos en las plantas(®7), no se conoce claramente su posible
relacionconlos sélidossolublestotales (SST) delfruto. Algunos estudios indican que aumentan
bajo deficiencia de K(®9), mientras que otros indican lo opuesto(2”), debido al posible efecbo de
dilucion durante el aumento de tamafio del fruto. En lo que respecta al color externo, alta
disponibilidad de K induce frutos con color deficiente en la cascara0). Sin embargo, en naranja
Maltaise se ha reportado lo contrario®®. El Ca, por su parte, ha sido correlacionado

positivamente con la firmeza de diversos frutos 41).

El DF ha sido relacionado con la concentracién de cationes en la cascara de citricos. En ese
sentido, en mandarina?), pomelo('4, limén y naranja*3) se encontré una relacién positiva ente
el Cay el Mgy el desarrollo del DF, y, de forma inversa, con los contenidos de K. Relaciones
tales como K-Ca y K-Mg fueron vinculadas con tejido dafiado por bajas temperaturas y, porel
contrario, Ca-Mg, con tejido asintomatico(4). Aplicaciones foliares de Ca y K en precosecha
reducen el DF enla piel del fruto(1944), Ademas, se han reportado otros aspectos vinculados a
DF y la disponibilidad de nutrientes; tal es el caso del grosor de cascara, el cual se relaciond
inversamente en frutos del tangor Ortanique con menor desarrollo de DF (44),

En funcion de lo expuesto, se hipotetiza que la[K], [Mg] y [Ca] en el flavedo de la fruta incide
en el desarrollo de DF durante el aimacenamiento poscosecha. En ese sentido, este trabajo
planted generar variabilidad en la disponibilidad de los mencionados nutrientes y estudiar si
existe relacion entre las [K], [Mg]y [Ca] en el flavedo y el nivel de DF observado durante el

almacenamiento de frutos de naranja Salustiana a temperaturas de 1,0 + 0,5 °C.

3.5.MATERIALES Y METODOS

3.5.1. Material vegetal y condiciones del ensayo

El trabajo se realizd con frutos de plantas adultas de naranjo (Citrus sinensis) de la variedad
Salustiana, injertadas sobre Poncirus trifoliata (L.), en un predio comercial ubicado en
Quebracho en el departamento de Paysandu (Uruguay), durante la zafra 2018-2019. Las

plantas fueron seleccionadas por su vigor, homogeneidad y estado sanitario. EI marco de
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plantacion fue de 5 x 5 m conuna densidad de 397 plantas ha-'. El suelo predominante es un
Argisol del grupo desaturados lixiviados, perteneciente ala Unidad Algorta. Se caracteriz6 por
tener textura franco arenosa (83 % de arena, 15 % de arcillay 2 % de limo) en los primeros 20
cm de suelo. Los niveles de K, Mg, Cay N-NOs disponibles fueronde 0,21; 0,58 y 1,24 cmolc

kg-'de suelo y 1,02 ppm de N-NOs, respectivamente, previo al inicio del ensayo.

3.5.2. Diseio experimental

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado en campo (DCA), cuya unidad experimental
fueron 5 arboles, y se definieron tres repeticiones por tratamiento. Con el fin de generar
variabilidad en las concentraciones de minerales en las plantas, se aplicaron Ky Mg de forma
combinada en dosis altas (200 %), medias (100 %) y bajas (50 %). Los siete tratamientos
resultantes fueron los siguientes: 1) 50 % K, 2) 50 % Mg, 3) 50 % K + 50 % Mg, 4) 200 % K, 5)
200 % Mg, 6) 200 % K + 200 % Mgy 7) control (CT, 100 % K + 100 % Mg). La fuente de K fue
cloruro de potasio (Kcl), mientras que la de Mg fue sulfato de magnesio (MgSQs). El tratamiento
CT se correspondi6 con el programa de fertilizacion de la (144 kg ha-' de K20y 9,3 kg ha' de
MgO). Adicionalmente, todos los tratamientos recibieron la misma cantidad de nitrégeno y
fosforo (140 kg N ha' y 15 kg P20s ha"). Estas dosis constituyeron el agregado de nutrientes
base que se distribuy6 por fertirriego. Para los tratamientos de dosis altas, que excedian el
aporte por fertirriego (considerado como 100 %), la diferencia fue agregada de forma manual y
en cobertura. Por el contrario, en tratamientos con menores dosis de algun nutriente (50 %), en
la linea de riego se colocd una canilla que evitaba uno de los dos riegos semanales con
fertilizantes. El periodo de fertilizacion fue desde inicio de la brotacion en agosto hasta fines de
enero. En el caso de los complementos de fertilizantes manuales, fueron agregados en diez
aplicaciones, cada una conigual dosis, con una frecuencia aproximada de diez dias. El riego
fue realizado a demanda segun la evapotranspiracion potencial (ETP) con siete riegos
semanales de duracion variable. La cosecha de frutos se realiz6 el 26/06/2019, los cuales
fueron inmediatamente almacenados a1,0+ 0,5 °C y 80 - 90 % HR durante ocho semanas. Al
finalizar ese periodo se mantuvo la fruta una semana adicional en condiciones de vida
mostrador (20,0 = 1,0 °C).
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3.5.3. Analisis de minerales

Se cuantificaron los cationes K, Mg y Ca en tejido foliar y en flavedo de fruto. Para el analisis
foliar se utilizaron hojas intermedias (lamina y peciolo) de 6-8 meses de emergencia desde
brotacidn, provenientes de ramas no fructiferas de la brotacién de la primavera de acuerdo a
las recomendaciones paracitricos#%). Se seleccionaron 12 hojas porarbol, sinsintomas visibles
de problemas sanitarios ni roturas, de todos los cuadrantes de la copa para obtener una
muestra porrepeticion. Parala determinaciénmineral en flavedo se utilizaron 10 frutos de cada
repeticion y tratamiento en el momento de cosecha. Se colectaron muestras de la zona
ecuatorial de la fruta de aproximadamente 1 mm de espesor, evitando la extraccién de albedo.
Para ambos tejidos, hojas y flavedo, las muestras se secaron a 65 °C, luego se molierony

homogeneizaron. EI K, Mgy Ca se determin6 por el método de absorcién y emision atomica (46,

3.5.4. Evaluaciones de daio por frio

Durante el almacenamiento se determin6 periodicamente el DF, evaluando los sintomas
visibles en 138 frutos porrepeticion. Se evalud laincidenciay la severidad del DF. La incidencia
del DF se calculd como el porcentaje de frutos con sintomas de dafio (% DF), mientras que la
severidad se obtuvo a través del indice de DF (IDF). El IDF la fruta se categoriz6 segun el DF
enuna escalade 0a 3, donde 0 corresponde a fruta sin dafio visible; 1, a fruta cuya superficie
dafiada es menoral 10 %; 2, entre 10 %y 50 % y 3 se le asigna a fruta con mas del 50 %. El
IDF se calculé con un promedio ponderado, en el cual se sumé el nimero de frutas en cada
categoria multiplicado por el puntaje de cada categoria y luego se dividio entre el total de frutas

evaluadas®).

3.5.5. Evaluaciones de la calidad del fruto

En cosecha se evaluaron las variables de calidad de fruta: color externo, firmeza y calidad
interna [SST, acidez titulable (AT) y SST/AT]. Al final del almacenamiento refrigerado (58 d) se
volvio a evaluar el color externo y la firmeza del fruto. El color fue determinado con un
colorimetro (Konica Minolta CR400, iluminante D65, Tokio, Japdn), donde se obtuvieron los
parametros L, a y b de la escala Hunter Lab y fue expresado mediante el indice de color de los
citricos (ICC)#7). EIICC se calculé como ICC = 1000*a/(L*b), con base en tres mediciones por

fruto en la zona ecuatorial y en 20 frutos por repeticion. La firmeza se determin6 con un
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analizador de textura (Stable Micro Systems TAXT plus, punta de prueba P/75, Inglaterra),
evaluado en 10 frutos porrepeticion, cuantificandose la deformacion del fruto en mm con un
plato de compresiénde 75 mm de diametro a razén de 1 mm s-'. La deformacién se expresé
en mm después de aplicada una fuerza constante de 10 N en la zona ecuatorial de la fruta. Por
su parte, para la calidad interna se utilizaron 10 frutos por repeticion. Los SST (° Brix)
determinaron a 20 °C usando un refractometro digital (Atago DBX55, Atago Co. Ltd, Tokio,
Japdn)y los datos resultantes se corrigieron portemperatura [° Brix + (T ° - 20 °C) * 0,05]. La
AT se estim6 mediante la titulacion directa de una muestrade 10 mL de jugo con NaOH (0,1 N)
y fenolftaleina como reactivo indicador del cambio de pH, estableciéndose el gasto a fravés de
la observacion del viraje de colora un pH de 8,1. De la relacién entre los SST y la acidez se

determind la relacion SST/AT.

3.5.6. Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaronconel Sotware Infostat ®, versidn4.3.0.(48). Las variables
continuas con distribucion normal se analizaron a través de un analisis de varianza unifactorial,
mediante el modelo lineal general (ANAVA) y se aplico el test de Tukey-Kramer para la
separacion de medias. Las variables con distribucion diferente a la normal se analizaron a
través del modelo Kruskal Wallis y en los andlisis de correlaciones se utiliz6 el coeficiente de
correlacion de Pearson. Todos los andlisis se hicieron con un nivel de significancia de 0,05(a)

para determinar las diferencias entre las medias.

3.6. RESULTADOS

3.6.1. Concentracion de K, Mg y Ca en flavedo

En latabla 1 se presentala concentracion de nutrientes en el flavedo al momento de cosecha.
Entre los nutrientes evaluados, el K presenté los mayores valores, seguido por el Ca vy,
finalmente, el Mg. La [K] varié hasta un 28 % entre los diferentes tratamientos de fertilizacion,
siendo el tratamiento 200 % + 200 % el que obtuvo mayor concentraciony que se diferencid
del CT y de los tratamientos con 50 % K, 50 y 200 % Mg. La [Ca] fue similar en el tratamiento
200 % Ky el CT y se diferenciaron unicamente del tratamiento con mayor cantidad combinada
de Ky Mg. En el caso de la [Mg] en flavedo, fue similar entre los diferentes tratamientos de

fertilizacion (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentracion de K, Mg y Ca (expresado como % de MS) en flavedo de frutas de

naranja Salustiana en el momento de la cosecha, segun tratamientos.

Cosecha [K] [Mg] [Ca]
CT 1,36 £0,02b 0,10+£0,01ns 0,39+0,04a
50 % K 1,46+0,04b 011+£0,01 0,30%£0,03ab
200 % K 1,58+ 0,07ab 0,12+£0,00 0,38+0,02a
50 % Mg 1,42+0,03b 0,10+£0,01 0,31+£0,01ab
200 % Mg 1,42+004b 011£0,01 0,35+0,01ab
50 % K+50 %Mg 1,56+0,20ab 0,09+0,00 0,33£0,01ab
200 % K+200% Mg 190+005a 0,11+£000 0,26+0,02b

Los datos corresponden a la media + EE. Lefras diferentes indican diferencias significaivas entre tratamientos;

ns: no significaivo. Comparaciéon de medias realizada mediante el test de Tukey-Kramer (p < 0,05).

3.6.2. Concentracion de K, Mg y Ca en hojas

El agregado de diferentes dosis de Ky Mg solas 0 en combinacién generé cambios enla [Ca]
en las hojas, sin modificar las concentraciones de Ky Mg (Tabla 2). En el caso del Ca, el
tratamiento 200 % + 200 % presentd mayores concentraciones de Ca respecto al tratamiento
50 % Mg. Ademas, el cation Ca fue el que presentd las mayores concentraciones foliares,

seguido porel Ky el Mg (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion foliar de K, Mg y Ca (expresado como % de materia seca) en naranja

Salustiana, segun tratamiento.

Cosecha [K] [Mg] [Ca]
CT 1,561£0,04ns 0,33+£0,01ns 2,11£0,08 ab
50 % K 1,41 £ 0,04 0,35£0,01 211+£0,04ab
200 % K 1,56 £ 0,10 0,36+£0,01 2,05%0,03ab
50 % Mg 1,52 + 0,06 0,34+£001 1,8+0,06b
200 % Mg 1,49 + 0,08 0,36+£0,02 2,11+0,09ab
50 % K+ 50 % Mg 1,47 £ 0,06 0,34+£001 212+0,04ab
200 % K+200% Mg 1,50 £ 0,07 0,36+£0,02 232+0,04a

Los datos corresponden a la media * EE. Lefras diferentes indican diferencias significatvas entre

tratamientos. ns: no significavo. Comparacién de medias realizada mediante el test de Tukey-Kramer (p <

0,05).



3.6.3. Daiio por frio en poscosecha

EIDF evaluado através de laincidencia (% de frutos con dafios) y severidad (IDF, escala de 0
a 3) aumentd en la medida en que transcurri6 el tiempo de almacenamiento a 1 °C. Alos 14 d
de almacenamiento el dafio fue imperceptible, registrando valores préximos a cero para ambas
variables. Posteriormente, aumentd de forma progresiva; alos 28 d se detectaron sintomas en
todos los tratamientos y a los 42 d la mayoria presenté una incidencia cercana al 60 % y un
IDF préximoa 1 (Figs. 1y 2). Al finalizar el almacenamiento refrigerado (58 d), la incidencia
ascendio al 60-75 %y la severidad se situ6 entre 1y 1,5 (Figs. 1y 2). Ademas, se registraron
diferencias en la incidencia entre tratamientos a partir de los 42 d de almacenamiento
refrigerado. En ese momento, el tratamiento 50 % Mg y el tratamiento 200 % Mg + 200 % K
presentaron el menor valor de incidencia (cercano al 40 %) comparado con los frutos del
tratamiento CT y del tratamiento 50 % K. A los 58 d no se registran diferencias entre
tratamientos y a los 58 + 7 d el tratamiento 50 % Mg presenté menor % de frutos con dafio en
comparacion con el resto de los tratamientos a excepcion del 200 % K + 200 % Mg (Fig. 2) En
el IDF, dichas diferencias se mantuvieron hasta el final del aimacenamiento (58 + 7) cuando el
tratamiento 50 % Mg presentd una severidad de 23 % menor que el CT (Fig. 1). En el caso del
indice DF las diferencias entre tratamientos se mantienen desde los 42 d hastalos 58 + 7 d de

almacenamiento (Fig. 2)
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Figura 1. Incidencia de dafio por frio (% frutos dafiados) en frutos de naranja Salustiana

durante 58 dias de almacenamiento a1,0 £ 0,5 °C y siete dias en vida mostrador segun
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Los datos corresponden a la media + EE. Medias con una letra comln no son significavamente diferentes entre

tratamientos y dentro de cada momento de evaluacion; ns: no significavo. Comparaciéon de medias realizada
mediante el test de Kruskal Wallis (p < 0,05).
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Figura 2. indice de dafio porfrio (IDF) en frutos de la naranja Salustiana durante 58 dias de

almacenamiento a 1,0 £ 0,5 °C y siete dias en vida mostrador, segun tratamientos.

Indice de dafio por frio

oCT

B 50 %K
3200 %K b b b
W50 % Mg i
B 200 % Mg

@50 %K +50 %Mg
B 200 %K + 200 % Mg

1T
1T

IDF

14 28 42 58 58+7
Dias de almacenamiento

Los datos corresponden a la media + EE. Medias con una letra comin no son significavamente diferentes entre
tratamientos y dentro de cada momento de evaluacion; ns: no significatvo. Comparacién de medias realizada
mediante el test de Kruskal Wallis (p < 0,05).

3.6.4. Correlacion entre el DF y los cationes en flavedo y hoja

Se estudiaron las posibles asociaciones entre la [K], [Mg] y [Ca] en flavedo en cosecha, conla
incidenciay severidad durante el almacenamiento. No se evidenciaron relaciones significativas
entre el DF conla concentracion de dichos cationes en el flavedo para ninguna de las fechas
evaluadas (Tabla 3). Al considerarla concentracion de cationes en hojas no se visualizaron
correlaciones significativas alos 28 d. Sin embargo, se observaron correlaciones significativas
(p = 0,05) e inversas entre la [K] y las relaciones [K]-{Mg], [K]{Ca], [K]-([Ca] + [Mg])y (K] +
[Mg])-[Ca] con el DF (% DF y IDF) a partir de los 42 d de almacenamiento y hasta los 58 d de
almacenamiento més 7 dias en temperatura ambiente. La magnitud de la asociacion vari6 entre
0,61y 0,41 (Tabla 4).
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Tabla 3. Asociacion a través del coeficiente de Pearson (r), entre el DF (IDF y % DF) a los 28,

42, 58 y 58 + 7 dias en almacenamiento conlas [K], [Mg] y [Ca] y las relaciones [K]-[Mg],
[Ca]{Mg], [K]-[Ca], [K]-([Ca] + [Mg]) y ([K] + [Mg])-[Ca] en el flavedo del fruto cuantificado en

cosecha en el cultivar Salustiana.

Dias de Cationes p p r r
almacenamiento  enflavedo (% DF) (IDF) (% DF) (IDF)
28 [K] 081 055 -005 -0,14
28 [Mg] 097 089 -001 0,03
28 [Ca] 034 022 022 028
28 [K]/[Mg] 091 066 -002 -0,10
28 [Ca)/[Mg] 03 026 021 026
28 [K]/[Ca] 058 037 -013 -0,21
28 [K)/([Ca]+[Mg)) 061 039 -012 -0,20
28 (Kl+[Mgly[Ca] 057 036 -013 -0,21
42 (K] 021 053 -028 -0,14
42 [Mg] 08 089 -004 -0,03
42 [Ca] 029 025 024 026
42 [K]/[Mg] 037 070 -020 -0,09
42 [Ca)/[Mg] 024 020 027 029
42 [K]/[Ca] 021 042 -029 -0,18
42 [K]/(Ca]+[Mg)) 0,20 043 -0,29 -0,18
42 (Kl+[Mgly[Ca 0,20 041 -0,29 -0,19
58 [K] 058 069 013 0,09
58 [Mg] 089 092 -003 -0,02
58 [Ca] 03 03 022 023
58 [K]/[Mg] 062 073 012 0,08
58 [Ca)/[Mg] 023 028 032 024
58 [K]/[Ca] 093 087 -002 -0,04
58 [K)/([Ca]+[Mg)) 0,99 092 -0,001 -0,02
58 (Kl+[Mgly[Ca] 091 085 -0,03 -0,04
58 +7 (K] 0,177 021 031 029
58 +7 [Mg] 097 061 001 -0,12
58 + 7 [Ca] 067 099 010 0,04
58 +7 [K]/[Mg] 03 025 021 026
58 + 7 [Ca)/[Mg] 0,72 0,73 008 0,08
58 +7 [K]/[Ca] 053 039 014 020
58 + 7 [K]/([Ca]+[Mg)) 0,20 0,35 -0,29 0,21
58 + 7 (Kl+[Mgly[Ca 054 040 0,14 0,19

Correlaciones calculadas a través del coeficiente de Pearson. *Correlaciones significativas enfre las variables (p

<0,05).
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Tabla 4. Asociacién a fravés del coeficiente de Pearson(r), entre el DF (IDF y % DF) a los 28,

42,58 y 58 + 7 dias en almacenamiento con las [K], [Mg]y [Ca] y, las relaciones [K]-{Mg],
[Ca]{Mg], [K]-[Ca], [K]<([Ca] + [Mg]) y ([K] + [Mg])-[Ca] en los tejidos de hoja en el cultivar

Salustiana.
Dias de p p r r
almacenamiento  Cationes enhoja (% DF)  (IDF) (% DF) (IDF)
28 (K] 0,08 011 -039 -036
28 [Mg] 0,83 0,97 0,05 0,01
28 [Ca] 0,73 062 -008 -0,12
28 [K]/[Mg] 0,23 032 -027 -023
28 [Ca]/[Mg] 0,77 0,76 -0,07 -0,07
28 [K]/[Ca] 0,34 046 -022 -0,17
28 [Kl/((Ca]+[Mg]) 0,29 040 -024 -0,20
28 ([K]+[Mgl)/[Ca] 0,42 054 -018 -0,54
42 (K] 0,06 007 -041 -0,39
42 [Mg] 0,91 0,99 0,02 -0,02
42 [Ca] 0,39 0,27 0,19 0,25
42 [K)/[Mg] 0,23 030 -027 -0,24
42 [Ca)/[Mg] 0,32 0,17 023 0,31
42 [K]/[Ca] 0,06 005* -041 -043
42 [K]/([Ca]+[Mg]) 0,05* 0,04* -043 -044
42 (K]+[Mgly[Ca] 0,05* 004* -042 -045
58 (K] 001* 002* -053 -050
58 (Mg] 0,45 0,38 0,177 0,20
58 [Ca] 0,64 0,27 011 025
58 [K]/[Mg] 0,03* 004* -047 -045
58 [Ca]/[Mg] 0,98 0,60 0,01 0,12
58 [K]/[Ca] 005* 002* -043 -050
58 [Kl/((Ca]+[Mg]) 0,03* 0,01 -047 -0,53
58 ([K]+[Mg])/[Ca] 0,06 003* -041 -049
58 + 7 (K] 001* 005* -05 -042
58 +7 [Mg] 0,29 0,64 024 0,1
58 +7 [Ca] 0,17 0,38 0,177 0,20
58 +7 [K)/[Mg] 001* 010 -057 -0,37
58 +7 [Ca)/[Mg] 0,74 0,63 008 01
58 +7 [K]/[Ca] 001* 005* -060 -042
58 + 7 [K)/([Ca]+[Mg]) 0,01* 004* -061 -043
58 + 7 (K]+[MglyiCa] 0,01* 006 -057 -0,41

Correlaciones calculadas a fravés del coeficiente de Pearson. *Correlaciones significativas entre las variables (p

<0,05).
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3.6.5. Calidad del fruto

El color externo en cosecha presentd diferencias entre tratamientos, siendo mayor en los fruios
del tratamiento de mayor [K] y [Mg] aplicado en conjunto (200 % + 200 %) en comparacion con
el tratamiento CT. Luego de 58 d de almacenamiento refrigerado el ICC aumenté en
comparacion a cosecha, sin detectar diferencias entre tratamientos (Tabla 5). La firmeza,
definida como la resistencia ala deformacion, no presento diferencias entre tratamientos en el
momento de la cosecha. Luego de 58 d de almacenamiento, la firmeza se redujo un 53 %, en
promedio, considerando todos los tratamientos, comparado con el momento de cosecha.
Ademas, después de 58 d de almacenamiento, el fratamiento 200 % de K presentd diferencias
respecto alos frutos del tratamiento 50 % Mg, siendo el de alto K un 22 % menos firme que el
de bajo Mg (Tabla 5). En lo que respecta al grosor de la cascara del fruto, no fue afectado por
las diferentes dosis de nutriente agregados (Tabla 6). En el mismo sentido, no se detectaron
correlaciones significativas entre el grosor de cascaray la incidencia o severidad del DF alos
28d (p=10,40)nialos58d (p=0,26). Los diferentes tratamientos de fertilizacién no modificaron

las variables de calidad interna como los SST, laAT ni la relacion SST/AT (Tabla 6).

Tabla 5. Colorexterno (ICC) y firmeza (mm) de la variedad Salustiana en el momento de la

cosechay alos 58 d de almacenamiento refrigerado, segun tratamiento.

ICC Firmeza
Cosecha Cosecha 58 dias Cosecha 58 dias
CT 6,85+0,09b 9,20+£0,70ns 1,29+£0,02ns 2,53 +0,07 ab
50 % K 759+030ab 9,88+045 127 £0,05 272+0,17 ab
200 % K 740+ 047ab 9,72+0,48 127£0,02 299+0,17b
50 % Mg 758+0,17ab  9,73%0,25 1,16 £ 0,11  233+0,22a
200 % Mg 748+0,10ab 10,44 £0,40 1,17+£0,00 2,70+0,07 ab

50 % K+50 %Mg 802+044ab 1033016 1,18+0,06 2,80+ 0,08ab
200 % K+200 % Mg 856 +020a 10,34+044 136+0,05 281+0,09ab

Los datos corresponden a la media + EE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
dentro de cada momento de evaluacion (cosecha y 58 dias). ns: no significaivo. Comparaciéon de medias realizada
mediante el test de Tukey-Kramer (p < 0,05).
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Tabla 6. SST (° Brix), AT (%), SST/AT y grosor de céscara (mm) en el momento de la cosecha

de naranja Salustiana, segun tratamiento.

Tratamientos SST Acidez SST/Acidez Grosor de cascara
CT 10,09 £0,19ns 0,78 £0,03ns 13,00 £ 0,42 ns 6,27 0,10 ns
50 % K 9,93 £0,42 0,78 £0,01 12,78 £ 0,40 6,40 +0,29
200 % K 10,05 £ 0,14 0,78 £0,02 12,95 £ 0,41 6,77 £0,16
50 % Mg 10,54 £ 0,41 0,81 £0,02 13,10 £ 0,69 6,73 +0,30
200 % Mg 10,95 £ 0,45 0,71 £0,02 15,43 £ 1,03 7,31 £0,23
50 % K + 50 % Mg 10,51 £ 0,63 0,79 £0,02 13,32 £ 0,66 6,65 +0,30
200 % K + 200 % Mg 9,83 £0,21 0,78 £0,01 12,65 + 0,46 6,70 £0,30

Los datos corresponden a la media + EE. Letras diferentes indican diferencias significatvas enfre fratamientos.

ns: no significavo. Comparacién de medias realizada mediante el test de Tukey-Kramer (p < 0,05).

3.7.DISCUSION

La nutricién mineral es fundamental para el funcionamiento 6ptimo de las plantas, por su
involucramiento en procesos fisioldgicos y bioquimicos esenciales(19(29)69), Los cationes K, Mg
y Ca, particularmente, se destacan por su influencia en la productividad y calidad de la fruta
citrica?)49). En ese sentido, modificaciones en estos cationes se han asociado a diversos
desordenes fisiologicos en frutos, tales como el rajado ("), el creasing o el pitting(?). EI DF no es
la excepcidn, ya que su aparicion también se vincula con algunos cambios en la concentracion
de minerales enla cascara de frutos de pomelos(14X15), Sin embargo, no se conoce la influencia
de estos enla ocurrencia del desorden ni como varia esta posible respuesta entre especies y
variedades citricas. Por ese motivo, este trabajo apunta a comprender si existe efecto entre la
[K], [Mg]y [Ca] en el flavedo de frutos de naranja y la aparicion del DF durante la poscosecha.
Conese fin se aplicaron diferentes dosis de K'y Mg para generar variabilidad de concentracion

de estos cationes en planta, esperando generar modificaciones también en los frutos.

La [K], [Mg]y[Ca] enel flavedo del fruto en cosechafue afectada porla aplicaciénde diferentes
dosis de nutrientes. No se verificd una asociacion entre las dosis agregadas en cada
tratamiento conlos cambios de concentracionde dichos cationesenelflavedo. Contrariamente,
la incidenciay severidad de DF durante el almacenamiento de frutos fueron afectadas porel
agregado de diferentes cantidades de cationes. Asi, por ejemplo, un menor DF se asoci6 con
el fratamiento que recibid menor agregado individual de Mg (50 % Mg). Sin embargo, las

concentraciones de nutrientes en el flavedo no se asociaron con el DF alos 28, 42, 58 ni alos
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58+7 d de almacenamiento. Por ofro lado, si se evidenciaron relaciones entre los cationes
foliaresconel DF.A42 d,58 d y 58 + 7 d de almacenamiento se encontraronrelaciones inversas
entre la [K], [K]{Mg], [K]-[Ca], [K]«([Ca] + [Mg]) y ([K] + [Mg])-[Ca] con laincidenciay severidad
del DF. La falta de asociacion entre estas variables en etapas tempranas del aimacenamieni,
como a los 28 d, podria estar relacionada con el bajo nivel de DF registrado y la ausencia de

diferencias entre tratamientos en esta fecha de evaluacion.

Trabajos previos en pomelo mencionan determinadas situaciones en donde la disponibilidad
de nutrientes se asocia con menorincidencia de DF(14), debido, probablemente, a que el tejido
presentara mayor plasticidad en las membranas frente a condiciones de estré s como las bajes
temperaturas. En ese sentido, la adecuada disponibilidad de K, Mg y Ca permite adaptarse
ante condiciones de estrés(13)(16). Sin embargo, los resultados parecen manifestar que la
abundancia de Kenrelacional Mgy Ca se vincularia conel menordesarrollo de DF. Resultados
similares se han reportado en flavedo de pomelo Marsh almacenado a 4,5 °C, en donde
menores relaciones [K]{Ca] y [K]{Mg] se asociaron con tejido sintomatico('4). Esto remarca la
importancia no solo de las cantidades Optimas de cationes en planta y fruto, sino la relacién

entre la[K] sobre las [Ca] y [Mg].

La existencia de correlaciones entre el DF con la [K] y las relaciones [K]-[Mg], [K]-[Ca], [K]-([Ca]
+ [Mg])y ([K] + [Mg]-[Ca] en hoja, pero no en fruto, que se desprende de los resultados pone
de manifiesto que podrian existirdiferentes dindmicas de dichos nutrientes en distintos érganos
y tejidos(50)3"). El andlisis foliar es una herramienta muy utilizada en citricos como indicador del
estado nutricional. Aproximadamente entre los 6y 8 meses desde brotacion, los minerales en
las hojas mantienen suconcentracionestable, permitiendolatomade muestras y su correlacion
con la produccion(®2)3), Los andlisis mineralogicos en los frutos no se han usado con est
mismo fin; motivo de ello podria serla constante variacion de la concentracion de nutrientes en
el flavedo y fruto, con una sostenida reduccion en la [K], [Mg] y [Ca] conforme avanza la
maduracion(®3), Durante el crecimiento y desarrollo del fruto ocurren procesos de expansion
celular y ganancia de materia seca®), lo que induce cambios en las concentraciones de
nutrientes en las células del flavedo. Esta dilucion parece ser mas importante que la
disponibilidad variable de nutrientes entre tratamientos. Asi, por ejemplo, no se verificaron

diferencias en la [K] en flavedo entre los tratamientos contrastantes de 50 % y 200 % K, asi
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como tampoco en la [Mg] en los tratamientos 50 % y 200 % Mg. Sin embargo, es importanie
mencionar que las respuestas a estos cambios son lentos y dificilmente ocurren en el mismo
ciclo productivo®d. En definitiva, seria deseable lograr un trabajo mas detallado (etapas de
desarrollo del fruto) y extendido (mayor nimero de afios) para determinar un posible momento
Optimo de determinacion de nutrientes en la cascara del fruto, con el fin de aportar algun
indicador relacionado con la tolerancia al DF poscosecha. En la misma linea, a pesar de no ser
el 6rgano afectado porlas bajas temperaturas, los niveles de nutrientes en las hojas también
podrian constituir un posible indicador util de la tolerancia al DF si los resultados de futuras

investigaciones asilo confirman.

Los resultados obtenidos podrian analizarse considerando, entonces, las diferentes dinamicas
de los cationes enlos tejidos del fruto. Los procesos fisioldgicos y bioquimicos que ocurren en
un fruto determinan variaciones en las concentraciones de minerales durante el crecimiento y
desarrollo del érgano. Si bien son escasos los reportes, los cambios estacionales de los
minerales en un fruto entero pueden variar en comparacion con lo que ocurre en sus parkes por
separado: pulpa, albedoy flavedo. Durante la etapa | de crecimiento del fruto, la mayoria del
tejido se corresponde con la cascaray en ese momento la concentracion de la mayoria de los
minerales disminuye, para luego permanecer constante o disminuir levemente durante las
etapas Il y lll, excepto el cation Ca®). En la etapa Il, el proceso de expansion celular se ve
acompafiado de un aumento del K, que regula el potencial osmético®?). EI Mg, porsu parte,
permanece en alta concentracion en la etapa | y Il en la cascara, para luego disminuir (4,
Especificamente en el flavedo, se ha descrito que la [K], [Mg]y [Ca], en términos generales,

disminuye con lamadurez por el efecto de dilucién ya mencionado®3).

La informacién disponible sugiere que seria durante el crecimiento y maduracion del fruto
cuando el flavedo determina en gran medida su susceptibilidad/tolerancia a las bajas
temperaturas de poscosecha®®. En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo,
analizados bajo el contexto de la dinamica de los nutrientes en el flavedo(6163), sugieren que el
momento de lacosechano seria el mas adecuado paraestablecerlaconcentracionde cationes
como posible indicador de sensibilidad/tolerancia al DF. Sin embargo, los resultados obtenidos
parecen indicar la existencia de variacion en la incidencia del problema en funcién de cambios

enla nutricién cationica de las plantas.
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La adiciondiferencial de cationes realizada durante un afio de trabajo no generé modificaciones
envariables de calidad externa (colory firmeza) e interna (SST, AT y SST/AT). En ese sentido,
el Mg y el K, se han correlacionado de forma positiva con los &cidos organicos (20(36). Los
resultados indican que no se verifican cambios en la acidez porla adicién de diferentes dosis
de estos nutrientes. Tampoco parecerian variar durante este afio los azucares del fruto. Sin
embargo, elefecto de losminerales sobre estavariable ain no ha sido dilucidad a totaimente (38),
Asi, se refuerza la idea de que el cambio enla concentracidén de nutrientes por el agregado de
fertilizantes tenga mayorinfluencia en ensayos de largo plazo, motivo por el cual se necesitaria

un mayor nimero de afos para obtener efectos sobre estas variables.

Se verificd un mayor color anaranjado (ICC) en los tratamientos con mayor disponibilidad de K
y Mg enforma conjunta en comparaciénconel CT, similara lo reportado en naranja Maltaise (38),
Enlo que respecta alafirmeza de lafruta, esta varié enfuncién de los tratamientos, enlos que
200 % K presentd menorfirmeza en comparaciéncon 50 % Mg tras finalizar el almacenamiento
refrigerado. Sin embargo, en mandarina Fortune se han reportado resultados opuestos, en los
que altos niveles de K generan frutos mas firmes(16). Ademas, frutos fertilizados con dosis altas
de K desarrollan mayor grosor de cascara®® y eso podria determinar mayor firmeza. Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran que los cambios en la fertilizacién no modifican
el grosor de cascara en el momento de la cosecha ni tampoco se evidencia un vinculo entre
grosor de cascara y desarrollo de DF. Sin embargo una asociacion inversa ha sido reportada
en el tangor Ortanique ¥, porlo que podria existir una respuesta dependiente de la especie y
de la variedad. Nuestros resultados en naranja Salustiana no sustentan la relacion entre las

variables.

Se sugiere, porunlado, que la aparicion del DF estaria mayormente relacionado a cuestiones
bioquimicas del fruto(72) y, por otro, que el hallazgo de respuestas en variables como las de
calidad interna y externa podrian evidenciarse en ciclos subsiguientes, debido a que un afo de
trabajo no seria suficiente para concluir en un sistema donde interaccionan plantas perennes

enuna condicion de ambiente y suelo especificas.
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3.8. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la tolerancia al DF en poscosecha varia en respuestaala
fertilizacion con K y Mg, a través de las modificaciones de las [K], [Mg]y [Ca] en
planta y de las relaciones entre ellos. Sin embargo, esta asociacion entre el DF y
los niveles de nutrientes no fue verificada enel flavedo, tejido donde ocurre el dafio.
Los cambios en los niveles de DF se correlacionaron con variaciones en la
concentracion de cationes en hojas. la [K] foliar se relacioné inversamente con el
DF registrado en poscosecha, lo que pone de manifiesto el efecto de esios
nutrientes, en especial del K en vinculo con el Mg y Ca ([K]-[Mg], [K]-[Ca], [K]-([Cq]
+[Mg])y ([K] + [Mg])-[Ca]) sobre el DF. No obstante, resultaimportante conocer en
detalle la dindmica que presentan los cationes en el tejido en el cual se desarrolia
el DF (el flavedo del fruto). Para ello, seria valioso evaluar los cambios en ciclos
sucesivos y en ofras etapas de desarrollo del fruto, para encontrar si existe un

momento especifico en que sean potenciales indicadores de DF poscosecha.
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4. DISCUSION GENERAL

La produccidn de citricos en Uruguay tiene como objetivo principal la exportaciony, bajo este
escenario, el manejo pre y poscosecha resultan fundamentales para alcanzar un producio de
calidad en los mercados internacionales. La apertura y consolidacion de nuevos mercados
implica periodos de tiempo extendido de transporte, en los que la fruta debe viajar en
condiciones de muy bajas temperaturas. En el caso de EE. UU., el viaje oscilaentre 20 y 30
dias y para los mercados asiaticos ese tiempo se duplica. La sensibilidad de los citricos a las
bajas temperaturas marca un desafio, en el que la generacién de conocimiento y tecnologias
de manejo para minimizarlo son clave. Entendiendo al DF como un proceso multifactorial
influenciado por factores pre y poscosecha (Salvo et al., 2021, Zacarias et al., 2020, Lado et
al., 2019), esta investigacion enfoca el estudio en el periodo precosecha, abordando efectos

hormonales (ABA exdgeno) y nutricionales (fertilizacion con K'y Mg).

La aplicacion de ABA en precosecha disminuyd los sintomas de DF en naranja, reduciendo el
numero de frutos condario, asi como laproporciénde dafios moderadosy graves. Sinembargo,
el efecto depende del tiempo en el que el fruto esta expuesto a bajas temperaturas y de la
sensibilidad varietal. Las aplicaciones de ABA se traducen en un menor desarrollo de DF,
especialmente en situaciones con menor incidencia del problema, como en las primeras
semanas de conservacionen Salustiana o al final delalmacenamiento en W. Navel. Este efeco
no se observa cuando los niveles de DF son mas intensos. Estudios recientes demuestran que
no solo la aclimatacion puede inducir tolerancia a las bajas temperaturas, sino que también
podriafavorecerse bajo laexistenciade eventos de estrés breves y Unicos. Este efecto llamado
priming no modifica la sensibilidad al frio de forma permanente, sino que genera a nivel celular
‘memoria” por un tiempo determinando y variable (Baier et al., 2018). Los compuestos mas
importantes en este proceso son las ERO, enzimas antioxidantes, hormonas vegetales,
especialmente jasmonatos, salicilatos y ABA, asi como también otras moléculas de
sefializacién. La modificacion de la tolerancia puede asociarse a diferentes procesos de
sefializacidén que provocan una reorganizacion a nivel metabdlico, preparando los tejidos para

una futura situacion de estrés, como las bajas temperaturas (Baier et al., 2018).
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Las aplicaciones de ABA han sido vinculadas a la mitigaciéon del DF en numerosas especies
(Wang etal., 2020, Karimi et al., 2016, Li y Dami, 2016, Zhang y Dami, 2012). A pesarde su
efecto enla aparicién del DF, no se observaron cambios en la calidad externa o interna de los
frutos tratados. Si bien existen numerosos trabajos en diferentes especies que describen el
efecto del ABAen variables de calidad, no existe un consenso en relacién a la respuesta aesta
hormona (Kou et al., 2021, Gan et al., 2020, Rehman et al., 2018, Setha, 2012, Peppietal.,
2006). Por otro lado, la aplicacion de un inhibidor de la biosintesis de ABA (NDGA) no generd
resultados opuestos alos de ABA, nienla calidad del fruto ni enel desarrollo de DF. Las células
vegetales presentan diferentes fuentes de suministro de ABA, porlo que ante la inhibicion de
la enzima NCED debido ala adicién de NDGA podrian incrementarse el desdoblamiento y la
liberacién de ABA desde su forma conjugada (Jian y Hartung, 2008). Por otro lado, dado que
las aplicaciones se realizaron individualmente al fruto, no es posible descartar un posible
transporte de ABA desde ofros tejidos, como se ha descrito en citricos (Manzi et al., 2015).
Ademas, el efecto del ABA se sugiere dependiente del momento de aplicacion: en citricos su
cuantificacion durante la poscosecha no se relacion6 con el DF (Lafuente et al., 1997); sin
embargo, su uso durante la precosecha gener6 cambios en parametros de calidad del fruto
(Rehaman et al., 2018). El efecto de la aplicacion de ABA o NGDA puede sertemporal, como
fue descripto paratomate, en el que se observéd que el ABA actua temporalmente y reduce su

eficacia a medida que pasan los dias luego de aplicado (Zhang etal., 2009).

La importancia de un equilibrio mineral en los frutos podria ser un factor especialmente
relevante para la manifestaciéon de este desorden fisioldgico en frutos citricos (Nufiez et al.,
2015, Ezz y Awad, 2009, Slutzky etal., 1981). Como consecuencia del agregado de diferentes
dosis de los cationes Ky Mg de formaindividual y encombinacién, se modificdla concentracién
de estos tanto enla hoja como en el flavedo del fruto de las naranjas en estudio, aunque no se
observo una correlacion entre el desarrollo de DF durante el periodo de almacenamiento y la
concentracionde estos cationes enlacéscara delfruto. Por el contrario, se verificé la existencia
de una asociacion entre la concentracion de cationes en la hoja y el DF, especialmente hacia
elfinal del almacenamiento. Se hallaron relaciones inversas entre la [K], [K]-{Mg], [K]-[Ca], [K}
([Ca] + [Mg])y ([K] + [Mg])-[Ca] conel % DF y el IDF alos 42d, 58 d y 58 d de almacenamiento

62



mas 7 dias entemperatura ambiente. En todos los casos, la [K] siempre surge como numerador

enla relacion, indicando la relacidn directa e inversa entre este cationy el DF.

Se consideraque podriaexistiruna relacionde nutrientes en el tejido que favorece latolerancia
al frio, quizas vinculada con una mayor plasticidad de las membranas celulares, condicién méas
favorable en respuestaa las bajas temperaturas. EI K, Mg y Ca mejoran la respuestade la
cascara del fruto ante condiciones de estrés (Zorb et al., 2014, El-Hilali et al., 2004): el Ky el
Mg, debido a su intervencion en numerosas funciones primarias que contribuyen al
metabolismo y el Ca, otorgando firmeza a los tejidos por serparte de la estructura celular en
conjunto con CHO estructurales (Ferguson, 1984). Ademas, sinérgicamente, los cationes
promueven la homeostasis iénica frente a diferentes condiciones de estrés (Hasanuzzaman et
al., 2018). La existencia de correlaciones con los cationes de la hoja, pero no en el fruto,
evidencian laimportancia que podrian tener las dinamicas de los minerales en el flavedo. Cabe
mencionar que el analisis foliar, herramienta extensamente utilizada en citricos, constituye un
indicadorde productividad enespecies de este género (Sanz etal., 1987, Embletonetal., 1973).
Su uso, en un momento especifico del ciclo vegetal, se basa en que existe un conocimiento
previo de la estabilidad de concentraciones de minerales en ese tejido. En el caso del flavedo,
resultados recientes muestran que las concentraciones de K, Mg y Ca presentan tendencias
decrecientes durante el periodo de maduracidn en fruta citrica (Mansour, 2018). Sin embargo,
se desconoce cémo responde dicha variabilidad ante diferentes niveles de disponibilidad de
nutrientes, condicion que podria revelar cuan clave seria conocer los niveles en el moment de
la cosecha o en su defecto, en otros momentos del crecimiento y desarrollo del fruto. En
conjunto condichas variaciones, el proceso de dilucion que ocurre durante lafase de expansion
celular podria interferir en el hallazgo de correlaciones entre el desarrollo de DF y las [K], [Mg]
y [Ca] enel fruto (Mansour, 2018).

La calidad interna de lafruta (SST, AT y SST/AT) no fue modificada por la fertilizacion cationica
diferencial en este trabajo. Se ha visto que el Mg y K se correlacionan positivamente con la
acidezde lafruta (Alvaetal., 2006) y, enlo que refiere a los SST, aun no se conoce larespuesta
a la fertilizacion mineral (Mimoun et al., 2018, Ashraf et al., 2010, Ritenour et al., 2003). En la
firmezay colorexterno se registraronalgunos cambios; sinembargo, no se evidencian patrones

claros de respuesta en funcion de los nutrientes. El color se vio modificado en el momento de
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la cosecha unicamente entre el fratamiento de K 'y Mg en dosis elevadas (200 % + 200 %),
similar a lo reportado por Mimoun etal. (2018) en naranja Maltaise. La firmeza fue menor ante
el agregado individual de 200 % K. Finalmente, la relacion entre el grosor de cascaray el DF
no esta estableciday parece ser dependiente del genotipo (Habibi et al., 2020, Cronje et al.,
2017) y enel caso de Salustiana en las condiciones ensayadas parece no haber relacion ente

ambas variables.

5. CONCLUSIONES GENERALES

En sintesis, los resultados obtenidos en variedades de naranja de media estacion indican que
la aplicacion de ABA al fruto retrasa la aparicién y reduce la incidencia y severidad del DF
durante la poscosecha. Ademas, las aplicaciones precosecha de ABA no modifican la calidad
delafruta, niinterna (SST, ATy SST/AT) ni externa (firmeza o el colordelfruto), en las naranjas
Salustiana y W. Navel. Si bien el efecto en la minimizacion del DF decrece a lo largo del
almacenamiento, puede ser relevante para almacenamientos o transportes cercanos a los 30
dias. En resumen, este trabajo sugiere que el ABAaplicado en precosecha minimiza el DF en
poscosecha, porlo cual su aplicacién podria ser interesante para red ucir el problema a nivel
comercial. Sin embargo, es deseable avanzar en optimizar el momento exacto de aplicacion
para lograr mayor eficiencia del ABA, asi como ajustar y la frecuencia de aplicacion de la

hormonay establecerlos efectos que pudiera presentar el ABA aplicado en planta entera.

La modificacion de la fertilizacion al suelo pareceria afectar el desarrollo de DF en naranjas, lo
que confirma que el desarrollo de DF es afectado por la nutricién mineral. En el caso de los
cationes, se sugiere que la tolerancia al DF en poscosecha varia en respuesta a la fertilizacion
diferencial con K'y Mg. Sin embargo, lafalta de asociacion entre el DF y la concentracién de
dichos cationes en flavedo imposibilita la construccién de un indicador predictivo del DF,
requiriéndose un mayor nimero de afios de estudio. El hallazgo de correlaciones con los
cationes foliares, en especifico, el vinculo del K con el Mg y Ca, pone de manifiesto la
importancia de este indicador (estado nutricional de la hoja) y sustenta la nece sidad de conocer
la dinamica de estos cationes en el flavedo, con el fin de determinar el momento clave para su

determinacion.

64



El abordaje desde el campo de un desorden fisioldgico que se manifiesta en la poscosecha
resulta clave para consolidar herramientas de manejo que minimicen el DF en los citricos. El
enfoque individual de cada trabajo (hormonal y nutricional) busca entender un desorden
fisiologico multifactorial como es el DF. Actualmente no existenmanejos encampo paraabordar
este problema en los citricos, por lo que, desde el punto de vista comercial, la aplicacion
hormonal en precosecha y/o el manejo nutricional que aporten a reducir el DF podrian
convertirse en herramientas facilmente incorporadas por el sector productivo. Continuar con
trabajos futuros evaluando estas estrategias de forma combinada resulta promisorio para

encontrar posibles efectos sinérgicos entre los dos enfoques.
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