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Introduccién

Origen del cultivo del tomate

El origen del tomate se localiza en la regién andina que se extiende desde el Sur
de Colombia al Norte de Chile y desde la costa del Pacifico (incluidas las islas
Galapagos) a las estribaciones orientales de los Andes, comprendiendo los paises de
Colombia, Ecuador, Per(, Bolivia y Chile (Esquinas-Alcdzar y Nuez, 1995). Sin
embargo, parece que fue en México donde se origind el cultivo del tomate, muy
probablemente a partir de L. esculentum var. cerasiforme, Unico Lycopersicon silvestre
que crece como mala hierba y que se encuentra fuera del area de distribucion del

género.

A la llegada de los espafioles a América, el tomate estaba integrado en la cultura
azteca y en la de otros pueblos del area mesoamericana, existiendo diversidad de
tamanos, formas y colores del fruto por lo que se considera que se habia formado un
centro de diversificacion secundario de la especie. El vocablo tomate no se introdujo en
la lengua castellana hasta 1532, procedente del nahuatl tomatl, aplicado genéricamente
para plantas con frutos globosos o bayas, con muchas semillas y pulpa acuosa. Para
precisar la especie se empleaba un prefijo calificativo, asi para S. lycopersicum se usaba
xitomatl (jiltomate) mientras que la especie mas apreciada y empleada por los aztecas,
Physalis philadelphica Lam., se denominaba miltomatl, tomate de milpa o simplemente

tomate.

Cuando el tomate fue introducido en el Viejo Continente tuvo una aceptacion
muy desigual. Asi, en Espafa, Portugal e Italia pasé rapidamente a formar parte de la
gastronomia popular. En el resto de Europa fue usado s6lo como planta ornamental, por
sus flores amarillas y sus bayas rojas o amarillas. Esta reticencia a su consumo se debio
fundamentalmente a que la mayoria de las Solanaceae europeas son ricas en alcaloides
toxicos, cuando no mortales. Esta situacién se mantuvo en algunos paises como
Alemania hasta principios del siglo XIX mientras que Espafia y Portugal lo difundieron

por todo el mundo a través de sus rutas comerciales y colonias de ultramar.
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Descripcion botanica de la especie

El tomate cultivado, Solanum lycopersicum L., es una planta autbgama, muy
ramificada, rastrera y perenne, aunque se cultiva como anual. La raiz es pivotante pero
tiende a ser fasciculada cuando la planta proviene de transplante. Todas las partes
vegetativas aéreas, junto con los peddnculos, pedicelos y célices florales son
densamente pubescentes y glandulares, lo que da a la planta su olor caracteristico. Los
tallos son gruesos y angulosos, de color verde, con nodos compuestos de dos 0, mas
comunmente, tres hojas y una inflorescencia. En la axila de cada hoja aparece un tallo
secundario. Segun el tipo de crecimiento, las plantas pueden ser determinadas o
indeterminadas. En las plantas de h&bito de crecimiento indeterminado, carécter
silvestre de la especie, hay un crecimiento nodal continuo a partir de que aparece la
primera inflorescencia, entre la séptima y décima hoja verdadera. Las plantas
determinadas se caracterizan porque la primera inflorescencia aparece relativamente
pronto, hay tendencia a que existan no mas de dos hojas nodales entre racimos y el tallo
principal termina en una inflorescencia. Las hojas son anchas, planas y pinnatisectas,
con 7-11 foliolos. Las inflorescencias, de tipo racimo o cima, tienen un ndmero de
flores variable, generalmente de 7 a 12. Ademas, las inflorescencias pueden estar
divididas o ser indivisas. Las flores son hermafroditas, perfectas, hipoginas y regulares.
Los pedicelos poseen articulacion funcional que actia como zona de abscisién. El céliz
tiene cinco 6 mas sépalos lanceolados y fusionados en la base. La corola esta formada
por cinco o mas pétalos de color amarillo, lanceolados y fusionados en la base. Los
sépalos son mas pequefios que los pétalos aungue, al ser el caliz acrescente, alcanzan un
mayor tamafio con el desarrollo del fruto. Los estambres, cinco o rara vez seis, estan
fusionados a la corola por sus filamentos. Poseen anteras largas de color amarillo,
conniventes, que forman un tubo en forma de botella en cuyo interior queda encerrado
el estilo. Cada antera posee una extension apical generalmente también fusionadas entre
ellas. El pistilo estd formado por un ovario compuesto. El fruto es una baya,
generalmente de color rojo, bi- o multiloculada, con una gruesa placenta en la que se
encuentran numerosas semillas recubiertas de una sustancia mucilaginosa. Estan

descritas una gran diversidad de formas y tamarfios de frutos (Dominguez, 2000).
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Introduccién

Taxonomia del tomate.

La primera descripcion botanica del tomate la realiz6 Pier Andrea Mattioli, del
jardin boténico de Padua (ltalia), quien publico su herbario en 1554. Desde entonces
aparece descrito en numerosos herbarios como el de Matthias de L Obel en 1581, el de

Gerard en Inglaterra en 1597 o el de Salmon en Estados Unidos, ya en 1710.

El tomate pertenece a un género Solanum L., el cual, en cuanto a nimero de
especies, es relativamente importante dentro de la familia en la que se encuadra, las
Solanaceae. Esta familia se divide, atendiendo a caracteristicas morfoldgicas del
embrion, en dos subfamilias: la Cestroidae y la Solanoidae. El caracter mas importante
de la subfamilia Solanoidae, es que todos sus miembros poseen una gran uniformidad
en el nimero cromosomico (2n=24). Dentro de la subfamilia Solanoidae se agrupan dos
géneros que se diferencian entre si por la presencia de expansiones apicales estériles en
las anteras en Lycopersicon, que estan ausentes en Solanum (Taylor, 1986). Otra
caracteristica diferenciadora es el mecanismo de dehiscencia anteridial, presentando
Lycopersicon dehiscencia tipo longitudinal mientras que en Solanum la apertura de las
anteras es mediante poros apicales (Rick, 1979). No obstante, estudios posteriores han
determinado que la dehiscencia en Lycopersicon comienza por poros apicales que
derivan rapidamente en surcos longitudinales (Bonner y Dickinson, 1989).

La taxonomia generalmente aceptada es: Clase Dicotyledoneas, Orden Solanales
(Personateae), Familia Solanaceae y Subfamilia Solanoideae. La situacion taxonémica
del tomate entre las Solanéceas ha resultado siempre clara, no asi su ubicacion genérica.
Asi, Caspar Bauhin (1623) en su Pinax reconoce la existencia de un grupo de plantas
que incluyen los actuales generos Solanum, Atropa L., Physalis L. y otros. En 1700,
Tournefort establece siete generos colocando los de fruto blando en un grupo
diferenciado. Este autor reconoci6 Lycopersicon como distinto de Solanum. Linneo, en
contra de la préactica comin en su época y apoyandose en el Pinax, incluyo
Lycopersicon dentro del género Solanum, denominando al tomate Solanum
lycopersicum. Durante mucho tiempo se ha aceptado Lycopersicon, tal y como lo

definié Miller en 1754, reconociéndose un total de nueve especies.
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Recientemente, ha sido propuesto un cambio en la nomenclatura del género

Lycopersicon por la cual Lycopersicon esculentum Mill. pasa a denominarse Solanum

lycopersium L., (Peralta y col., 2005), tal y como se muestra en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1: Lista de especies de Solanum seccion Lycopersicon, con los equivalentes en el
género previamente reconocido Lycopersicon, que ahora forma parte del género

monofilético Solanum.

Nombre en Solanum

Equivalente Lycopersicon

Distribucion; habitat

S. arcanum Peralta

S. cheesmaniae (L. Riley) Fosberg

S. chilense (Dunal) Reiche

S. chmielewskii (C.M. Rick, Kesicki,
Fobes & M. Holle) D.M. Spooner, G.J.
Anderson & R.K. Jansen

S. corneliomuelleri J.F. Macbr.

S. galapagense S. Darwin & Peralta

S. habrochaites S. Knapp & D.M
Spooner

S. huaylasense Peralta

S. lycopersicum L.

S. neorickii (C.M. Rick, Kesicki, Fobes
& M. Holle) D.M. Spooner, G.J.
Anderson & R.K. Jansen

S. pennellii Correll

S. pimpinellifolium L.

Part of L. peruvianum (L.) Miller

L. cheesmaniae L. Riley (incorrectly
published as cheesmanii)

L. chilense Dunal

L. chmeilewskii C.M. Rick, Kesicki,
Fobes & M. Holle

Part of L. peruvianum (L.) Miller; also
known as L. glandulosum C.F. Mull.

Part of L. cheesmaniae L. Riley
(previously known as forma or var.
minor)

L. hirsutum Dunal

Part of L. peruvianum (L.) Miller

L. esculentum Miller

L. parviflorum C.M. Rick, Kesicki,
Fobes & M. Holle

L. pennellii (Correll) D’'Arcy

L. pimpinellifolium (L.) Miller

N Per, costa y valles interiores de
los Andes; lomas, valles secos y
pendientes de roca secos; 100 a
2800 m.

Endémica de las Islas Galapagos,
Ecuador; gran variedad de habitats;
desde nivel del mar hasta los 500 m.

S Pert (Tacna) hasta N Chile
(Regién II); en planicies rocosas muy
aridas y costas desérticas; desde
nivel del mar hasta los 3250 m.

S Pera (Apurimac) hasta N Bolivia
(La Paz); valles andinos elevados y
secos; 1600-3200 m.

Centro hasta S. Per(, pendientes de
poniente en los Andes; desfiladeros y
pendientes rocosas; (40)200-3300m.

Endémica de las Islas Galapagos;
mayoria en costas de lava volcanica
hasta un metro del nivel de marea
alta en zona de salpicaduras
marinas, pero también
ocasionalmente tierra adentro.; nivel
del mar hasta 50 m.

Ecuador central hasta Peru central,
pendientes de poniente en los Andes;
en una variedad de bosques desde
pre-montafia hastas bosques secos;
(40)200-3300 m.

N Per( (Ancash); pendientes rocosas
del Callejon de Huaylas a lo largo del
Rio Santa y en la desembocadura
adyacente del Rio Fortaleza;
(940)1700-3000 m.

Conocido tan solo como cultivo o
asilvestrado; global en gran variedad
de habitats, muchos de los esmany
asilvestrado presentan frutos
pequefios (“cerasiforme™); nivel del
mar hasta 4000 m.

S Ecuador (Azuay) hasta S Per
(Apurimac); valles secos interiores de
los Andes, en ocasiones en
pedregales y cunetas; (920)1950—
2600 m.

N Peru (Piura) hasta N Chile
(Tarapaca); zones arenosas y
rocosas secas de las colinas; nivel
del mar hasta 2300 m.

Ecuador central hasta Chile central;
costas secas; 0-500 m,
ocasionalmente hasta los 1400 m.
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Introduccién

Importancia economica del fruto

En la actualidad el tomate es un producto basico de la horticultura espafiola y
tiene gran importancia a escala mundial. En 2005 se cultivaron 4550 miles de hectareas
en todo el mundo, con una produccion total de 125015 miles de toneladas (FAO, 2006).
Los principales paises productores de tomate fueron China y Estados Unidos de
América, ocupando Espafia el séptimo lugar a escala mundial y el segundo tras Italia en
el dmbito europeo. Espafia se sitla en tercer lugar segun el rendimiento de su
produccion tras Israel y Estados Unidos y se mantiene como el principal pais
exportador, dedicando una superficie de cultivo de 70.400 hectareas y obteniendo una
produccion total de 4473 miles de toneladas. El principal destino del producto
exportado es el resto de paises europeos, tanto como producto de consumo en fresco

como tomate procesado.

Actualmente se cultivan varios cientos de cultivares e hibridos de tomate que se
han ido desarrollando como respuesta a la diversidad de la demanda que presenta el
mercado (Leonardi y col., 1996). Asi, los cultivares de tomate para consumo en fresco
que se cultivan actualmente, presentan grandes diferencias de tamarfio (desde unos pocos
hasta cientos de gramos), forma (achatado, redondeado, alargado, en forma de pera) y
color (desde el amarillo hasta el rojo oscuro). EI mercado europeo de productos frescos
incrementa constantemente sus demandas de productos facilmente distinguibles por
criterios que reflejen calidad. Entre las mdltiples variedades y cultivares de tomate que
se comercializan, los tomates tipo cereza (o tipo cherry) son claramente diferenciados
por su tamafio de otros tipos de tomate y los consumidores han asociado esta
caracteristica con su excelente textura, apariencia y caracteristicas organolépticas
(Berenguer y col., 2002). El rapido incremento en la demanda de tomate cereza desde
los mercados europeos ha provocado un gran incremento en la superficie dedicada a su
produccion, alcanzando las 720 ha con una produccion de 47232 t de tomates.
Alrededor del 90% de esta produccion (42614 t) fue exportada principalmente a paises
del centro y oeste de Europa, siendo el Reino Unido el destino de méas de la mitad del
total exportado (25143 t). EI Reino Unido es a su vez el mercado mas exigente con la
calidad del producto y el que mantiene los precios méas estables durante todo el afio
(SOIVRE, 2002).
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Introduccién

Al ser el tomate tipo cereza demandado e identificado como un producto de gran
calidad, son aquellas fisiopatias que afectan a su calidad las que representan un mayor
problema para su produccion y exportacion. Especialmente importante es el agrietado
del fruto (Maroto y col., 1995b), fisiopatia que afecta tanto a la produccién como a la
calidad de los frutos recolectados, en los cuales pueden aparecer grietas dias después de
ser recogidos. Esto provoca una pérdida en el valor comercial del fruto y un deterioro en

la imagen de este producto en los mercados internacionales.

Agrietado del fruto

Agrietado es un término general aplicado a ciertos desordenes fisicos de los
frutos que se manifiestan como fracturas que afectan a la piel o a la cuticula del fruto.
Este tipo de fisiopatia afecta, a nivel mundial, a frutos de numerosas especies de interés
agronémico como manzanas (Opara y col., 1997), cerezas (Andersen y Richardson,
1982), pimientos (Aloni y col., 1998), aceitunas (Georget y col., 2001), litchis (Huang y
col., 1999), uvas (Considine y Kriedmann, 1972), peras (Agrios, 1967), kakis (Yamada
y col., 2002), melocotones (Williams y col., 1992), limones (Josan y col., 1995),
mandarinas y naranjas (Garcia-Luis y col., 1994), mangos (Bally, 1999), jojoba (Li y
Gao, 1990) y tomates (Young, 1947; Frazier y Bowers, 1947), provocando mermas muy
importantes en la produccion y en la calidad comercial de los mismos. En la Fig. 1.1
puede observarse un fruto de tomate que presenta agrietado radial después de ser

recolectado.

Figura 1.1: Imagen de un fruto de tomate tipo cereza del cultivar susceptible al agrietado Gardeners
Delight que presentan agrietado radial.
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e Importancia econdémica del agrietado del tomate

No hay datos publicados de la repercusion de los frutos agrietados en la
produccion final de tomate en general y de tomate cereza en particular. Se ha hecho un
intento serio por conseguir dichos datos de primera mano contactando directamente con
algunas empresas del sector pero muchas de ellas se niegan a dar cifras (Ariza, 2005).
El tomate tipo cereza cobro la importancia comercial actual gracias, en gran parte, al
cultivar Josefina que presentaba porcentajes de agrietado en torno al 10%.
Posteriormente han aparecido nuevos cultivares con menor incidencia de agrietado,

entreel 1y el 4 %.

No obstante, el fruto del tomate cereza se agrieta en la planta, en el transporte
del fruto desde el invernadero al almacén y, posteriormente, ya embalado, cuando se
transporta desde el almacén al mercado de destino. Son muy pocos los frutos que se
agrietan desde el almacén al punto de venta, alrededor de un 0,2 %, pero tienen un gran
efecto multiplicador porque con un fruto que se agriete hay que desechar el envase en el
gue va, normalmente tarrinas de 250 a 500 g que contienen alrededor de 13-15y 26-30
frutos respectivamente, con lo que del 2,8 al 5,6 % de los frutos embalados ya se
desechan, elevando el porcentaje total de frutos agrietados entre el 6 y el 10 % de la
cosecha. A esa merma importante de la cosecha hay que afiadir que los envases puestos
a la venta con algun fruto agrietado tienen un efecto muy pernicioso en el consumidor,
que presencia tarrinas con frutos agrietados y, ademas de no comprarlas, percibe una

falta de calidad en la marca comercializadora.

e Tipos de agrietado

Se han descrito numerosos tipos de agrietado del fruto atendiendo a la forma,
tamanfo o localizacion de la fractura, pero se considera que existen tres tipos principales:
dos que hacen referencia a la forma en que se extienden las grietas en el fruto, agrietado
radial y concéntrico, y un tercero que incide en el lugar donde se produce la grieta, el

agrietado cuticular.

El agrietado radial hace referencia a la formacion de una a pocas fracturas que se
extienden a lo largo del eje longitudinal del fruto comenzando, en la mayoria de los
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casos, en la zona de insercion del pedicelo. Estas fracturas profundizan a las capas
subepidérmicas y pueden llegar a abarcar la longitud total del fruto (Frazier y Bowers,
1947). Como agrietado concéntrico se identifica aquel en el que las fracturas son
paralelas al ecuador del fruto. Suelen localizarse en la zona de insercion del pedicelo y
su tamafo es variable, no estando clara en algunos casos la distincion con el agrietado
cuticular si la severidad de las fracturas es pequefia. Esto lleva a que algunos autores
incluyan bajo esta denominacion todo agrietado que no sea radial, aunque la direccion
de la fractura no sea totalmente paralela (Frazier y Bowers, 1947). El agrietado cuticular
consiste en la aparicion de numerosas grietas de pequefio tamafio (1-2 mm
aproximadamente) que se restringen a la piel y que pueden llegar a suberificar (Young,
1947). Este tipo de agrietado aparece descrito bajo diversos términos en la literatura
cientifica. Asi, “cuticle cracking”, “rain check™, *“russeting”, ‘“crazing”, ““small
cracking”, “*shrink cracking™, “hair cracking y “cuticle blotch™ hacen referencia a un
mismo fendmeno (Emmons y Scott, 1996). El agrietado radial seria mas frecuente que
el concéntrico y ambos aparecerian en mayor grado en las primeras semanas de

recoleccion disminuyendo al avanzar ésta.

e Evaluacion del agrietado

Un problema inherente al estudio del agrietado es el caracter aleatorio de su
aparicion probablemente causado por el elevado nimero de factores que parecen influir
en ella. Existen diversos métodos que han intentado provocar artificialmente el
agrietado de los frutos y discernir asi qué frutos eran propensos a desarrollar fracturas y
cuales no, permitiendo evaluar cultivares o frutos desarrollados en distintas condiciones
ambientales. EI mas empleado es la inmersion de los frutos en agua durante un tiempo
controlado. Originalmente se sometian los frutos a un vacio hasta que dejaban de salir
burbujas por la cicatriz pedicular para después reducir el vacio a presion normal y dejar
los frutos durante tres horas a 20°C. El método clasificaba mejor los frutos con poca
tendencia a agrietarse que los que tenian alta tendencia y demostr6 que servia tanto para
el agrietado tipo radial como para el tipo concéntrico (Thompson, 1965; Armstrong y
Thompson, 1969). Este método ha sufrido numerosas variaciones pero se ha mostrado
como una herramienta valida para estimar la potencial susceptibilidad al agrietado de
frutos tipo cereza que, debido a su menor tamafio, permiten la evaluacion de un gran
numero de frutos en cada ensayo. Otros autores lo han empleado para evaluar

diferencias en la tasa de agrietado inducido en funcion del tipo de solucion que emplean
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para la inmersion, encontrando diferencias entre soluciones con diversas combinaciones

de quelantes, iones de calcio o distinto pH (Lichter y col., 2002).

No obstante, aunque la metodologia del agrietado artificial parece probada, es
necesario relacionar el agrietado en las condiciones experimentales estudiadas del

cultivo y el agrietado inducido en el cultivar o cultivares con los que se trabaje.

e Factores que influyen en el agrietado

Como principales factores inductores del agrietado del tomate, para cualquier
tipo de agrietado, suelen citarse la irregularidad en el suministro hidrico, sobre todo
cuando las plantas pasan de estar en un sustrato muy seco a un sustrato muy himedo, la
temperatura y la radiacion luminosa elevadas, las humedades relativas altas, las
oscilaciones térmicas pronunciadas entre el dia y la noche, y la susceptibilidad varietal
(Peet, 1992). Aunque estas generalidades han sido ampliamente comprobadas en frutos
de tamafio normal (Cortés y col., 1983), existen trabajos que proponen que se podrian
extender a tomates tipo cereza (Maroto y col., 1995b), si bien en este tipo de tomate
debido a su caracter de ser producto demandado por su calidad, el perjuicio econémico
seria mayor. Finalmente, el agrietado se produce en pericarpo del fruto por lo que,
obviamente, debe estudiarse en profundidad junto con los factores ambientales.

Efecto del genotipo

Se ha demostrado que la susceptibilidad al agrietado del fruto de tomate se debe
tanto a causas genéticas (Cuartero y col., 1981) como a factores ambientales (Young,
1947; Emmons y Scott, 1997) y que cultivares con diferente susceptibilidad al agrietado
muestran diferencias en cuanto a la interaccion con las condiciones climaticas
(Armstrong y Thompson, 1967). Distintos autores consideran que la resistencia al
agrietado es un caracter cuantitativo controlado por algunos (caracter oligogénico) a
muchos factores genéticos aditivos (caracter poligénico). La aditividad es el parametro
mas importante, pero también se observa dominancia al presentar las generaciones
segregantes cierto desplazamiento hacia el parental resistente; la expresion de la
dominancia depende de las condiciones ambientales y podria llegar a explicar alrededor
de un 45% de la variacion en susceptibilidad de las progenies en cruces F1, F2 y
retrocruces (Armstrong y Thompson, 1967; Hernandez y Nassar, 1970). Reynard (1951)
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propone que la resistencia al agrietado radial es recesiva, pues la F1 era susceptible a
este tipo de agrietado. En sus trabajos no observo agrietado concéntrico, sin embargo
otros autores establecen una relacion entre el agrietado radial y el concéntrico (Cortés y
col., 1983). Ambos tipos de agrietado estarian controlados por dos sistemas genéticos

parcialmente diferentes que se mantendrian durante todo el cultivo.

El caracter recesivo de la resistencia al agrietado radial es la principal diferencia
en cuanto a la heredabilidad respecto al agrietado cuticular, donde la resistencia seria
dominante; en ambos tipos de agrietado, los factores genéticos aditivos serian mas
importantes, al tiempo que los efectos ambientales influirian sobre la manifestacion del

caracter (Emmons y Scott, 1998b).

La variable “cultivar” debe por tanto tenerse en cuenta cuando se intenta
profundizar en el fendmeno del agrietado. En la presente Memoria no se analiza la
genética del agrietado, pero si es necesario caracterizar adecuadamente los cultivares

sobre los que se experimentaran distintas variables.

Efecto del ambiente

En numerosos trabajos, la lluvia y las altas temperaturas han sido asociadas con
la aparicion de agrietado en los frutos de tomate (Young, 1947; Reynard, 1951,
Emmons y Scott, 1997) asi como en otras especies como manzanas (Opara y col., 1997)
y cerezas (Andersen y Richarson, 1982). En general, los distintos autores coinciden en
que la aparicion de agrietado es mas frecuente si a un periodo de cultivo en condiciones
normales o secas le sigue un aporte extraordinario de agua en forma de lluvia, pero
aparecen contradicciones en cuanto a qué es mas importante, si el nimero de eventos de
lluvia o la cantidad total de lluvia caida. En condiciones normales o secas, los frutos
cargados con una elevada concentracion de solutos serian sumideros para el agua
tomada por las raices, con lo que incrementarian de forma rapida su volumen y presion,
causando su agrietado (Frazier y Bowers, 1947). En los cultivos protegidos, como el
cultivo de tomate en invernadero, seria un régimen de riegos irregular o un riego
copioso después de un periodo seco lo que favoreceria el que los frutos se agrietasen
(Maroto y col., 1995b).

11
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Por el contrario, otros autores indican que el agua que causa el incremento en
volumen del fruto no seria tomada por las raices, sino adsorbida en la piel del fruto e
impulsada a su interior por la concentracion de osmolitos; ello llevaria a una expansion
de las células del pericarpo subyacentes causando una extension de la piel superior a su
limite de extension maxima (Andersen y Richarson, 1982; Ohta y col., 1997; Aloni y
col., 1998).

Existe también un elevado numero de trabajos que describen que unas
condiciones de elevada humedad ambiental, como la que se alcanza en los invernaderos
durante la noche o durante todo el dia en periodos de lluvias o nieblas, podria asociarse
con el incremento en la incidencia de agrietado en frutos de tomate. Estos autores
proponen que en esta situacién de alta humedad relativa la transpiracion foliar se
reduciria y el flujo de agua y solutos se dirigiria hacia los frutos, aumentando su presion
interna y comprometiendo de este modo la integridad de la piel (Aloniy col., 1998; Liy
col., 2002). Esta hipotesis explicaria el hecho de que un alto porcentaje del agrietado se
produzca en las primeras horas de la mafiana, cuando el estado de hidratacion de la
planta es Optimo, de igual forma que la reduccion del nimero de frutos agrietados
observada cuando se disminuye la humedad relativa nocturna mediante ventilacion o se
aumenta la transpiracion foliar (Ohta y col., 1991). Sin embargo, sus conclusiones
podrian verse alteradas si se tiene presente que la alta humedad relativa puede provocar
una condensacion de agua en la superficie del fruto y que pudiera ser esta agua
depositada en contacto con la superficie del fruto la que tuviese relacion con el

agrietado (Maroto y col., 1995a).

En cualquier caso parece evidente que el balance hidrico de la planta y de los
tejidos internos del fruto es determinante para que un fruto sea propenso a agrietarse y,
por tanto, aquellas practicas culturales que afecten este estado hidrico podrian influir en
la mayor o menor incidencia de agrietado. Ehret y col. (1993) y Aalbersberg y Stolk
(1994) han correlacionado la poda de frutos, especialmente hacia el final del periodo de
produccion, y el despunte del tallo principal con mayores tasas de agrietado; también
determinaron que otras practicas, como el deshojado, no tuvieron efectos significativos
sobre la incidencia del agrietado. Estos resultados en ocasiones son contradictorios,
pudiendo depender del cultivar empleado. Si bien otros autores no pudieron encontrar

diferencias significativas en la incidencia de agrietado mediante la poda de frutos, si

12



MENU SALIR

Introduccién

coinciden en relacionarlo con la habilidad de la planta para redirigir los flujos de agua y
solutos hacia los restantes frutos (Emmons y Scott, 1996). Estos frutos podrian
experimentar un incremento en su tasa de crecimiento al disponer de una mayor
cantidad de agua, lo que se ha relacionado con un incremento en el agrietado
especialmente al final del desarrollo (Bakker, 1988; Peet y Willits, 1995). Este
incremento de la tasa de crecimiento, ademas de por una mayor toma de agua, también

podria estar causado por un mayor aporte de nutrientes (Ohta y col., 1993).

Son escasos los trabajos que determinan la relacion entre el exceso de abonado y
un incremento en la susceptibilidad al agrietado. Sin embargo, estos trabajos coinciden
con numerosas observaciones hechas por agricultores y técnicos agricolas (Ehret y col.,
1993; Ohta y col., 1993, 1994; Flowers y col., 2003). El efecto de un elevado aporte de
nutrientes podria estar relacionado con un incremento en la tasa de crecimiento de los
frutos (Bakker, 1988) y con el desarrollo de frutos que presentaron menor firmeza de la
pulpa y, en menor medida, de la piel, si bien parece ser menos significativo en
variedades muy susceptibles al agrietado. Esta caracteristica se correlaciona con un
potencial hidrico mayor, de forma que la absorcion de una pequefia cantidad de agua
llevaria al fruto a agrietarse. Recomiendan, por tanto, reducir la irrigacion en el
invernadero cuando aparezca un evento de agrietado importante (Peet y Willits, 1995;
Guichard y col., 2001; Li y col., 2001).

Otra caracteristica de la solucién de riego, como es la presencia de determinados
tipos de sales, aparece muy relacionada con la aparicién de agrietado en los frutos
(Flores y col., 2003). Asi, segun Ehret y Helmer (1995) y Chretien y col. (2000), una
elevada conductividad eléctrica en la solucion de riego ayuda a incrementar la calidad
de los frutos de tomate reduciendo la incidencia de agrietado. Dado que en este trabajo
se estudia el efecto de soluciones salinas o con alta conductividad eléctrica en la
incidencia de agrietado de los cultivares caracterizados, se describe més adelante en qué
modo puede afectar la salinidad al desarrollo de la planta y del fruto.

No solo el empleo de NaCl en la solucion de riego tiene un efecto de
disminucion en el agrietado del fruto de tomate. La adicion de un suplemento de calcio
(Ca) podria prevenir el agrietado radial del fruto de tomate (Simon, 1978) o reducir el

agrietado cuticular (Dorais y col., 2001; Ehret y Ho, 1986). Se conoce su papel
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importante en la disminucion del agrietado cuando se emplea pulverizado como aerosol
directamente sobre los frutos de diversas especies como cereza y manzana (Yamamoto
y col., 1992; Brown y col., 1995, 1996). De igual modo se ha constatado la reduccién
del nimero de frutos agrietados mediante inmersion si en la solucion se afiaden sales de
calcio. El efecto contrario, incrementar el agrietado, se obtuvo si se empleaban agentes
quelantes de calcio en las soluciones de inmersion para frutos de tomate (Lichter y col.,
2002) y de cereza (Glenn y col., 1989). La mayoria de autores coinciden en sefialar
como posible papel del calcio en el agrietado un incremento en la estabilidad de las
paredes celulares en el pericarpo mediante la estabilizacion de las pectinas, aunque no
esta claro si el calcio aplicado como aerosol o desde la solucion de inmersion penetraria
hasta las paredes celulares con suficiente eficiencia o si, por el contrario, actuaria como
osmolito en la superficie del fruto disminuyendo la diferencia de potencial entre en agua
de la superficie del fruto y el interior celular, reduciendo la difusién de ésta al interior.
Parece apoyar la primera hipotesis el hecho de que se hayan descrito diferencias en
cuanto al contenido en calcio y pectinas totales en las paredes celulares del pericarpo de
variedades con diferente grado de susceptibilidad al agrietado en frutos de litchi (Hasan
y Chattopadhyay, 1996) y cereza (Lane y col., 2000). Por otro lado, la aplicacién foliar
0 en el sustrato de boro (B) reduce el agrietado radial y concéntrico del fruto de tomate
(Davis y col., 2003). La combinacion de Calcio y Boro aplicada como spray foliar
reduce la incidencia (20%) y severidad (50%) del agrietado de la cuticula del fruto de
tomate (Dorais y col., 2001). El boro parece jugar un papel en la prevencion del
agrietado cherry a través de su influencia en la elasticidad de la pared celular de la piel
del fruto (Powers y Bollen, 1947). El calcio aplicado a la superficie del fruto puede
penetrar solo cuando la humedad esta presente la superficie del fruto (Huang y col.,
2004). La nutricion de calcio ha sido asociada en algunos casos con una reduccion en la
formacion de macrogrietas en el fruto de tomate, pero no es siempre efectiva (Dickinson
y MaCollum, 1964).

Desde los primeros trabajos sobre agrietado se habia descrito la coincidencia de
elevadas tasas de agrietado con altas temperaturas (Young, 1947), observacion repetidas
veces apuntada por diversos autores pero que no cuenta con una explicacion consistente
de la influencia de las altas temperaturas. Algunos autores han sugerido la posibilidad
de que actue sobre el proceso de senescencia de los frutos, acelerando la degradacion de

las paredes celulares, dado que observaron que la temperatura tenia un mayor efecto
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sobre los frutos mas maduros (Frazier y Bowers, 1947). Otros, sin embargo, la asocian a
la exposicion de los frutos a la luz directa del sol y a incrementos de irradiancia, que
influirian sobre el contenido en solutos del fruto y, por tanto, sobre la capacidad de los
frutos para importar agua de otras partes de la planta (Ehret y col., 1993; Emmons y
Scott, 1996, 1997). Por ultimo hay algun autor que lo relaciona con cambios en la tasa

de crecimiento del fruto o con la expansion de los gases internos del fruto (Peet, 1992).

Después de siete décadas de investigacion sobre el agrietado en tomate alin no se
ha consensuado un modelo que integre todos los factores que parecen influir en el
proceso. Por una parte, el agrietado dependiente de presion es defendido por numerosos
autores tomando como principal referente el trabajo de Considine y Kridmann (1972)
donde establecen una relacion entre el porcentaje de frutos de uva que se agrietan y la
presion de turgencia mediante la inmersion de los frutos en soluciones de potencial
osmotico creciente. Asi, distintos factores ambientales y las practicas culturales podrian
llevar al fruto a experimentar un incremento significativo de la presion interna lo que
provocaria la ruptura de la piel. ElI aumento de la temperatura también aumentaria la
presion interna al provocar dilataciones. Por otro lado, en un posible modelo integrador
no puede faltar el otro elemento que participa en el proceso de agrietado, la piel o
epidermis, pues es esta compleja estructura la que en Gltimo término sufre la formacién
de la fractura, siendo muchos los autores que han sugerido su importancia (Peet, 1992;
Ohtay col., 1997; Aloni y col., 1998).

Efecto de la epidermis del fruto

El papel de la epidermis en el proceso de agrietado se ha relacionado con el tipo
de grietas, respondiendo la direccion de las grietas a la extension de la piel del fruto por
el hinchamiento asociado al incremento en el diametro ecuatorial o transversal, en el
caso del agrietado tipo radial, frente al incremento en el diametro polar, para el
agrietado tipo concéntrico (Young, 1947). Otros estudios, sin embargo, le dan un papel
mas relevante porque consideran que es el componente singular mas importante en
cuanto al esfuerzo mecéanico. Actuaria como una membrana que rodea una masa de
material mucho mas deformable y seria donde las grietas se inician, extendiéndose
luego hacia la parte interna del mesocarpo. Se relaciona asi la solidez de la epidermis

del fruto con la susceptibilidad al agrietado (Miles y col., 1969; Voisey y col., 1970).
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Salinidad

e Problematica de la salinidad del agua y limitacidn de las areas de cultivo

La salinidad del agua empleada para regadio es un problema presente en gran
parte de las areas de cultivo de todo el mundo; un gran esfuerzo ha sido desarrollado
para entender los aspectos fisioldgicos relacionados con la tolerancia a la salinidad en
plantas, como base para la seleccion y desarrollo de genotipos tolerantes a la salinidad
(Cuartero y col., 2006).

Actualmente se vienen aplicando técnicas culturales en el cultivo del tomate
para paliar los efectos dafiinos de la salinidad, tales como el tratamiento en los
semilleros con sal o la reduccion del agua para favorecer la posterior adaptacion de las
plantas adultas a la salinidad; la aplicacién de nebulizacion sobre las plantas para
mejorar el crecimiento vegetativo y la produccién en condiciones salinas y la préactica

de injertos (Cuartero y col., 2006).

e Efecto de la salinidad en la fisiologia de la planta

La salinidad en el sustrato o en agua de riego restringe la disponibilidad de agua
a las plantas de forma similar al estrés hidrico, causando una reduccion en la tasa de
crecimiento del fruto e incluso en la produccion (Munns, 2002) y alterando las
relaciones hidricas de la planta (Romero-Aranda y col., 2000). Niveles altos de
salinidad disminuyen el potencial hidrico de la planta, la cual reduce el flujo de agua
hacia el fruto y la tasa de expansién del mismo (Ehret y Ho, 1986; Johnson y col.,
1992). Sin embargo, esta reduccién en la toma de agua esta contrarrestada por una
reduccién en la tasa de transpiracion y ajuste del potencial osmético (Krauss y col.,
2006).La firmeza del fruto parece incrementar con la salinidad (Petersen y col., 1998;
Auerswald y col., 1999), aunque esto depende también del cultivar.

El efecto de la sal puede verse agravado por las condiciones ambientales. La
aplicacion de agua salina durante el dia o en cultivo de primavera o verano causa
reducciones mas serias en la produccién que durante la noche o en cultivo de otofio (van
leperen, 1996; Stanghellini, 1994; Liy col., 2001) dado que altos niveles de temperatura

y radiacion y bajos niveles de humedad relativa en época de verano disminuyen el
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potencial hidrico de la planta induciendo una transpiracion mas rapida (Johnson y col.,
1992). Por otro lado, el cultivo de las plantas a bajas temperaturas y alta humedad
relativa implica un déficit de agua mas bajo que en condiciones de verano y los efectos
dafinos de la sal son moderados (Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999).

El transporte de agua via floema supone normalmente un 80% del total del
transporte de agua, y en condiciones de estrés salino hasta el 90%. La concentracion de
compuestos organicos en floema incrementa un 40% en condiciones salinas. La tasa de
iones trasportados por el xilema incrementa con la salinidad de forma significativa, pero

su contribucidn al ajuste osmotico del fruto es menor (Plaut y col., 2004).

La reduccion de la toma de agua por la planta bajo condiciones salinas podria
estar relacionada con una reduccion en parametros morfologicos y/o fisioldgicos tales
como el area foliar, la densidad estomatica y el cierre estomatico (Romero-Aranda y
col., 2001). Por otro lado se sabe que el peso seco (Saranga y col., 1993; Cruz y col.,
1990) y la produccion de fruto (Bolarin y col., 1991) de tomate se reducen en
proporcion al incremento de salinidad en la solucién de riego. Algunos autores apuntan
por tanto que el peso seco de la parte vegetativa de la planta seria un buen indicador de
la toma de agua por parte de la planta en condiciones salinas (Reina-Sanchez y col.,
2005).

Sabiendo por tanto que la toma de agua por parte de las plantas de tomate
disminuye segun incrementa la concentracion de sal en el agua de riego, un ajuste en la
conductividad eléctrica de la solucion nutritiva permitiria a los productores de tomate
bajo invernadero modificar la disponibilidad de agua, abriendo la posibilidad de ahorrar

agua y reducir la carga de sal en el sustrato (Soria y Cuartero, 1997).

e Efecto de la salinidad en la produccion del fruto

En tomate, la reduccion de la produccion por efecto de la salinidad esta
principalmente causada por una disminucién en el flujo de agua hacia el fruto (Ehret y
Ho, 1986), combinado con un acortamiento del periodo de crecimiento el fruto
(Mizrahi, 1982). El efecto de la salinidad en la produccién de fruto de tomate es debido

generalmente a una disminucion en el tamarfio del fruto mas que en el nimero de frutos
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(Ehret y Ho, 1986; Adams, 1991;; Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999; Chretien y col.,
2000; Dorais y col., 2001; Plaut, 2004). No todas las variedades reducen su tamafio de
fruto en la misma proporcién bajo condiciones salinas. En general, cuanto mas pequefio
es el fruto, menos importante es la reduccion en peso bajo condiciones de salinidad
moderada (Cruz, 1990). A bajos niveles de conductividad eléctrica (CE) de la solucion
de riego, la reduccién en la produccion es causada principalmente por reduccion en el
peso medio del fruto. Asi, algunos autores han constatado que una conductividad
eléctrica entre 4.6-8 mScm™ reduce la produccién mediante una reduccién en el tamafio
del fruto, mientras que una CE de 12 mScm™ reduce tanto el tamafio como el ndmero de
frutos (Gormley y Maher, 1990; Adams, 1991).

Dado que el agua representa mas del 92% del peso del fruto, la disminucién en
tamafio puede principalmente estar adscrita a una disminucion en la acumulacion de
agua en el mismo. El incremento en la concentracion de soluto en frutos expuestos a
salinidad puede ser meramente un resultado de la disminucion del agua transportada
(Ehret y Ho, 1986). Sin embargo, las células vegetales tienen la capacidad, conocida
como ajuste osmotico, de mantener la presion de turgencia. Este ajuste implica la
acumulacion de solutos en la célula, principalmente solutos compatibles, azucares o
aminoéacidos en el citoplasma, y solutos inorganicos en la vacuola (Kramer y Boyer,
1995), lo cual explicaria el aumento de azUcares en el fruto y la mayor turgencia de las

células.

e Tolerancia a la salinidad

La capacidad de acumulacion de Na* en las hojas y de extrusion en la raiz es uno
de los factores que marca la diferencia en cuanto a la tolerancia a salinidad entre
distintos cultivares (An y col., 2005). Tanto el agua como los nutrientes son esenciales
para el crecimiento, mientras que la alta concentracion de Na’ es toxica. Algunos
autores plantean que la tolerancia a la salinidad podria estar relacionada con la
capacidad de absorber agua y nutrientes rechazando el Na® (Cuartero y Fernandez-
Mufioz, 1999). Las plantas de tomate absorben solo una pequefia proporcion de Na* de
la solucion nutritiva, que parece ser independiente de la concentracion en la que se
encuentre en la solucion. Las diferencias en cuanto a la tolerancia a la salinidad se

manifiestan tanto a nivel de especies como entre distintos cultivares, dentro de una
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misma especie (Cruz y col., 1990; Bolarin y col., 1991; Romero-Aranda y col., 2001;
Reina-Sanchez y col., 2005). La tolerancia de la planta depende también del estadio de
desarrollo de la planta, por lo que para caracterizar la tolerancia deberian ser fenotipadas
a distintas concentraciones de salinidad y en el estadio mas sensible (Cuartero y col.,
2006).

Se han desarrollado plantas transgénicas tolerantes a salinidad que acumulan sal
en la hoja fundamentalmente pero no en fruto (o se acumula en muy poca cantidad).
Tales plantas son capaces de crecer en ambientes con 200 mM NaCl debido a una
sobreexpresion de un antiporte Na'/H" de vacuola, permitiendo el crecimiento, floracion

y produccién de frutos con normalidad (Zhang y Blumwald, 2001).

Durante mas de 12 afios, se han venido desarrollando analisis mediante QTL con
el objetivo de entender la genética de la tolerancia a la salinidad. Dado que la salinidad
es variable tanto en espacio como en tiempo, el disefio experimental debe permitir un
estudio de la interaccién genotipo-ambiente. Algunos autores plantean la necesidad de
una seleccion asistida por marcadores, dada la cantidad de genes implicados, para
combinar la tolerancia a la salinidad con los caracteres que demanda el mercado
(Cuartero y col., 2006).

La salinidad afecta a todas las dicotileddneas. La planta de tomate se emplea
como modelo de estudio para probar las posibilidades de seleccion asistida por
marcadores y la introduccidn de genes para transformacién, dado que su genética esta
mejor conocida que la de otros cultivos de dicotiledoneas y puede ser transformada por
distintos métodos. Al mismo tiempo, la fisiologia del tomate en condiciones salinas y no

salinas ha sido ampliamente estudiada (Cuartero y col., 2006).

e Calidad internay externa del fruto

Son varios los estudios que han mostrado que un incremento en la conductividad
eléctrica de la solucion nutritiva en las plantas de tomate mejora la calidad interna y
externa del fruto (Stevens, 1979; Mizrahi, 1982; Hobson, 1988; Mizrahi y col., 1988;
Mitchell y col., 1991; Cornisa, 1992). Bajo tales condiciones, los frutos de tomate

generalmente presentan mejores condiciones organolépticas 'y propiedades
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nutricionales, una cuticula mas gruesa y resistente, una presion de turgencia menor
(Verveke y Schols, 1992) y, como consecuencia, una reduccion en la firmeza (Verveke
y col., 1991) y una baja susceptibilidad al agrietado del fruto (Sonnevelend y Van der
Burg, 1991).

La salinidad potencia por tanto el sabor del fruto de tomate incrementando el
contenido en azucares y acidos, mientras que caracteres como la vida media del fruto y
la firmeza varian ligeramente. Algunas caracteristicas como contenido en sélidos
solubles, azucares, acidez y pH son importantes pardmetros de calidad para el mercado
en fresco y procesado de tomate; otras caracteristicas tales como sabor y el tiempo
maximo para el almacenado son mas importantes solo para el caso del mercado de fruto

entero (Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999).

Algunos autores proponen la salinidad como método alternativo para mejorar la
calidad del fruto, debido a cambios en la demanda del mercado y del consumidor
(Krauss y col., 2006). Sin embargo esta mejora en la calidad del fruto deberia
compensar no solo la reduccion en la produccién sino también las pérdidas debido al de
desarrollo de patologias tales como “Blossom End Root” (BER); la incidencia de BER
incrementa con la salinidad aunque el patrén de incremento depende del cultivar (Reina-
Sanchez y col., 2005). En cualquier caso, la produccién final bajo condiciones salinas
debe ser suficiente para cubrir las expectativas del cultivo y rendir beneficios para el

productor (Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999).

e Salinidad y agrietado del fruto

La reduccién en la disponibilidad de agua bajo condiciones salinas es
aprovechada por algunos autores para disminuir la incidencia de agrietado en los frutos.
El agrietado esta asociado con una disminucion en la elasticidad de la epidermis en
estadio verde maduro o pinton (Bakker, 1988) que causa la ruptura bajo una presion
originada por un incremento en el flujo de agua hacia el fruto. De hecho, existen
trabajos publicados en los que tras un periodo de regadio con alta salinidad en la
solucidn, disminuyen la conductividad eléctrica y provocan un aumento en el nimero de
frutos agrietados (Peet, 1992; Li y col., 2002). En este trabajo se estudia el efecto que

ejerce la solucion de riego salina o con alta conductividad eléctrica en la incidencia de
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agrietado de dos cultivares con distinta susceptibilidad al agrietado, abordando también
los cambios a nivel morfolégico y en la respuesta mecéanica de la cuticula y la

epidermis.

Maduracion del fruto

Durante el desarrollo del fruto pueden distinguirse dos etapas: una primera etapa
donde el fruto crece y se expande manteniendo activo el proceso de division celular y
una segunda fase en la que el fruto cesa el crecimiento y comienza a madurar, siendo el
cambio de coloracion de verde a rojo y la pérdida de turgencia algunos de los caracteres
visuales mas intuitivos en esta etapa. Este proceso de maduracion afecta a todo el fruto
en su conjunto, pudiendo producirse cambios en la textura y las propiedades
organolépticas entre otras, determinados por el metabolismo que tiene lugar en cada

tejido, y los cambios en la que se dan en la pared celular y en la cuticula del fruto.

e Cambios en el fruto

La maduracion de frutos carnosos implica determinados procesos fisioldgicos
que favorecen la atraccion de animales y promocionan la dispersion de semillas, como
son la produccion de compuestos aromaticos y nutrientes, cambios en la coloracion y
reblandecimiento del fruto adquiriendo una textura mas comestible (Giovannoni, 2001).
El valor nutricional del fruto de tomate radica en la naturaleza de sus componentes entre
los que se encuentran el folato, la vitamina C, el potasio y los carotenoides, en particular
el licopeno (Beecher, 1998). Por otro lado, el tomate es un fruto climatérico dado que
presenta un incremento en la tasa de respiracién y en la biosintesis de etileno durante la
maduracion. El etileno es necesario en este tipo de frutos para que tenga lugar la
manifestacion de cambios asociados a la maduracion (Tucker y Brady, 1987; Yang,
1985).

e Cambios en la pared celular

Durante las ultimas décadas, se han venido estudiando los mecanismos de
reblandecimiento del fruto tomando el fruto de tomate como modelo de estudio del

proceso de maduracion de frutos climatéricos, debido en parte a su importancia como
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especie cultivada (Giovannoni, 2001). Se sabe que la disminucion de la firmeza del
fruto coincide con la disolucion de la lamina media, resultando en una reduccion de la
adhesion intercelular, despolimerizacion y solubilizacion de los polisacaridos pécticos y
hemicelulésicos de la pared celular, y en algunos casos, hinchamiento de la pared. Estos
eventos estan acompafados por un incremento en la expresion de una serie de enzimas
liticas de pared, incluyendo hidrolasas de polisacaridos, transglicolasas, liasas y

proteinas como las expansinas (Rose y col., 2003).

Son varios los autores que recogen los distintos modelos propuestos en la
literatura acerca de la estructura, expansion y degradacién de la pared celular
(Passioura, 1994, Rose y Bennett, 1999; Cosgrove, 2001). Asi en 1973, Keegstra y
colaboradores propusieron que la matriz de polimeros consistente en Xxiloglucanos
(principales hemicelulosas presentes en frutos), polisacaridos peécticos y proteinas
estructurales estarian covalentemente unidas formando una gran red macromolecular.
En este modelo, la celulosa estaria unida a la matriz mediante puentes de hidrégeno con
los xiloglucanos. Mas tarde, Fry en 1989 propuso que las microfibrillas de celulosa
estarian unidas directamente a lo largo de las cadenas de xiloglucanos; de este modo, las
hemicelulosas juegan un papel importante como organizadores de la arquitectura de la
pared celular. Talbott y Ray (1922) propusieron un modelo alternativo en el que cada
microfibrilla estaria revestida por una serie de capas de polisacaridos, y que la unién
entre microfibrillas estaria hecha de forma indirecta mediante asociaciones laterales no
covalentes entre las distintas capas de polisacaridos. Jarvis y colaboradores (1997)
propusieron un modelo de pared mas estratificado en el que las capas de pectinas
servirian como espaciadores entre la lamela celulosa-hemicelulosa, controlando el
grosor de pared y permitiendo el deslizamiento entre las capas de celulosa y

hemicelulosa, las cuales podrian estar implicadas en el control de expansion de la pared.

Todos estos modelos estructurales pueden dar lugar a controversia en algunos
aspectos, pero coinciden en entender la estructura de la pared celular como un ntcleo de
microfibrillas de celulosa embebidas en dos redes coextensivas de pectinas y
hemicelulosas (Carpita y Gibeaut, 1993), donde la red celulosa-xiloglucano es diana de
distintas actividades enzimaticas implicadas en la expansion celular y maduracion del

fruto (Rose y Bennett, 1999). La despolimerizacion de xiloglucanos estrechamente
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unidos a la superficie de celulosa, es una de las primeras evidencias del

desensamblamiento asociado a la pared celular durante la maduracion.

Durante el periodo de maduracién del fruto, tienen lugar la expresion de una
serie de enzimas encargadas de los procesos de degradacion de la pared celular.
Enzimas como la pectinmetilesterasa, poligalacturonasa, celulasa (Seymour y col.,
1990; Seymour y col.,, 1987) son responsables de la degradacion parcial de
polisacaridos como pectinas, hemicelulosas y celulosa, los cuales son constituyentes
principales de la pared celular de fruto de tomate (Reinders y Thier, 1999). La actividad
xiloglucano-endotransglicolasa muestra también una correlacion con la tasa de
crecimiento del fruto (Thompson y col., 1998) y las enzimas denominadas expansinas
estan también involucradas en el proceso de degradacion de la pared (Mogueen-Mason,
y col., 1992) y con efecto importante en el fruto de tomate (Rose y col., 2003).

Por otro lado, la maduracién estd asociada con cambios en las propiedades
mecénicas de la pared celular, como consecuencia de las actividades de determinadas
enzimas hidroliticas que modifican su estructura (Hobson, 1965; Rose y col., 2003;
Huang y col., 2005), confiriéndole un aumento en la rigidez de la misma. La actividad
de las enzimas peroxidasa y poligalacturonasa ha sido correlacionada con este cambio
en el comportamiento mecénico de las paredes celulares durante la maduracion del
fruto. Ambas aportan rigidez a la piel del fruto. Por un lado, ensayos de compresion
realizados con muestras de frutos de tomates de seis variedades diferentes mostraron
que existia una correlacion positiva entre la actividad poligalacturonasa y la firmeza del
fruto (Hobson, 1965). Por otro lado, con respecto a la peroxidasa se le han atribuido
funciones tales como la lignificacion y suberizacion (Espelie y col., 1986; Roberts y
col., 1988; Musel y col., 1997; Quiroga y col., 2000), deposicion de cutina en las capas
de epidermis exteriores (Ferrer y col., 1991), defensa contra el ataque a patdgenos
(Lagrimini y col., 1993) y el posible entrecruzamiento de los componentes de la pared
celular (Fry, 1986; Hatfield y col., 1999). Se han realizado estudios aplicando
peroxidasa exogena al material en los que se demuestra el papel de esta enzima en el
incremento de la rigidez de las paredes celulares durante la maduracion del fruto de
tomate. Mientras que la maxima extensibilidad del tejido no fue muy afectada por la
aplicacion de peroxidasa, la rigidez y la carga requerida para causar la deformacion del

tejido fue incrementada segun la aplicacion de peroxidasa. La peroxidasa, y en concreto
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3 isoenzimas localizadas en la epidermis del fruto (Andrews y col., 2002a), media por
tanto el incremento de la rigidez del tejido de exocarpo segun el curso del crecimiento
del fruto, restringiendo la expansion en frutos maduros y controlando el crecimiento
(Andrews y col., 2002b).

e Cambios en la cuticula

A partir de estudios morfologicos y ultraestructurales realizados en especies
vegetales muy concretas, se ha observado que durante el desarrollo de los frutos tiene
lugar una rapida deposicion de ceras y cutina en la cuticula y cuando el fruto alcanza la
madurez, la deposicion de los distintos componentes cuticulares es baja y desigual para
los distintos componentes. En cualquier caso, la sintesis de material cuticular en hojas y
frutos estd irreversiblemente asociada al crecimiento activo de los tejidos vegetales. En
este sentido, la bibliografia consultada recoge el trabajo llevado a cabo por Baker y col.
(1982) sobre los distintos componentes que forman parte de la cuticula de frutos de
tomate en distintos estadios de crecimiento del mismo. En dicho trabajo se observé que
en frutos inmaduros la cutina constituye el 52% del total de la cuticula, mientras que un
32% lo constituye la denominada fraccion de compuestos hidrolizables, siendo el resto,
mas de un 12%, ceras cuticulares. Sin embargo, en frutos maduros, la cutina llega a
constituir cerca del 80% del total de la cuticula mientras que los denominados
compuestos hidrolizables sélo constituyen algo méas de un 9% de la misma. Ademas, las
ceras cuticulares también disminuian drésticamente su contenido pasando a ser menos
del 5% del total. El incremento de los niveles de acido p-cumarico y flavonoides totales
como naringerina y calconaringerina en la cuticula del fruto de tomate durante la
maduracion han sido descritos por varios autores (Hunt y Baker, 1980; Baker y col.,
1982; Luque y col., 1995a; Laguna y col., 1999). La estructura molecular del poliéster
de la matriz de cutina cambia durante el proceso de maduracion del fruto. Asi, las
cuticulas aisladas de frutos de los estadios verde inmaduro y verde maduro presentan un
grado de entrecruzamiento menor que en el estadio rojo maduro (Matas y col., 2004a).
Algunos trabajos coinciden en que el contenido en fibras de celulosa asociadas a la
cuticula incrementa durante el desarrollo del fruto, y que en el fruto de tomate la
cantidad que constituye la pared celular es mayor en estadio rojo maduro con respecto al
estado inmaduro (Baker y col., 1982; Jeffree, 1996). Se ha documentado que,

adicionalmente, el grosor de cuticula varia, aumentando durante la etapa de crecimiento
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y disminuyendo durante el proceso de maduracion. Ademas, parece ser que la cuticula
del fruto adquiere rigidez también durante el proceso de maduraciéon del fruto,

mostrando mas resistencia a la deformacion (Bargel y Neinhuis, 2005).

En este sentido, es necesario conocer los tejidos que componen el fruto y cual es
el papel que juegan cada uno de ellos en el agrietado. Para comprender el papel de la
epidermis en el agrietado es necesario conocer el papel que pueden jugar cada uno de
sus componentes, de ahi que sea necesario estudiar en detalle la histologia de la piel del
fruto.

Tejidos del fruto: su papel en el agrietado

El fruto de tomate tipo cereza es una baya por lo general bilocular, aunque en
ocasiones puede ser trilocular, que se desarrolla a partir de un ovario de unos 5-10 mg y
alcanza un peso final en la madurez que oscila entre algo menos de 10 g hasta poco mas
de 30 g, en funcion del cultivar y de las condiciones de desarrollo. El fruto desarrollado
estd constituido, basicamente, por el pericarpo, el tejido placentario y las semillas. El
pericarpo lo componen la pared externa, las paredes radiales o septos que separan los
I6culos y la pared interna o columela. El pericarpo se origina de la pared del ovario y
consta de un exocarpo o piel, un mesocarpo parenquimatico con haces vasculares y el
endocarpo constituido por una capa unicelular que rodea los l6culos. EI mesocarpo de la
pared externa estd compuesto principalmente por células parenquimatosas, que son
mayores en la region central y disminuyen junto a la epidermis y los lI6culos (Chamarro,
1995).

e Pericarpo

De las distintas partes que componen la estructura de un fruto de tomate ha sido
el pericarpo la que ha sido objeto de mayor estudio por diversos autores ya que la
presion de los léculos no se ha podido correlacionar directamente con la aparicion de

fracturas en el fruto (Almedia y Huber, 2001).

En estudios realizados con pimiento, Aloni y colaboradores (1998) observaron
que aquellos cultivares que presentaban con grosor de pericarpo mayor eran mas

susceptibles al agrietado, relacionandose el mayor agrietado con la mayor presion de
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turgencia al existir un mayor nimero de células por area de cuticula. Las fracturas
observadas se producian sobre las células epidérmicas, la zona de menor espesor de
cuticula, y no sobre las intercepciones de células adyacentes. Sus observaciones
indicaron que la formacion de grietas se produce por una extension de la cuticula
causada por una expansion de las células epidérmicas subyacentes al incrementar su

turgencia.

En fruto de tomate, no hay referencias que indiquen un papel relevante de las
células parenquimatosas del mesocarpo en el agrietado, apuntdndose sin embargo a los
distintos componentes del exocarpo (cuticula, células epidérmicas y colénquima) como
tejidos que muestran diferencias entre variedades de distinto grado de susceptibilidad
qgue podrian explicar, al menos en parte, los distintos grados de susceptibilidad al
agrietado (Cotner y col., 1969).

e Exocarpo

La piel o exocarpo consta de una capa de células epidérmicas situada en la parte
mas externa, sin estomas y practicamente sin almidon, y de dos a cuatro capas de
células hipodérmicas de pared gruesa con engrosamientos de tipo colenquimatoso. La
epidermis est& cubierta por una fina cuticula que se engrosa a medida que se desarrolla
el fruto. La cuticula (terminologia de Holloway, 1982a; Jeffree, 1996) consta de dos
regiones: una capa de cutina que cubre las células epidérmicas y una pared celular
cutinizada (Wilson y Sterling, 1976).

Diversos estudios sobre frutos de tomate revelan que existen diferencias
morfoldgicas entre variedades que se podrian correlacionar con la mayor o menor
susceptibilidad al agrietado. De entre las caracteristicas que se resaltan se encuentran la
forma de las células epidérmicas, la relacion entre la anchura de estas células y el grosor
del epicarpo (pared celular cutinizada de la capa méas externa de células epidérmicas),
grosor y grado de penetracion de la pared cutinizada entre y bajo las capas de células
epidérmicas y la presencia o no de hipodermis (Cotner y col., 1969; Chu y Thompson,
1972). Los cultivares mas resistentes suelen mostrar un grosor del epicarpo
significativamente superior al de los cultivares susceptibles. Las grietas se producirian

perpendiculares a la direccion de elongacion de la capa epidérmica externa en las zonas
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sobre los espacios intercelulares, al contrario de lo que observaron Aloni y col. (1998)
en pimiento. Ademas, los cultivares méas susceptibles serian aquellos que presentan

células alargadas (Emmons y Scott, 1998a).

Estas diferencias histoldgicas observadas entre variedades susceptibles vy
resistentes han sido correlacionadas con la resistencia mecéanica a la puncion (Pagaldy y
Ruiz, 1983), que a su vez se relaciona con las propiedades mecénicas de los distintos
tejidos que conforman el fruto, de entre los que la piel seria el componente mas
determinante (Miles y col., 1969). Los tomates mas resistentes presentaron valores mas
elevados de los pardmetros mecanicos relacionados con la resistencia del tejido como la
elasticidad del fruto, dureza de la piel y firmeza del pericarpo, indicando que la
susceptibilidad al dafio mecénico estaria asociada a solidez de la piel del fruto de tomate
y a la firmeza de los tejidos subyacentes (Desmet y col., 2002).

Las paredes de las células epidérmicas y subepidérmicas estan en tension cuando
el érgano vegetal esta turgente y de la relacion entre la resistencia del tejido y la presién
ejercida desde el interior, resulta el equilibrio en el crecimiento del fruto (Kutschera,
1989; Niklas y Paolillo, 1997, 1998; Thompson, 2001) siendo maximas estas fuerzas y
méaximas las deformaciones que ocasionan en la superficie del fruto, esto es, en la
cuticula (Considine y Brown, 1981). Estos resultados apoyan las observaciones que
indican que las grietas se iniciarian en la parte externa de la cuticula y que
posteriormente podrian evolucionar hacia zonas mas internas de la cuticula y capas de
células epidérmicas y subepidérmicas, desplazandose entre células adyacentes (Emmons
y Scott, 1998a; Maguire y col., 1999). Los estudios que intentan reproducir estas fuerzas
de tension en la piel del fruto de tomate aportan conclusiones similares sobre la relacion
entre las propiedades mecanicas de los tejidos y las caracteristicas histologicas del
tejido, destacando el grado de cutinizacion de la pared celular de las células epidérmicas
y la forma y tamafio de dichas células (Hankinson y Rao, 1979). Sin embargo, se
plantean contradicciones con respecto al sentido en el que actuarian caracteres como el
grosor de la cuticula (Voisey y col., 1970), o qué pardmetros mecanicos serian los mas
adecuados para correlacionarlos con la susceptibilidad al agrietado. En este sentido,
algunos autores consideran la fuerza de fractura y la elongacion como los mejores

parametros para caracterizar la resistencia del tejido (Batal y col., 1970), mientras que

27



MENU SALIR

Introduccién

otros tambien incluyen el médulo de elasticidad en esta caracterizacion (Hershko y col.,
1994).

El agrietado de los frutos de tomate aparece en momentos concretos del
desarrollo del fruto, que coinciden con el inicio de la maduracién, y que podria ser
debido a cambios en las propiedades mecanicas de los tejidos durante la maduracion del
fruto (Thiagu y col., 1993). Las paredes celulares, al igual que otras estructuras
relacionadas con la integridad del fruto, sufren cambios durante el crecimiento y la
maduracion que podrian estar relacionados con la pérdida de firmeza y la
susceptibilidad al agrietado. En los frutos que mostraron una elevada firmeza y
resistencia se observaron elevados niveles de pectinas en la paredes del pericarpo
(Hamson, 1952) aunque estudios posteriores restan importancia a la actividad
pectinesterasa frente a la accion de enzimas como la poligalacturonasa (Hobson, 1965).
Mediante la comparacion de distintas variedades de tomate, y empleando dos métodos
de compresion diferentes, Hobson (1965) determind que la firmeza de algunas
variedades se correlacionaba con su contenido/actividad en poligalacturonasa, revelando
un papel importante de esta actividad enzimatica en el proceso de degradacion de las
pectinas y los cambios en firmeza del fruto. La alteracion de otras actividades
enzimaticas relacionadas con la estabilidad de la pared celular parece estar
correlacionada con una alteracion de la histologia de la epidermis, un engrosamiento de
la cuticula y un incremento en la susceptibilidad al agrietado en plantas transformadas
de tomate (Moctezuma y col., 2003).

Al igual que por los procesos de maduracion, las propiedades mecanicas de estas
estructuras pueden verse afectadas por la temperatura, la presencia de agua libre y otros
factores ambientales (Cotner y col., 1969; Sekse, 1995). Distintos estudios han
demostrado que la presencia de agua afecta a las propiedades mecanicas de la
epidermis, reduciendo su resistencia asi como incrementando su capacidad de extension
(Murase y Merva, 1977; Matthews y col., 1987; Hole y col., 2000).

A pesar de que el papel de la epidermis como un factor importante en la
susceptibilidad al agrietado ha sido propuesto por numerosos autores, y que diversos
estudios revelan como la capacidad mecénica de este tejido puede verse alterada por la

maduracion del fruto o por factores ambientales relacionados con el agrietado, aun hoy
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no esta claro que caracteristicas se podrian asociar con la susceptibilidad y como esas
caracteristicas explicarian las diferencias en cuanto a sus propiedades mecéanicas. Asi
mismo, queda por dilucidar qué papel juegan las estructuras principales que componen
la epidermis esto es, paredes celulares, material cutinizado y cutina, en la resistencia a la
tension y en la formacion de las fracturas. De ahi que uno de nuestros objetivos
especificos sea la puesta a punto de una metodologia que permita estudiar las
propiedades mecanicas de la epidermis de fruto de tomate en condiciones semejantes a
las presentadas in vivo y, de esta forma, poder comparar el comportamiento mecanico
de varios cultivares de distinta susceptibilidad al agrietado y determinar la contribucion
de los diferentes componentes que constituyen el pericarpo (cuticula, epidermis y

colénquima) en la capacidad de la piel del fruto a resistir una rotura por tension.

En numerosos articulos donde se investiga la fisiopatia del agrietado del tomate,
y de otras especies, se discute sobre el posible e importante papel que podria
desempefiar la cuticula del fruto, situada en la parte mas externa del exocarpo, y de
como las propiedades mecanicas de ésta podrian determinar la susceptibilidad al
agrietado (Chu y Thompson, 1972; Huang y col.,, 1999). De los tres tejidos que
componen el exocarpo, la cuticula ha sido escasamente tenida en consideracion en
cuanto a la resistencia mecéanica de la piel y a su implicacion en procesos de crecimiento
y desarrollo del fruto (Thompson y col., 1998; Andrews y col., 2002). Sin embargo,
otros autores han apuntado a la cuticula como una estructura que soportaria las maximas
deformaciones y esfuerzos en o6rganos vegetales en crecimiento, como los frutos, o que
soportan movimiento, caso de los tallos, al ser el tejido mas exterior (Considine y
Brown, 1981; Niklas y Paolillo, 1997). Es por tanto necesario profundizar en el estudio

de la cuticula del fruto para poder entender la problematica del agrietado

La Cuticula

La cuticula vegetal es consecuencia de la evolucion quimica y bioldgica de las
plantas superiores que han desarrollado una serie de estructuras de naturaleza
polimérica que las aislan y protegen del medio externo que les rodea. En las partes
aéreas y frutos de las plantas superiores dicha funcion protectora es llevada a cabo por
la denominada cuticula vegetal o cuticula. Desde un punto de vista morfolégico,

siguiendo un corte transversal, la cuticula cubre la pared celular mas externa de las

29



Introduccién

células epidérmicas. En algunas especies la pectina de la lamela subcuticular constituye
una capa entre la pared celular y la cuticula. Esta capa puede ser degradada quimica o

enziméaticamente, permitiéndose de este modo el aislamiento de la cuticula.

e Papel de la cuticula en la planta

Durante los ultimos veinte afios el conocimiento acerca de las funciones y
propiedades de la cuticula vegetal ha progresado notablemente (Heredia y col., 1998).
Debido a sus caracteristicas y propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y morfologicas,
este complejo y singular biopolimero lleva a cabo a lo largo del desarrollo de la planta
una serie de funciones de gran importancia. Desde que las plantas colonizaran el medio
terrestre hace unos 400 millones de afios, éstas han estado protegidas por esta barrera
cumpliendo importantes funciones fisiologicas. Quizd la mas conocida sea la
relacionada con la pérdida de agua, esto es, el fendmeno de transpiracion cuticular. En
este sentido, la cuticula vegetal actia como una eficaz barrera hidrofébica protectora,
minimizando al méximo la pérdida de agua por evapo-transpiracion, y dejando que sean
los estomas los encargados de regular firmemente este proceso (Kerstiens, 1996;
Riederer y Schereiber, 2001). Debido también a su caracter impermeable al agua, la
cuticula vegetal actia como barrera frente a la pérdida de sustancias desde el interior
celular. Como barrera fisica actia ademas, impidiendo la penetracion de patogenos y
reflejando, especialmente debido a las ceras epicuticulares cristalinas, gran parte de la
radiacion solar ultravioleta tan dafiina para los tejidos vivos (Kerstiens, 1996a,
Kerstiens, 1996b). Mas recientemente, ha sido descrita una nueva e importante funcion
para la cuticula como es su funcion de manera indirecta en la correcta formacion de los
organos en las primeras fases de desarrollo de la planta, ya que actta impidiendo la
adhesion indiferenciada de las células epidérmicas de los drganos en formacién (Lolle y
Pruitt, 1999). Asimismo la cuticula, junto a la pared celular de las células epidérmicas
puede regular respuestas del desarrollo acumulando moléculas bioactivas importantes
que actuan como sefiales del desarrollo vegetal (Osman et al., 1995; Mariano y Wolters,
2000; Kolattukudy, 2001).
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e Estructura y composicion

El grosor de la cuticula de hojas varia entre 0.25 y 2 um, mientras que el rango
para la cuticula de frutos es 10 veces superior. En peso, de un modo general, la cuticula
varfa entre 20 y mas de 2000 pg cm™. No obstante, el grosor de la cuticula no es
constante sobre toda la superficie vegetal y suele ser mas delgada sobre las paredes
periclinales externas de las células epidérmicas proyectdndose a menudo entre las
paredes anticlinales de dichas células. En algunos casos, la cuticula desarrollada en
frutos maduros puede ser tan extensa que las células epidérmicas y algunas subyacentes
queden incrustadas en el polimero matriz (Esau, 1977; Holloway, 1982b).

La cutina es el componente mayoritario (entre un 40 y un 80% en peso) de la
cuticula vegetal aislada. Es un éster de acidos grasos hidroxilados de cadena larga
(Holloway, 1982b). Asociadas a la cutina se encuentran las ceras o lipidos cuticulares
solubles; éstas se presentan embebidas dentro de la matriz cuticular, ceras
intracuticulares, o depositadas sobre la superficie mas externa de la cuticula, ceras
epicuticulares. Por otro lado, la cuticula también contiene una serie de componentes no
lipidicos tales como polisacaridos (celulosa y pectina principalmente), polipéptidos y
compuestos fenolicos (Hunt y Baker, 1980; Kolattukudy, 1981; Baker y col., 1982;
Holloway, 1982a). De esta forma, la cuticula vegetal puede ser considerada como un
complejo poliéster con ceras asociadas, de naturaleza hidrofébica y muy escasa
reactividad, dado que la mayoria de los grupos carboxilicos presentes en la membrana
estan esterificados con grupos hidroxilos alifaticos de otros acidos grasos (Kolattukudy,
1981). En la Figura 1.2 puede verse un esquema de la cuticula vegetal donde se indican

sus distintos componentes.

La cutina es un material totalmente insoluble en disolventes organicos aunque
tras despolimerizarse mediante una hidrolisis alcalina, transesterificaciones u otros
métodos analogos, se obtiene una mezcla de monémeros y/o derivados, los cuales si son
solubles en dichos disolventes (Walton, 1990). La cutina esta constituida por acidos
grasos hidroxilados primarios y secundarios de cadena larga, principalmente de 16 y 18
atomos de carbono, los cuales se encuentran formando enlaces tipo éster entre si (Baker
y col., 1962; Holloway, 1982a). La mayoria de las cutinas estdn formadas casi

exclusivamente por acidos grasos pertenecientes a la familia Cy6 en la cual el acido
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10,16-dihidroxihexadecanoico, y su isomero posicional 9,16-dihidroxihexadecanoico,
constituyen los principales componentes. S6lo una pequefia fraccion de las cutinas
investigadas estdn formadas por acidos grasos pertenecientes a la familia Cyg, entre ellos
los &cidos 9,10-epoxi-18-hidroxioctadecanoico y 9,10,18-trihidroxioctadecanoico son
los mas abundantes, aunque algunos derivados insaturados pueden estar presentes como

componentes minoritarios de algunas cutinas (Heredia, 2003).

Ceras intracuticularcs ~ Cutina Ceras epicuticulares

Pared celular X
Pectina

Figura 1.2: Esquema de un corte transversal de una cuticula vegetal mostrando los principales
componentes que la constituyen tomado de Bukovac y col., (1981).

Hay que destacar que en la cuticula de algunas especies vegetales, tras la
extraccion de las ceras y la hidrolisis de la cutina, queda un material residual remanente
denominado cutan (Jeffre, 1996). Estudios llevados a cabo con cutan aislado a partir de
cuticulas de hojas de Agave americana y Clivia miniata, (Villenay col., 1996; Villena y
col., 1999) concluyen que el ndcleo de este material insoluble y resistente a la
despolimerizacion alcalina, esta formado por una red tridimensional amorfa de cadenas
polimetilénicas unidas mediante enlaces éter, con presencia de enlaces dobles y grupos
acido carboxilico libres. El cutan parece estar ausente por completo en la cuticula de
algunas especies, y en otras aparece en distinta proporcion dependiendo del estadio de

desarrollo de la planta o incluso de la zona de la misma (Tegelaar y col., 1991).

Desde un punto de vista quimico, las ceras cuticulares son una mezcla compleja
de diversos tipos de compuestos alifaticos donde cada uno de ellos puede contener
varias series homologas de compuestos (Hamilton, 1996). La cantidad de ceras presente
en diversas cuticulas vegetales suele ser pequefia, aunque los distintos componentes

presentes en las ceras cuticulares son muy variados.
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Como se decia anteriormente, las membranas cuticulares aisladas presentan en
mayor o menor proporcion, compuestos de naturaleza no lipidica tales como fenoles
libres, flavonoides, taninos y polisacaridos. EI modo de incorporacion y el papel
fisiologico de estos compuestos en la cuticula vegetal queda ain por ser aclarado
definitivamente. Desde un punto de vista meramente operativo, el conjunto de
compuestos quimicos anteriormente citado se denomina compuestos hidrolizables, dado
que son extraidos de las membranas cuticulares aisladas tras un exhaustivo reflujo a alta
temperatura en medio fuertemente acido (Riederer y Schonherr, 1984). La proporcion
de estos compuestos hidrolizables es muy variable y depende, principalmente, de la

naturaleza y del estadio de desarrollo de la especie investigada (Baker y col., 1982).

e Biosintesis

La biosintesis de monomeros de cutina desde las células y el ensamblamiento
extracelular para formar el biopolimero de cutina ha sido objeto de estudio durante
mucho tiempo (Stark y Tian, 2006). Los precursores de la sintesis de cutina son
sintetizados en las células epidérmicas y del parénquima (Mazliak y Pommier-Miard,
1963). Uno de los principales puntos de discusion sobre la biosintesis de la cutina esta
referido al transporte de mondémeros desde su lugar de sintesis hasta el lugar donde
serian incorporados a la cutina en crecimiento. Los &cidos grasos se sintetizan en el
cloroplasto, desde aqui se trasladan al reticulo endoplasméatico donde son modificados
guimicamente tras hidroxilacion y/o epoxidacion, después son transferidos hasta la
membrana plasmatica y desde aqui a la pared celular y la cuticula. En este sentido se
han barajado durante afios diversas hipotesis aunque los mecanismos moleculares del
fendmeno siguen siendo desconocidos. Durante la década de los 70 qued6 demostrada
qgue la biosintesis de cutina estd mediada por enzimas localizadas en las células
epidérmicas o en la cara externa de las paredes celulares epidérmicas (Kolattukudy y
col., 1981), y que tales enzimas requerian ATP y CoA (Kolattukudy, 1984), pero la
putativa hidroxiacil-CoA-cutina transacilasa que lleva a cabo dicha polimerizacion o

condensacion es aun desconocida (Stark y Tian, 2006).

Un enfoque y aproximacion diferentes a nuestro conocimiento sobre cutina ha
sido llevado a cabo por vez primera en nuestro laboratorio y que consiste en la sintesis

quimica de un poliéster alifatico idéntico a la cutina natural (Benitez y col., 2004). Los
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autores enfatizan la necesidad de investigar la coexistencia de una ruta de biosintesis

enzimatica de cutina que pudiese tener lugar por medios puramente quimicos.

¢ Propiedades

Propiedades hidrodindmicas

La cuticula minimiza la pérdida pasiva de agua desde la planta a la atmosfera y
disminuye la extrusién de iones organicos por causa de la lluvia (Tukey, 1979;
Schonherr, 1982). La baja permeabilidad de la cuticula a ambos, agua e iones, es un
prerrequisito para la existencia del transporte apoplastico y, de esta forma, para el

desarrollo terrestre de las plantas.

La cuticula actia como barrera pero, no obstante, no es absolutamente
impermeable al agua y, bajo ciertas circunstancias, no puede prevenir la desecacién de
la planta o la entrada de agua desde el exterior. La cuticula es una membrana permeable
tanto a compuestos polares como no polares, donde las ceras juegan un papel clave en la
reduccién de la permeabilidad, especialmente las ceras epicuticulares, las cuales
determinan la capacidad de la superficie para mojarse (Bukovac y col., 1981).

En relacion al agrietado de los frutos, Aloni y col. (1998) observaron diferencias
en cuanto a las tasas de transpiracién cuticular entre los cultivares susceptibles y los
resistentes al agrietado del fruto en distintas variedades de pimiento. Similares
resultados se han postulado para el agrietado de cerezas, donde la morfologia y
composicién quimica de la superficie (ceras epicuticulares) determinaria la capacidad de
la superficie para mojarse y la retencion de agua, condicionando asi la permeabilidad
del agua a través de la cuticula y siendo un factor diferenciador de la susceptibilidad al

agrietado (Bukovac y col., 1999).

Propiedades térmicas

Aunque altas temperaturas han sido repetidas veces correlacionadas con un
incremento en el agrietado, no se han elaborado hipdtesis concretas sobre el mecanismo
de accion en el fruto. Se conoce que la temperatura afecta a las propiedades de un
material dado influyendo directamente sobre su modulo elastico. No se conocen trabajos

que hayan estudiado el efecto de la temperatura sobre las propiedades mecanicas de las
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cuticulas aisladas, aunque si sobre otras propiedades fisicas como la permeabilidad
(Buchholz y Schénherr, 2000). Muy pocos trabajos han centrado su atencion en los
cambios debidos a la temperatura de las propiedades de la cuticula y de su interaccion

con el agua que contiene.

Lendzian y Kerstiens (1991) indicaron que la existencia de un estado vitreo en la
cutina dependeria probablemente de la temperatura y del contenido de agua de la
misma: la cuticula en condiciones anhidras es relativamente rigida, mientras que mojada
tiene un aspecto méas blando. Estos autores llevaron a cabo una estimacion de la
temperatura de transicion vitrea de la cutina de frutos de tomate a partir de un método
tedrico desarrollado por Hopfinger y col. (1988), llegando a la conclusion de que esta

cutina debe tener una T4 comprendida entre -70° y -10°C.

Schreiber y Schénherr (1990) estudiaron las transiciones de fase y los
coeficientes de expansion térmica de cuticulas aisladas de diversas especies vegetales
inducidas por la temperatura. Todas las cuticulas estudiadas presentaron transiciones de
fase de segundo orden, no asignadas en principio a transiciones vitreas, en un rango de
temperatura que va desde 38°C (en hojas de Nerium L.) hasta 55°C (en hojas de Olea
L.). Estos autores concluyeron que los coeficientes de expansion térmica y las
transiciones de fase eran debidos al polimero matriz (residuo que queda tras la
extraccion de las ceras cuticulares a la cuticula) mas que a la cutina. Adicionalmente,
estos autores apuntaron que el incremento en la permeabilidad al agua de la cuticula por
encima de la temperatura de transicion de fase, observado experimentalmente, era
debido a un incremento en el desorden de la interfase existente entre el polimero matriz

y las ceras cuticulares.

Luque y Heredia (1994, 1997) estudiaron mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC), las transiciones de fase que caracterizaban a las membranas cuticulares
aisladas de frutos de tomate. Estos autores observaron que la cuticula de dichos frutos
presentaba una temperatura de transicion vitrea, Ty, alrededor de -30° C. Recientemente,
Casado y Heredia (2001) pusieron a punto un método basado en el analisis del calor
especifico mediante (DSC) que ha permitido conocer el comportamiento térmico de los
componentes de la cuticula con mayor detalle.
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En cuanto a las propiedades térmicas de la cutina, puede afirmarse que a pesar
de la pequenfa fraccion que la cutina supone frente al total del peso de la hoja o el fruto,
ésta ejerce un papel fundamental como termorregulador. Investigaciones llevadas a cabo
con cuticulas y cutinas aisldas de diversa procedencia han puesto de manifiesto que
éstas poseen una alta capacidad calorifica (Luque y Heredia, 1997; Casado y Heredia,
2001a; Casado y Heredia, 2001b). El calor especifico de la cutina es del orden de 2-2.5
JK'g?, mientras que, como dato comparativo, el de la celulosa, componente
mayoritario de las paredes celulares, es s6lo del orden de 1.5 JK™'g™. Puede afirmarse,
que a pesar de que el material cuticular aparece Unicamente como un componente
minoritario en el total de la masa de las hojas y los frutos, este juega un importante

papel como termorregulador en las interacciones de las plantas con el medio ambiente.

Propiedades mecanicas

En los ultimos afios una nueva funcién de la cuticula vegetal empieza a ser
reconocida entre los diversos autores. La cuticula podria servir como un soporte
estructural con capacidad mecanica para resistir fuerzas de deformacién, principalmente
de tension, en Organos vegetales carentes de otras estructuras mas resistentes como
ciertos frutos globosos (Wiedemann y Neinhuis, 1998), entre los que el tomate, la uvay
la cereza serian algunos ejemplos, asi como en estructuras especializadas con
requerimientos muy especificos de elasticidad, como es el caso de los movimientos
tigmonasticos de los filamentos estaminales de las flores de Cirsium horridulum Michx.
(Marga y col., 2001).

Las propiedades mecanicas de un tejido dependen, entre otros factores, de la
composicion asi como de las relaciones moleculares que se establezcan entre los
diferentes componentes, siendo importante determinar si el tejido se considera una
estructura de naturaleza homogénea o si es un material compuesto donde los diferentes
componentes se organizan de forma heterogénea. En este Gltimo caso las propiedades
mecanicas del tejido dependeran tanto de la relacidn entre los diferentes componentes
como de las propiedades de cada uno de ellos (Niklas, 1992a; Spatz y col., 1999).

Son varios los métodos que ofrecen una vision complementaria de las
propiedades mecénicas de las cuticulas vegetales en su conjunto (Stark y Tian, 2006).

La técnica conocida como microscopia de fuerzas atomicas (AFM) provee la
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oportunidad de la caracterizar in situ la superficie, considerando tanto la topologia como
la respuesta mecanica del material. La técnica de resonancia magnética nuclear (RMN)
también se emplea par el estudio de estas propiedades, revelando informacion de la
composicion molecular del material y su estructura (Stark y Tian, 2006). Estas técnicas
pueden complementar la informacion que aportan las clasicas curvas de esfuerzo-
deformacion o curvas de traccion, en las que se aplica una carga o tension a una lamina
del material y se estima el grado de deformacion obtenido como respuesta del material.
Las principales variables que condicionan estos ensayos son, ademas de las propiedades
del material, el tiempo de aplicacion de la carga, la temperatura y la humedad del
material (Niklas, 1992a).

La humedad, la presencia de agua bien por hidratacion o mojado, tiene
importantes consecuencias sobre el comportamiento de un material. El agua se
comporta principalmente como un agente plastificador que se intercala entre las cadenas
y los grupos funcionales disminuyendo la interaccion entre estos, resultando en un
material menos rigido y méas deformable, con caracteristicas viscoelasticas. Se ha
documentado que la cuticula aislada de frutos de tomate se comporta como un material
viscoelastico que responde a la hidratacion modificando ademéas sus propiedades
mecanicas (Petracek y Bukovac, 1995). No obstante, la hidratacién de una cuticula de
fruto de tomate no es un proceso lineal sino que depende del grado de humedad relativa

al que esté expuesto (Luque y col., 1995a).

A pesar de este nuevo enfoque en el estudio de las cuticulas vegetales, existen
muy pocos trabajos que estudien las propiedades mecénicas y reoldgicas de las cuticulas
aisladas y su relacion con la humedad relativa y ninguno sobre el efecto de la
temperatura. En cualquier caso, estos trabajos no discuten ni abordan directamente su

papel en el agrietado del fruto.

La cuticula del fruto de tomate, al ser un material fundamentalmente amorfo, se
considera que no presenta ejes principales de simetria y, de este modo, la aplicacion de
esfuerzos tipo uniaxial no presenta problema alguno. Siempre que se tenga en cuenta
que los esfuerzos uniaxiales revelan médulos de tension menores que cuando el mismo
material es sometido a esfuerzos bi-dimensionales, simulando la tension generada en un

fruto esférico (Bargel y col., 2004). Sin embargo, a nivel estructural y morfolégico la
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presencia de los denominados compuestos hidrolizables le confiere a la cuticula vegetal
la caracteristica de ser una membrana heterogénea desde un punto de vista biomecanico.
En este sentido, la presencia de material polisacarido localizado fundamentalmente en la
parte interna de la cuticula le confiere a ésta una extensibilidad menor que la que

presenta la superficie externa cubierta de ceras epicuticulares (Wilson y Sterling, 1976).

e Métodos de estudio en base a la composicion y ultraestructura de la cuticula

Recientemente se han empleado una serie de técnicas de analisis no destructivas
para el estudio de la estructura de la cutina, lo que ha posibilitado la obtencion de una
gran cantidad de datos complementarios a los estudios clasicos con técnicas que
requerian de la despolimerizacion y posterior anélisis de los mondémeros solubilizados.
En este sentido, en nuestro laboratorio se han llevado a cabo estudios mediante
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier mediante la cual se ha podido
determinar el grado de pureza de la cuticula aislada y las caracteristicas quimicas de la
misma tras despolimerizaciones selectivas y parciales (Luque y col., 1995a; Villena y
col., 2000). También se han llevado a cabo investigaciones mediante difraccion de rayos
X de cutinas purificadas de diversos frutos. Estos analisis han dado como resultado la
definicion de un modelo de cutina con una estructura fundamentalmente amorfa que
actia como un denso tamiz con dos espacios o distancias interplanares principales
alrededor de 1.0 y 0.45 nm (Luque y col., 1995a).

La mayoria de los estudios realizados mediante resonancia magnética nuclear en
estado solido (RMN), otra técnica empleada en el estudio de la cuticula vegetal,
describen la cutina como una red fundamentalmente amorfa y moderadamente flexible
entre cadenas, con movimientos restringidos en determinados sitios de entrecruzamiento
(Zlotnik-Mazori y Stark, 1998). Mas recientemente, la espectroscopia de RMN en dos
dimensiones, se ha usado para investigar los cambios producidos tras una
despolimerizacién parcial de la cutina de frutos de tomate (Fang y col., 2001). Estos
trabajos han confirmado los llevados a cabo mediante las investigaciones quimicas mas
clasicas: la cutina se mantiene unida principalmente mediante enlaces éster de los
alcoholes primarios y alrededor de la mitad de los alcoholes secundarios actlan

entrecruzando las cadenas.
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Introduccién

Recientemente se ha descrito en la literatura un ejemplo de estudio tedrico sobre
la estructura molecular de la cutina. Mediante célculos de dindmica molecular se ha
podido modelizar graficamente una estructura inicial de lo que podria ser un fragmento
oligomérico de cutina. Estos estudios sugieren que la cutina es una red moderadamente
flexible con fuertes restricciones, principalmente en los sitios de entrecruzamiento de
los grupos funcionales éster (Matas y Heredia, 1999). De este estudio tedrico se pueden
extraer dos conclusiones importantes: la existencia de un espaciamiento molecular de
0.4-0.5 nm entre las abundantes cadenas metilénicas del polimero y, a nivel dinamico, la
continua formacion de cavidades y huecos en la estructura de la cutina. Este tipo de
investigacion ha servido también para analizar te6ricamente el comportamiento del agua
dentro de la matriz de cutina. En este sentido, el andlisis teérico ha mostrado que las
moléculas de agua oscilan durante largos periodos de tiempo alrededor de ciertas
posiciones discretas y realizan rapidos saltos de posicidn entre ellas. Los coeficientes de
difusion calculados mediante esta simulacion tedrica son muy parecidos a los obtenidos

experimentalmente (Matas y Heredia, 1999).
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Obietivos

Los objetivos planteados en este trabajo fueron los siguientes:

e Evaluar la incidencia de agrietado en campo de dos cultivares de tomate tipo
cherry con distinta susceptibilidad al agrietado, y ver como influye la aplicacion
de soluciodn salina en el agua de riego en el porcentaje total de agrietado.

e Estudiar las fluctuaciones diarias de crecimiento de frutos en estado maduro y
correlacionarlo temporalmente con el agrietado del fruto.

e Estudiar los caracteres morfolégicos y las propiedades mecanicas de la
epidermis y la cuticula del fruto en dos estadios de desarrollo de frutos de
tomate bajo tratamiento salino.

e Analizar bajo diferentes condiciones de humedad relativa y temperatura las
propiedades mecanica de la cuticula aislada y de la cutina de frutos de estadio
rojo maduro y verde maduro de dos cultivares con distinta susceptibilidad al
agrietado.

e Disefiar un método de obtencion selectiva de los polisacaridos asociados a la
cuticula y caracterizar los polisacaridos obtenidos a partir de cuticula aislada

estudiando su disposicion, orientacién y composicion.
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Los trabajos recogidos en la presente Memoria se realizaron en la Estacion
Experimental “La Mayora” principalmente a partir de dos campanas; un cultivo de
primavera-verano en 2004 y otro de primavera-verano en 2005. Los detalles de cada
cultivo asi como y los ensayos aplicados a las muestras recogidas y los genotipos

estudiados se recogen a continuacion.

Instalaciones

Los ensayos de campo asi como los distintos muestreos fueron realizados en las
instalaciones de la Estacion Experimental “La Mayora”, perteneciente al Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas, situada en el término municipal de Algarrobo
(Mélaga), con coordenadas 36° 40’ Norte, 4° 29’ Oeste. Se llevaron a cabo en un
invernadero multitunel, lo cual permitié controlar mucho mejor los factores ambientales
por su altura y ventilacion, teniendo ademds una mayor hermeticidad y por tanto un
mejor control de la entrada de plagas. Tales ensayos fueron realizados en dos campafias
de primavera-verano: cultivo 2004, donde se emplearon 2 soluciones de riego con
distinta concentracién salina (0 mM NaCl como testigo y 50 mM NacCl) y cultivo 2005,
donde se probaron 2 soluciones de riego con distinta conductividad eléctrica (baja y

6.5dSm™" de Conductividad eléctrica-CE).

El invernadero donde se realiz6 el cultivo tenia unas dimensiones de 60 m de
largo por 24 m de ancho y una estructura que se alzaba a 4.5 m en el canal de desagiie y
6 m en el cenit del arco. El invernadero tenia apertura cenital (ventilaciéon denominada
supercénit) y ventanas laterales a lo largo de las dos bandas longitudinales lo que
proporciono una superficie de ventilacion total del 27% de la superficie del invernadero.
Todas estas aperturas estaban protegidas por malla anti-trips de 10 x 16 hilos cm™. El
material de cubierta era polietileno de larga duracion con un espesor de 800 galgas. El
invernadero estaba dotado con una camara de entrada provista de doble puerta, asi como
de un ventilador para crear una sobrepresion que impulsaba el aire hacia la calle con

objeto de evitar en lo posible la entrada de plagas, en especial de Bemisia tabaci Genn.

El invernadero estaba dividido por un pasillo central con orientacion Norte - Sur,

siendo las hileras de cultivo perpendiculares al pasillo central (orientacion Este - Oeste)
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y pareadas con 0.7 m y 1.3 m de separacion entre hileras. El ensayo no ocup6 toda la
superficie del invernadero.

La red de riego estaba constituida por una serie de depdsitos para preparar
soluciones nutritivas independientes. Cada depésito tenia una capacidad de 1 m’, estaba
dotado de una bomba que impulsaba la solucion por la correspondiente tuberia
portarramal y de ella salian las tuberias portagoteros. Los portarramales y los
portagoteros eran tuberias de polietileno de 50 y 10 mm de didmetro respectivamente.
Los goteros instalados eran autocompensantes de 3 L h™'. Paralelamente se disponia de
otros depdsitos donde se preparaba la soluciéon madre que se distribuia después a los

depositos de 1 m® que contenian la solucién nutritiva de riego.

El sustrato utilizado en cada ensayo fue arena colocada en macetas de 20 L.
Cabe comentar que este sustrato presenta un excelente drenaje y una escasa retencion de
agua, motivo por el cual hay que dar riegos con muy poco volumen y muy frecuentes.
Esa falta de retencion del agua hace que se concentre muy poco la solucion nutritiva en
el sustrato, a lo que contribuye también el constante lavado producido por la altisima

frecuencia de riegos, motivo por el cual se eligi este sustrato experimental.

Material Vegetal

Se eligieron dos genotipos de tomate tipo cereza que respondiesen con
sensibilidad alta y muy baja al agrietado. Para ello contamos con la experiencia de
cultivo de afios anteriores y en base a esta experiencia se eligieron Cascada hibrido F1
comercial, muy resistente al agrietado, y Gardeners Delight, como variedad

extremadamente sensible.

Cascada F1 (Zeraim Ibérica), es un hibrido de porte indeterminado con planta de
entrenudos medios y follaje oscuro. Produce ramilletes divididos en racimos simples
donde los frutos estan organizados a ambos lados del raquis. Los frutos son redondos,
muy ligeramente aplastados, con hombros de color verde suave que desaparecen en la
madurez, quedando de color uniforme; el calibre oscila entre 32 y 34 mm y el peso
medio entre 20 y 25 g. Maduran con un color rojo brillante, incluso cuando se cosechan
con altas temperaturas. Los frutos son de sabor dulce, muy jugosos y muy tolerantes al

agrietado tanto en condiciones de otofo-invierno como de primavera-verano. Su dureza
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permite una recoleccion en estado 6ptimo de madurez, tanto en frutos sueltos como en
ramilletes. El céliz es de tamafio medio y permanece verde, al igual que el raquis del
ramillete, después de alcanzar la maduracion. Este hibrido estd orientado a la
recoleccion en frutos sueltos aunque a veces se dedique también a la recoleccion por
racimos. Fue seleccionado por su gran resistencia al agrietado, aunque es un hibrido no
bien aceptado por el comercio debido a su aspecto achatado y porque los frutos pierden

consistencia con las altas temperaturas.

Gardeners Delight, es una variedad antigua de fruto tipo cereza, empleada en el

Reino Unido para pequefios cultivos en jardines donde también se usa, a veces, como
planta ornamental. El porte es indeterminado, con entrenudos cortos, apice arrepollado y
crecimiento relativamente lento. Hoy no puede competir con los cultivares actuales ni
en productividad ni en calidad. En nuestros experimentos se ha incluido por su gran

sensibilidad al agrietado.

Labores culturales

El cultivo se desarrolld entre el 12 de enero, fecha en la que se sembro, el 14 de
febrero, fecha en la que se trasplanto al invernadero definitivo y finales de junio cuando
se di6 la ultima recoleccion. Las plantas continuaron en el invernadero con otros

propositos.

¢ Siembra y transplante

La siembra de la planta se hizo en un semillero en vermiculita el 12 de enero y el
trasplante un mes mas tarde, el 14 de febrero. En el invernadero se colocaron hileras de
20 macetas regadas por un ramal. Se transplantdé una planta por maceta de las
variedades Cascada y Gardeners Delight. En la Figura 2.1 puede verse el aspecto de las

plantas pocas semanas después del trasplante.

La planta de tomate, en cultivares vigorosos y de crecimiento indeterminado,
puede alcanzar hasta 10 m de longitud, de ahi que sea necesario una correcta
conduccion para permitir el paso de operarios y realizar las practicas culturales
pertinentes (Van de Vooren y col., 1986). La conduccion de la planta se llevd a cabo

mediante tres técnicas culturales que son: poda, entutorado y despunte.
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¢ Poda y entutorado

Las plantas se podaron a un tallo, tal como es practica habitual en el cultivo
comercial de tomate bajo invernadero en cultivares de habito de crecimiento
indeterminado. En todos los casos, las plantas se entutoraron con una rafia atada a la
base del tallo, enrollada a lo largo del mismo y sujeta por arriba a lineas de alambre.
Estas lineas de alambre se encontraban sujetas a la estructura del invernadero a una
altura de 2 m. En los cultivares méas vigorosos, cuando las plantas alcanzaron esta altura,
se dejaron descolgar hacia el suelo guidndolas con una rafia y de nuevo se entutoraron
hacia el alambre alcanzando en algunos casos unos 5 metros. El marco de plantacion

empleado supuso una densidad aproximada de 2.5 plantas m™. (Castilla, 1995).

=

v’

Figura 2.1: Diposicion de las plantas en el invernadero multitinel, semanas después del trasplante.
e Cuajado de frutos
En estos cultivos no se realizd tratamiento hormonal, s6lo se dieron pases con
vibrador, tres por semana, hasta el final del cultivo.
e Abonado

El agua con que se prepard la solucidon nutritiva se recogia directamente del rio
Algarrobo, se almacenaba en una balsa y desde ella se impulsaba a los depositos cuando
se necesitaba. Las formulaciones de las soluciones empleadas en cada tratamiento

figuran a continuacion en las tablas 1 y 2.
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Tabla 2.1: Composicion de las soluciones de riego empleadas para preparar 1000 1 de
solucion nutritiva en cada caso concentrada 200 veces. El resto hasta completar los 1000 1

es de agua de riego.

Testigo 50 mM NaCl
Nitrato amonico 10 kg 10 kg
Epsomita 453.5 kg 453.5 kg
Acido fosforico 147 kg 147 kg
Acido nitrico 94.5 kg 94.5 kg
Nitrato potasico 769.5 kg 769.5 kg
Cloruro célcico 548.5 kg 548.5 kg
Sal comun - 2939.2 kg
Acido clorhidrico 701 701

Tabla 2.2: Composicion de las soluciones de riego empleadas para preparar 1000 1 de
solucion nutritiva en cada caso. El resto hasta completar los 1000 1 es de agua de riego.

Testigo 6.5dSm™

Nitrato calcico 11 11
Acido fosférico 125 ml 125 ml
Acido nitrio 125 ml 125 ml
Nitrato potésico 11 11
Sulfato potésico 9.751 9.751
Microelementos 200 mg 200 mg
Sulfato de magnesio 11 141
Cloruro calcico - 4371
Sulfato sédico - 27.94 1

El aporte de la solucion nutritiva estuvo controlado por un programador de riego
con riegos de una duracidon de 2 min. Al principio de cada cultivo se dieron 20 riegos
diarios repartidos entre las 9:00 y las 18:00 h, que posteriormente se adaptaron
suministrando un riego cada hora en punto, y manteniendo los riegos correspondientes a

las horas centrales del dia cada media hora.

Descripcion de los estadios de maduracion muestreados

Para el desarrollo de este trabajo se tomaron frutos recolectados en estadio verde
maduro (VM) y rojo maduro (RM) de los cultivares Cascada (Ca) y Gardeners Delight
(GD) de tratamientos salinos (50 mM NaCl y 6.5 dSm™ de Conductividad Eléctrica) y

sus correspondientes testigos.

Parte de los frutos fueron procesados para la obtencion de cuticula aislada,
empleada posteriormente para la determinacion del peso especifico, ensayos mecanicos,
determinacion del grosor (necesario para normalizar los datos de los ensayos mecéanicos

de fluencia realizados con cuticula aislada) y obtencion de polisacéridos.
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Por otro lado, se emplearon frutos enteros para la obtencion de muestras de
pericarpo, a modo de segmentos con forma rectangular, necesarias para realizar el
estudio morfologico de las células epidérmicas del fruto y el grado de invaginacion de la
cuticula en éstas, asi como para los ensayos mecanicos de fractura y carga-descarga

secuencial realizados con epidermis.

Los ensayos de campo (curvas de crecimiento, evaluacion de agrietado
poscosecha, induccion de agrietado, estudio de las fluctuaciones de crecimiento), asi
como los ensayos mecanicos de carga-descarga secuencial y obtencion de polisacaridos
fueron llevados a cabo con frutos regados con solucion de alta conductividad eléctrica
(6.5 dSm™) y sus respectivos testigos. El pericarpo de frutos correspondientes al grupo
de tratamiento salino 50 mM NaCl asi como los testigos correspondientes fueron
empleados para los estudios morfologicos realizados, asi como para los ensayos

mecanicos de fractura.

Curvas de crecimiento

A los 60 dias del trasplante se etiquetaron 25 flores en el mismo estadio
fenolégico en cada una de las variedades y tratamientos para su posterior medicion
mediante un pie de rey digital. La evolucion del didmetro transversal de los frutos
comenzd una semana después del etiquetado de las flores (Fig. 2.2) y se continud
midiendo una vez cada 7 dias hasta los 32 dias después de antésis (dda) y
posteriormente cada 3 dias hasta el final del seguimiento, para caracterizar con detalle el
periodo de maduracion. La evolucion del didmetro transversal se sigui6 hasta los 67 dda
en ambos cultivares y tratamientos, momento en que el fruto culmind su proceso de
madurez excepto en el caso de los frutos de Gardeners Delight del tratamiento testigo
que se mantuvo hasta los 62 dda, ya que muchos de los frutos empezaron a agrietarse o

simplemente a perder turgencia y por tanto disminuir el tamafio.
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Figura 22: Detalle del etiquetado de flores en la planta para la curva de crecimiento de los frutos.

Evaluacion del porcentaje de agrietado poscosecha y peso medio del

fruto

Se dedicd una primera semana a recoger todos los frutos que habian madurado
desde el principio del cultivo; asegurandonos de esta forma que el recuento de frutos
agrietados correspondia al periodo en que se estaba evaluando. Dos semanas después se
dedico un dia a recoger y desechar todos los frutos agrietados que se encontraban en
cada planta. Una semana mas tarde se procedié a la primera evaluacion de la tasa de
agrietado natural poscosecha, recogiendo todos los frutos maduros y distribuyéndolos
en bolsas independientes para cada cultivar y tratamiento. Se registro el peso de cada
bolsa con una balanza electronica digital de alta sensibilidad y se hizo recuento de los
frutos agrietados y enteros por bolsa. El peso medio del fruto se determin6 dividiendo el
peso de cada bolsa entre el numero total de frutos que contenia. Los frutos agrietados se
desecharon una vez contados, mientras que los frutos enteros o no agrietados se
reservaron para ensayos posteriores (Induccion de agrietado por inmersion, extraccion
de cuticulas y toma de muestras para estudio morfologico). Dos semanas después se
recogieron todos los frutos agrietados, y una tercera se procedio a la segunda evaluacion

de agrietado natural poscosecha. Esta secuencia se repitio tres veces mas a lo largo del
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periodo de cultivo, completando asi las cinco recogidas para la evaluacion de agrietado

poscosecha presentadas posteriormente en el apartado de Resultados.

Induccidn de agrietado por inmersion

El método de evaluacion de la susceptibilidad mediante la induccion del

agrietado se baso en los protocolos descritos previamente por (Litcher y col., 2002).

Una vez terminado cada ensayo de evaluacion de agrietado poscosecha, se
tomaron 200 frutos enteros en estadio rojo maduro (RM) de cada cultivar y tratamiento.
El dia previo a la realizacion de cada ensayo de induccion, se introdujo la cantidad de
agua destilada necesaria para realizar el ensayo en una camara refrigerada a 10° C-12°
C para equilibrar la temperatura del agua con la de la cdmara. Para evitar la entrada de
agua o la desecacion por los tejidos de la cicatriz pedicular se colocaron los frutos en
una superficie estable con el punto de insercion del pedicelo hacia arriba y se aplicd una
gota de pegamento universal a cada fruto para que cubriera bien toda la zona sin invadir

la superficie de cuticula, dejandolos secar durante 5-10 minutos.

Una vez preparados los frutos, se distribuyeron 25 frutos por tarrina (tarrinas de
aluminio), a razén de 8 tarrinas por tratamiento y cultivar, de las cuales 4 se llenaron
con el agua destilada refrigerada en la camara hasta cubrir todos los frutos y otras 4
permanecieron sin agua (control del experimento). No fue necesario cerrar las tarrinas
ya que dada la temperatura de la cdmara, no tuvo lugar la evaporacion del agua
contenida. El recuento de frutos se realizo al dia siguiente (a las 20 horas
aproximadamente), registrando el nimero de frutos enteros y agrietados por tarrina. Los
ensayos de induccion de agrietado por inmersion se llevaron a cabo en las mismas
fechas que la evaluacion de la tasa de agrietado poscosecha y registro del peso medio

del fruto.
En algunos casos en los que la incidencia de agrietado fue muy baja, se

agruparon todas las repeticiones y se estimo la probabilidad de agrietado como la

fraccion de frutos agrietados respecto al total.

50



MENU SALIR

Materiales z Métodos

Estudio de las fluctuaciones diarias de crecimiento del fruto

Para el estudio de las fluctuaciones diarias de crecimiento se emple6 un sistema
de sensores de crecimiento de la casa comercial Phytech, programados para registrar el
valor del didmetro transversal del fruto cada 15 minutos durante todo el dia y la noche
con una resoluciéon de 0.01 mm. Tales sensores estan adaptados para frutos que
presenten un calibre de entre 15 y 70 mm. El empleo de sensores de humedad relativa y
temperatura del aire permitié conocer las condiciones del entorno cercano a los frutos
que estaban siendo estudiados. Los sensores de crecimiento fueron colocados en frutos
verdes maduros (VM) en fase final de crecimiento y se mantuvieron hasta finalizar el

proceso de maduracion de cada fruto.

Posteriormente, el andlisis de los datos permitid conocer el transcurso de un
ciclo completo del crecimiento diario de un fruto (Fig. 2.3) en las distintas fases de
crecimiento del mismo, mediante el estudio de los siguientes parametros:

e Inicio de crecimiento (A)

e Maximo de crecimiento (B)

e Minimo de crecimiento (C)

e Variacion intradia (C-B): Variacion del didmetro de un fruto dentro de un
mismo ciclo. Se calcula como la diferencia entre el momento de minimo crecimiento del
fruto al final de un ciclo diario y el momento de maximo crecimiento dentro de ese
mismo ciclo.

e Variacion interdia ((A+1)-A): Variacion del didmetro transversal de un fruto
de un dia a otro. Se calcula como la diferencia entre el punto de inicio de crecimiento de

un dia con respecto al punto de inicio de crecimiento del dia anterior
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Figura 2.3: Esquema de del registro de las variaciones diarias del diametro transversal de un fruto de
tomate en un dia de la fase de crecimiento. A: inicio de crecimiento de un ciclo; B: Didmetro maximo; C:
Diametro minimo al fina del ciclo.

Aislamiento de cuticulas

Para la extraccion de las membranas cuticulares de frutos de tomate se aplico el
procedimiento descrito por Orgell (1955) y modificado por Yamada y col. (1964) tal
como aparece en el trabajo de Petracek y Bukovac (1995). Se tomaron frutos en los
diferentes estadios de crecimiento seleccionados y se lavaron superficialmente con agua
destilada. Una vez lavados, los frutos se inspeccionaron visualmente para descartar
aquellos que presentaban dafios o irregularidades superficiales. Aquellos que no
presentaron anomalias superficiales fueron divididos en 4 secciones y con ayuda de un
escalpelo se elimin6 todo el tejido de pericarpo sin dafar la cuticula. Las muestras se
suspendieron en una solucidén acuosa de tampén citrato pH 4.0 (Panreac) con una
mezcla de celulasa (0.2% w/v, Fluka-Sigma, EC 3.2.1.4) y pectinasa (2% w/v, Sigma,
EC 3.2.1.15) de origen fungico. A la solucion de extraccion se le afiadio 1mM NaNj;
(Sigma) para prevenir el crecimiento microbiano. Para facilitar la infiltracion en el
tejido, se aplicd vacio a la solucion enzimatica conteniendo las muestras antes de ser
incubadas a 36° C en un bafio termostatizado con agitacion. Transcurridos entre 4 y 7
dias las cuticulas se separaron del tejido epidérmico y se cambid la solucion enzimatica.
Las muestras se mantuvieron durante otros 7 dias en las mismas condiciones.
Posteriormente, las membranas cuticulares se lavaron exhaustivamente en agua

destilada durante 2 dias para eliminar restos de la solucion enzimatica. Tras esto, se
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pasaron unos segundos por etanol 100% y se dejaron secar en una cdmara con gel de

silice durante 7 dias, conservandolas asi posteriormente para su estudio.

Determinacion del peso especifico

La cantidad de cuticula por unidad de area se determiné a partir de trozos de
membranas cuticulares aisladas a las que se les cortd los bordes, con el fin de obtener
laminas planas. Las muestras se dispusieron de forma extendida entre dos portaobjetos,
agrupando 10 trozos por réplica y 3 réplicas por cada muestra con el fin de calcular la
superficie total mediante un programa de captura (camara LCC-RCA) y analisis de
imagen (programa Visilog v 6.3 Noesis, Francia). Tras calcular la superficie de cada
grupo de cuticulas, se dispusieron en cdmaras con gel de silice para su completa
deshidratacion y posterior pesado. El peso especifico se expresdé como la media de la

cantidad de cuticula por unidad de area (ug cm™) de las réplicas de cada muestra.

Datos climatolégicos

Los valores diarios de humedad y temperatura de cada hora durante la época de
cultivo dentro del invernadero fueron registrados en La Mayora. Los datos referentes a
los niveles de radiacion en el exterior del invernadero fueron proporcionados por la
estacion meteorologica del instituto nacional de meteorologia situada en Malaga. Los
valores empleados en este trabajo pertenecen a las medias diarias de un periodo
correspondiente a un mes previo a la recogida del fruto para el posterior andlisis de la

cuticula.

Estudio morfoldgico

e Inclusion de muestras en resina

El protocolo de inclusion de las muestras en resina (Kit Leica Historesin) para su
posterior estudio morfologico conllevo los siguientes pasos:

e Fijacion: La fijacion del tejido previa a la inclusion se realizo en FAA (1 parte
fomaldehido, 1 parte de acetona, 18 partes de etanol) durante un minimo de 24 horas,

pudiendo conservarse durante varios meses a 4° C hasta el momento de la inclusion.
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e Deshidratacién: La deshidratacion del tejido se realizé en diluciones seriadas
de etanol al 70% (2 pases de 30 minutos), 80% (2 pases de 30 minutos) y 95% (2 pases
de 1 hora). No fue necesaria la total deshidratacion del tejido en etanol 100% dado que
el paso de preinfiltracion contenia etanol al 95%.

e Preinfiltracion: Previa a la infiltracion, tuvo lugar un paso de preinfiltracion
donde se incluy6 la muestra en una mezcla de la solucion de infiltracion y etanol 95%
(1:1) durante 1 hora para favorecer el contacto entre la muestra y la resina.
Posteriormente, se sometié a vacio durante unos minutos para facilitar la infiltracion de
la resina.

e Infiltracion: Se incluy6 la muestra durante 2 horas en la solucion de infiltracion
(50ml resina basica + 0.5g activador) y se someti6 de nuevo a vacio.

e Inclusién: La inclusion final de la muestra en resina (15ml de soluciéon de
infiltracion + 1 ml de compuesto endurecedor) se completd en 40-120 minutos a

temperatura ambiente

Los cortes se realizaron con un microtomo de rotacion Leica modelo RM2125,
con un grosor de 4 micras y se depositaron sobre gotas de agua en portas gelatinizados,

dejandolos secar en una estufa P Selecta a 37° C durante 24 horas.

¢ Preparacion de portaobjetos gelatinizados

Los cortes procedentes de cada muestra fueron depositados en portas
gelatinizados para favorecer la adhesion del corte al portaobjeto, especialmente durante
el proceso de tincion y lavado de la muestra. Para gelatinizar los portaobjetos fue
necesario mantenerlos en una solucion desengrasante (etanol 100% y éter dietilico en
proporcion 1:1) durante un minimo de 24 horas y lavarlos posteriormente con etanol. La
solucion de gelatina fue preparada calentando en una placa calefactora a 60° C 200 ml
de agua destilada y disolviendo 1 g de gelatina oro (Panreac) y 0.1 g de sulfato de
potasio y cromo (IIT) dodecahidrato (Merck). Una vez preparada la solucion de gelatina,
los portaobjetos fueron colocados en una canastilla y sumergidos durante 10 segundos
en la mezcla; tras este tiempo, se mantuvieron al aire durante 5 minutos y se volvieron a
sumergir en la mezcla de gelatina otros 10 segundos. Finalmente, se dejaron secar en

una estufa a 37° C durante 2 dias.
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e Determinacion del grosor de cuticula aislada

El grosor de las muestras de cuticula aislada necesario para el estudio de las
propiedades mecénicas se determind mediante su inclusion en resina segun el protocolo
expuesto anteriormente, y posterior andlisis del corte obtenido mediante un programa de

captura de analisis de imagen (Visilog-Noesis v 6.3).

e Tinciones histoldgicas

Todos los colorantes preparados fueron filtrados a través de una membrana de
0.2um de diametro de poro (Filtropur S 0.2) antes de ser utilizados. Durante el proceso
de tincion y lavado, se tuvo la precaucion de cubrir los portaobjetos para evitar la
degradacion del colorante, especialmente en aquellos compuestos que emitian

fluorescencia.

Tincion con azul de toluidina

La solucion colorante de azul de toluidina se prepard a una concentracion 0.5%
en agua destilada. (Considine y Knox, 1979). Los portaobjetos dispuestos en una placa
calefactora a 60° C se cubrieron durante 30 segundos con el colorante y se aclararon
posteriormente con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante. Las
preparaciones tefiidas con este colorante fueron observadas con microscopio Optico

convencional.

Tincion con calcofluor

La solucion colorante de calcofliior (Calcofluor White M2R, Sigma) se prepard
a una concentracion 0.1% en agua destilada. Los portaobjetos dispuestos sobre un
agitador orbital (Heidolph Polymax 2040) se cubrieron con calcoflior manteniendo la
agitacion durante 5 minutos. Posteriormente se procedio al lavado con agua destilada
durante 5 minutos en agitacién y finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente.
Para observar esta preparacion se empled un microscopio de fluorescencia marca Nikon
y modelo Eclipse E800, excitando con luz ultravioleta. Este compuesto se empled para
el estudio morfoldgico de las células epidérmicas, ya que al ser un compuesto que se
une de forma especifica a las fibras de celulosa, pone de manifiesto las paredes celulares
emitiendo fluorescencia en tono blanco-celeste cuando se excita con luz ultravioleta

(Luzay col., 1992).
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Tincion con auramina O

La solucién de auramina O se prepard a una concentracion 0.01% en tampon
fosfato 0.05M a pH 7.8 (Considine y Knox, 1979). Los portaobjetos dispuestos sobre un
agitador orbital (Heidolph Polymax 2040) se cubrieron con auramina O manteniendo la
agitacion durante 5 minutos y lavando posteriormente con agua destilada durante otros
5 minutos en agitacion. Finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente. Para
observar esta preparacion se empled un microscopio de fluorescencia marca Nikon y
modelo Eclipse E800, excitando con luz roja la muestra y captando la emision de
fluorescencia en tono verde claro. Este compuesto se empled para el estudio
morfologico de la cuticula ya que se une de forma especifica a compuestos lipidicos,
emitiendo fluorescencia en tono verde claro y poniendo de manifiesto la presencia de la

cuticula del fruto para el estudio de su grosor y grado de penetracion en la epidermis.

Tincion con rojo de rutenio

La solucion colorante de rojo rutenio se prepar6 en agua destilada, (0.2 g/l agua)
y se procedio a cubrir los portas con el colorante durante 1 hora, y posterior lavado
durante 20 minutos (Considine y Knox, 1979). Este compuesto es un colorante
especifico para la tincion de pectinas. Las preparaciones tefiidas con este colorante se
observaron con un microscopio Optico convencional marca Nikon y modelo Eclipse

E400, revelando la presencia de pectinas en un tono rosa.

¢ Estudio morfoldgico de las muestras de pericarpo

Para conocer los pardmetros morfologicos de las muestras de pericarpo de fruto,
fue necesario trabajar sobre imdagenes digitales, dado que el empleo de colorantes
fluorescentes requeria de un microscopio de fluorescencia para poder apreciar la
emision de la fluorescencia a la longitud de onda indicada. El microscopio de
fluorescencia empleado llevaba acoplada una camara digital de alta resolucion (Nikon
DXM1200) que a su vez estaba conectada a un ordenador donde estaba instalado el
programa ACT-1 disefiado para la captacion, almacenaje y modificacion de fotografias.
Asi, las muestras de pericarpo fueron incluidas en resina y cortadas segiin el método
detallado anteriormente. Se realizdé una tincion doble en cada corte de muestra de
pericarpo con Auramina O y Calcofluor, lo cual permitié estudiar el grosor de la
cuticula, su grado de invaginacion en la epidermis asi como la morfologia de las células

epidérmicas en la misma muestra variando el filtro de excitacion de la luz a la que se
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exponia la muestra, poniendo asi de manifiesto la tincidon correspondiente a uno u otro

colorante (Fig.2.4).
CUTICTULA
¢ 2o Invaginacion (1)
'.‘ Grosor (2)
=
CELULA
EPIDERMICA

Anchura celular (1)
Longitud celular (2)

Figura 2.4: Detalle de una microfotografia de un corte de epidermis de fruto tefiido en Auramina O (parte
superior- Cuticula) y Calcofluor (parte inferior-Epidermis). Las flechas indican las zonas consideradas
para medir los distintos parametros de morfometria indicados

Para medir el grosor de la capa de colénquima necesario para normalizar los
datos de las propiedades mecéanicas de la epidermis se empled el colorante azul de
toluidina, lo cual permitidé observar a la vez tanto la cuticula como el tejido
colenquimatico. Este colorante fue empleado también para contrastar las cuticulas
aisladas de frutos del estadio verde maduro y medir su grosor, empleado posteriormente
para normalizar los valores de las propiedades mecénicas estudiadas con cuticula
aislada; las muestras de cuticulas aisladas de frutos del estadio rojo maduro no
necesitaron ser contrastadas ya que dada su coloraciéon natural fueron facilmente

observadas con un microscopio Optico convencional.

Estudio de las propiedades mecanicas

Se estudiaron las propiedades mecanicas de la epidermis, la cuticula y la cutina
de los frutos de tomate bajo distintas condiciones y distintos ensayos mecanicos. Dos
dispositivos especiales, extensiometro y texturdmetro, permitieron desarrollar este

apartado.
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e Extensiometro

El estudio comparativo de las propiedades mecanicas de la cuticula y la cutina
de los frutos se realizd empleando un extensidmetro equipado con un transductor de
sefial de desplazamiento linear (Mitutoyo, Japon) que fue especificamente disefiado para
este trabajo con cuticulas de tomate por el Ingeniero Maximo L. Romero y construido
en los laboratorios de mecanizado de la Universidad de Malaga. El equipo disenado fue
similar al descrito por Kutschera y Schopfer (1986). Se obtuvieron segmentos
rectangulares de las membranas cuticulares aisladas usando bloques metalicos de
medidas conocidas (3 mm x 9 mm). Cada pieza se inspecciond mediante una lupa
binocular (60x) y luz fria para determinar la ausencia de grietas o defectos antes de
realizar el ensayo mecéanico. Con este dispositivo fueron llevados a cabo los ensayos de

fluencia descritos posteriormente.

Fijacion de las muestras

Los segmentos de cuticula aislada y cutina, sin defectos aparentes, fueron fijados
al extremo de cada uno de los brazos de acero del dispositivo para lo que se empled una
pequena cantidad de pegamento (cianocrilato) de secado répido, de tal forma que la
cuticula formara una superficie plana con el eje de desplazamiento del brazo mévil,
intentando minimizar las tensiones inespecificas propias del uso de pinzas y dispositivos
similares (Fig. 2.5). El dispositivo permitié la colocacion de un recipiente alrededor de
la muestra y los brazos del extensiometro tal que se pudo equilibrar el sistema con una
solucion tampdén (Kutschera y Schopfer, 1986; Petracek y Bukovac, 1995). Todo el
conjunto fue dispuesto en una camara cerrada (Selecta Hotcold-M) que permitid
controlar la temperatura y la humedad relativa. Cada muestra se mantuvo en el interior
de la cdmara del extensiometro al menos 30 minutos antes de realizar el ensayo para

permitir que equilibrara su temperatura y contenido hidrico con el medio.
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Figura 2.5: Imagen del sistema de sujecion disefiado para fijar las muestras de cuticula en el
extensiometro

Puesta a punto del método del aparato

Para comprobar si el pegamento pudiera contribuir a la medida de extension al
deformarse durante las curvas de traccion, se realizaron varias curvas usando el
pegamento y chapas metalicas de acero cortadas con medidas similares a las que
tendrian las muestras. Estas curvas se realizaron tanto en atmodsfera de aire como
sumergidas en tampon. Los resultados indicaron que la deformacién que sufria el
pegamento, en el rango de fuerzas aplicadas a la cuticula, era tan pequefia que se asumid
que toda la deformacion obtenida en una muestra de cuticula correspondia a la propia

deformacion de la muestra y no al pegamento.

e Texturometro

El estudio de las propiedades mecéanicas de la epidermis y correspondiente
cuticula se realizdo empleando un texturometro comercial. Con este dispositivo fueron
llevados a cabo los ensayos de fractura y de carga-descarga secuencial descritos

posteriormente.

Fijacién de las muestras

A partir de los frutos recolectados se obtuvieron segmentos rectangulares de
seccion paralela al pericarpo del fruto (alineadas tanto en sentido longitudinal como
ecuatorial respecto al eje pedicelo-dpice del fruto) utilizando dos cuchillas paralelas
unidas entre si mediante un bloque de metal para asegurar un grosor del segmento

uniforme y repetible (Figura 2.6). El grosor del segmento (eje X del muestra) fue de 5
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cm para muestras de pericarpo del estadio RM y de 2.5 cm para muestras del estadio
VM; la diferencia del grosor del segmento segun el estadio de maduracion se debio a la
rigidez aparente del tejido, siendo necesario disminuir el grosor de las muestras de
pericarpo del estadio VM para facilitar su adhesion a la chapa metalica. La longitud de
los segmentos vario en funcion de las diferencias en tamafio y forma de los distintos
frutos. Cada muestra de pericarpo fue depositada en una placa Petri con la parte
subepidérmica en contacto con papel de filtro (previamente hidratado con el jugo y la
pulpa del mismo fruto del cual fue tomada la muestra). Este procedimiento fue
empleado para reducir la deshidratacion, mantener la osmolaridad del tejido y evitar el
mojado de la cuticula en su superficie externa. Se tomaron 2 muestras de pericarpo de
cada fruto de un total de 7 frutos por cada cultivar, estadio y tratamiento. Asi mismo, se
tomaron muestras de pericarpo de los frutos RM de ambos cultivares para el aislamiento
de la cuticula y posterior estudio de sus propiedades mecanicas. Una vez aisladas, las
muestras de cuticula se mantuvieron en tampdn citrato hasta ser examinadas
microscopicamente para determinar su integridad y estimar las dimensiones de la
seccion transversal antes de aplicar los ensayos mecéanicos sin dejar que se deshidrataran

en ningun momento.

Figura 2.6: Imagen del sistema de sujecion disefiado para fijar las muestras de cuticula en el
extensiometro

Para realizar los ensayos mecanicos, las muestras de piel y sus correspondientes
cuticulas se montaron en dos pequefias chapas de metal las cuales fueron ancladas en un
gancho superior y otro inferior sujetos a los cabezales moviles del texturometro. Las

muestras se sujetaron a las chapas metalicas mediante una pequefa cantidad de
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pegamento de secado rapido con base de cianocrilato, extendido entre la cara externa de

la cuticula de cada muestra y el metal.

Puesta a punto del método del aparato

Al igual que con el extensiometro, se realizaron varias pruebas de extension con
las chapas metalicas y el pegamento empleado en este aparato para comprobar que la
deformacion obtenida en una muestra de cuticula correspondia a la propia deformacion

de la muestra y no al pegamento.

¢ Tipos de ensayos

Ensavo de Fluencia-Creep

Los ensayos mecanicos aplicados a las muestras de cuticula aislada y cutina de
fruto de tomate consistieron en una serie sucesiva de ensayos de fluencia. Para
determinar los cambios en longitud, cada segmento de cuticula (o de cutina) se mantuvo
en tension con carga constante durante 20 minutos. Durante este periodo se registré la
extension longitudinal de la muestra cada 3 s mediante la conexion del dispositivo
digital del extensiometro a un ordenador por el puerto RS232 y un software de captura
de datos (Telix). Cada muestra se sometid a una secuencia ascendente de tensiones
sostenidas desde 0.098 N hasta que se producia la fractura, manteniendo incrementos en
la carga de 0.098 N y sin permitir la recuperaciéon de la extension alcanzada. Para
determinar el esfuerzo soportado, la fuerza de tension aplicada en cada prueba se

normaliz6 por el area de la seccion transversal de la muestra.

. Obtencion de parametros

El diagrama esfuerzo-extension se obtuvo representando el esfuerzo aplicado
frente a la maxima deformacion longitudinal obtenida después de 20 minutos (Figura
2.7). Para cada muestra se estimaron el modulo de tension o médulo eléstico aparente
(E, MPa) que se utiliz6 como estimador de la rigidez de la muestra, el esfuerzo en el
punto de fractura (op, MPa) usado como indicador de la resistencia de la muestra y la
maxima deformacién en el punto de fractura (&), asi como las posibles relaciones que
se establecieran entre ellos a través de las condiciones de ensayo (Niklas, 1992a). Para
determinar la deformacion por tension, se midié la longitud de cada muestra una vez
montada con un calibre digital. Para estimar los esfuerzos, la fuerza de tension aplicada

durante cada ensayo se dividi6 entre el area transversal media de cada muestra.
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Figura 2.7: Curva tipica de un ensayo de fluencia realizado con cuticula aislada en el extensiometro. Esta
curva da una informacion de la deformacion obtenida frente a un esfuerzo aplicado en el tiempo. La curva
de la pendiente inicial seria el valor de E, y el punto final de la muestra indica el esfuerzo y la

deformacion en el punto de ruptura

. Material del ensayo

Los ensayos de fluencia se realizaron con las cuticulas aisladas enzimaticamente
y las muestras de cutina procedentes de frutos de los estadios verde maduro (VM) y rojo
maduro (RM) de los cultivares Cascada (Ca) y Gardeners Delight (GD) de los grupos
controles.

o Condiciones del ensayo

Los ensayos de fluencia se llevaron a cabo bajo la combinacion de dos
temperaturas (23° C y 35° C) y dos humedades relativas (40% de humedad relativa
(HR) y sumergido en tampon citrato a pH 3.5 (Kutschera y Schopfer, 1986; Petracek y
Bukovac, 1995), considerando este ultimo como mojado. Tales condiciones fueron
elegidas con la intencion de ver el efecto del agua sobre la cutina en comparacion con la
cuticula asi como el efecto de temperaturas superiores e inferiores a la temperatura de

transicion vitrea documentada en la bibliografia.

Ensavo de Fractura

Los ensayos de tension uniaxial se realizaron aplicando una fractura inicial al
tejido, sometiendo el material a tension constante y estudiando la deformacion del tejido
hasta provocar la fractura total de la muestra a una velocidad de deformacion de 2.0

mm s,
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. Obtencion de parametros

El esfuerzo méximo (op,) fue registrado como el esfuerzo en el punto de fractura
total de la muestra respectivamente. De igual forma estos ensayos permitieron
determinar el trabajo de fractura (W) o energia por unida de area transversal necesaria
para propagar una grieta mediante la aplicacion de un pequefio corte de longitud
conocida (I) en uno de los laterales de la muestra antes de aplicar el ensayo; junto con
los valores del modulo elastico (E) y el esfuerzo de fractura (o) de cada muestra se
calculé W segun la relacion W=(rnlo,))/2E (Kraemer y Chapman, 1991; Niklas, 1992a;
Anderson, 1995). En la Figura 2.8 se presenta un ejemplo de una curva obtenida durante

un ensayo de fractura.

Esfuerzo (MPa)
w

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Deformacion (%)

Figura 2.8: Curva tipica de un ensayo de fractura realizada con epidermis en el texturbmetro Se
representa la deformacion del tejido frente a un esfuerzo aplicado. La pendiente de la curva seria el valor
del mddulo elastico y el momento en que empieza a caer la curva seria el punto en que el material termina
de romper cuticula y epidermis y traslada la deformacion al colénquima.

. Material del ensayo

Los ensayos de fractura se realizaron con muestras de epidermis de frutos de los
estadios verde maduro (VM) y rojo maduro (RM) de los cultivares Cascada (Ca) y
Gardeners Delight (GD) de los grupos testigos y salinos (50 mM NaCl). También se
realizaron ensayos de fractura con las cuticulas aisladas de frutos RM de ambos
cultivares de los grupos testigos de los mismos frutos. Cada muestra fue procesada en el
momento de la realizacion del ensayo mecanico dentro de las 5 horas siguientes a la

recogida.
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. Condiciones del ensayo

Los ensayos de fractura fueron llevados a cabo en condiciones de temperatura
(23° C - 25° C) y humedad relativa (40% HR) ambiente. Las muestras se mantuvieron
continuamente hidratadas durante cada ensayo, con la superficie subepidérmica en

contacto con papel de filtro embebido en jugo extraido de los frutos.

Ensavo de Carga-Descarga

Los ensayos compuestos de sucesivos ciclos de carga y descarga fueron
empleados para determinar tanto los efectos de esta aplicacion repetitiva de cargas y
descargas mecanicas en el médulo de elastico de una muestra como la acumulacion de
deformaciones plasticas en cada ciclo. Cada piel fue extendida progresivamente
(aplicando una secuencia creciente de fuerzas desde 0.10 N hasta 0.65 N en incrementos
de 0.05 N) y relajada completamente antes de la siguiente carga. Los esfuerzos y las
deformaciones fueron registrados cada 0.5 s durante cada ciclo de carga-descarga, con

una velocidad de deformacién de 2.0 mm s™'.

o Obtencion de parametros

Las deformaciones plasticas asi como el mddulo elastico fueron estimadas al
final de cada ciclo de carga. La rigidez de la muestra (E) fue estimada en funcion de la
pendiente correspondiente a la representacion del médulo elastico en cada ciclo frente a
cada carga aplicada. La longitud expuesta de cada muestra se midi6 antes de la
aplicacion del ensayo para la posterior determinacion de la deformacion. Para estimar
los esfuerzos, la fuerza de tension aplicada durante cada ensayo se dividio entre el area
transversal media de cada muestra. Un grafico de este tipo de ensayos se muestra en la

Figura 2.9.
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Figura 2.9: Curva correspondiente a un ensayo de carga-descarga secuencial. Cada piramide corresponde
a un ciclo. Se representa la fuerza aplicada en cada ciclo frente al tiempo

. Material del ensayo

Los ensayos de carga-descarga secuencial se realizaron con muestras de
epidermis de frutos de los estadios verde maduro (VM) y rojo maduro (RM) de los
cultivares Cascada (Ca) y Gardeners Delight (GD) de los grupos de alta conductividad
eléctrica (CE= 6.5 dSm™) y los correspondientes testigos. Cada muestra fue procesada
para llevar a cabo el correspondiente ensayo mecénico dentro de las 5 horas siguientes a

la recogida de los frutos.

. Condiciones del ensayo

Los ensayos de carga-descarga secuencial fueron llevados a cabo en condiciones
de temperatura (23° C- 25° C) y humedad relativa (40% HR) ambiente. Las muestras se
mantuvieron continuamente hidratadas durante cada ensayo, con la superficie

subepidérmica en contacto con papel de filtro embebido en jugo extraido de los frutos.

e Medidas del Grosor de las muestras

El area de la seccion transversal de las muestras de cutina, cuticula y epidermis
se obtuvo mediante el analisis de imagen de las microfotografias de los cortes
histologicos realizados segun el protocolo descrito anteriormente. Tales medidas fueron
necesarias para determinar el valor de las areas trasversales de aplicacion de las fuerzas
de tension de las muestras estudiadas mecanicamente y para calcular los esfuerzos y los

modulos elasticos asociados.
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Para determinar el grosor de las muestras de cuticula y cutina estudiadas, se
incluyeron 4 réplicas de cada ejemplar tomadas del conjunto de cuticulas aisladas y las
correspondientes cutinas de los frutos procesados para aislamiento de cuticula,
realizdndose las medidas sobre 20 cortes. El grosor fue medido en la zona

correspondiente a la pared periclinal externa de las células epidérmicas.

Para determinar el grosor de las muestras de epidermis, se incluyeron 4 réplicas
de pericarpo de cuatro frutos diferentes por cada estadio, tratamiento y cultivar
estudiado, y se realizaron las medidas sobre 20 cortes de tejido de cada muestra. El
grosor de la capa de colénquima contribuyente al desarrollo de las propiedades
mecénicas de la epidermis fue medido en cada muestra estableciendo como criterio el
tamafio y forma de las células para establecer los limites de la capa de colénquima en

cada caso.

e Analisis de los resultados

En cada caso, se estudiaron las diferencias estadisticas de los distintos
parametros analizados (modulo de tension (E), esfuerzo en la fractura (o), deformacion
maxima, deformacion plastica (gp), trabajo de fractura (W)) para determinar si las
caracteristicas del material variaban de forma significativa en funcion del estadio de
maduracion, cultivar, tratamiento de la solucion de riego, temperatura y humedad segiin
el caso. La comparacion de las medias de cada parametro se realiz6 mediante el
estadistico Tukey-Kramer HSD, con 0=0.05, cuando la comparaciéon de las condiciones
era dos a dos, o mediante el estadistico t Student con a=0.05 cuando se comparaban mas

de dos condiciones entre si.

Los valores medios de las propiedades mecanicas se calcularon a partir de los
resultados de 10 muestras tomadas de 10 frutos diferentes de un minimo de cuatro
plantas diferentes (n=10 piel o cuticula; n > 4 plantas) en el caso de las muestras de
epidermis. Para las muestras de cuticulas aisladas y cutinas se tomaron entre 5y 7

réplicas del conjunto de cuticulas aisladas procedentes de distintos frutos.
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Todos los andlisis estadisticos fueron realizados mediante el paquete de software
JMP (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA). Los datos fueron representados
mediante el paquete de software Sigma Plot 8.0 (SPSS, Inc., UK).

Método de eliminacién de polisacaridos presentes en las cuticulas

aisladas

Para eliminar los polisacaridos presentes en las cuticulas aisladas
enzimaticamente, las muestras fueron sumergidas en 5 ml de 4cido fluorhidrico en
piridina (Aldrich, Milwaukee, Wis. USA) durante 4 horas a 55° C (Villena y col., 1999).
Posteriormente, se lavaron exhaustivamente en agua destilada y se dejaron secar. Las
muestras fueron pesadas antes y después del tratamiento para registrar la pérdida de

peso correspondiente al material de naturaleza polisacaridica.

Estudio de polisacaridos asociados a la cuticula

e Obtencidn selectiva de polisacaridos

La obtencion selectiva de los polisacaridos adscritos a las cuticulas aisladas de
frutos de tomate conllevo tres pasos basicos. En primer lugar, fue necesario eliminar las
ceras presentes en la cuticula. Asi, partiendo de 1 g de cuticula aislada se afiadieron 300
ml de cloroformo y 100 ml de metanol, manteniendo la soluciéon a 50° C durante 1 hora
y realizando posteriormente tres lavados sucesivos con metanol. En segundo lugar, se
procedi6 a la despolimerizacion de la cutina afiadiendo 400 ml de metanol con KOH al
1% y manteniendo la soluciéon a 40° C durante 2 dias. Por ultimo, se realizaron
sucesivos lavados con metanol hasta que la solucion dejo de mostrarse coloreada. Tras
esto, se procedié a la evaporacion del solvente en una placa de teflon hasta obtener

finalmente el extracto de polisacarido seco.

e Comparacion de la disposicion y localizacion de los polisacaridos en la cuticula y
en el extracto obtenido a partir de cuticula aislada

Para conocer como se disponian morfologicamente los polisacaridos en los
extractos obtenidos procedentes de cuticulas aisladas y comparar esta estructura con la

forma en la que se disponian originalmente en la cuticula, se tomaron porciones de
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cuticula aislada y extractos de polisacaridos en fresco y, colocados sobre un
portaobjetos se le aplicd una gota del colorante correspondiente (calcoflior y rojo
rutenio) a cada muestra de forma independiente para poner de manifiesto la presencia y

disposicion de pectinas y celulosas en ambos casos.

e Espectroscopia infrarroja de la transformada de Fourier

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos en un espectrofotometro Nicolet Avatar
36° FT-IR con transformada de Fourier. Las muestras de cuticula aislada se
deshidrataron en una cdmara estanco con silica gel antes de ser maceradas en un
mortero de 4gata hasta conseguir un polvo fino de material cuticular. Se mezclé con
bromuro potasico (Uvasol®, Merck) al 3% de cuticula en polvo, compactando la mezcla
en forma de pastillas que posteriormente se montaron en el portamuestras del
espectrofotometro. Los espectros de infrarrojo fueron representados y analizados

mediante el software Omnic® v4.1b (Nicolet Instrument Corp).

e Difraccion de rayos-X

Los difractogramas de rayos-X fueron obtenidos en un difractometro Siemens D-
501 con microprocesador DACO-MP (Siemens, Alemania). El difractometro utiliza la
radiacion Ka del cobre y un cristal curvo de grafito entre la rendija receptora y el
detector con el objeto de eliminar la radiacion K. De un modo general, los
difractogramas fueron registrados entre 8° y 50° (20), con un tamafio de paso de 0.03°,
un tiempo de contaje de 3 segundos por punto a una tension de 40 kV y una intensidad
de 30 mA. Las muestras fueron montadas sobre un soporte de metacrilato adaptado al

goniémetro del difractometro.

e Espectroscopia microRaman

Se obtuvieron espectros Raman de los polisacaridos extraidos de las cuticulas
aisladas de frutos de tomate con un espectrofotdometro Renishaw Raman In Via Reflex.
Se utilizd una linea de excitacion de 785 nm con una potencia laser de 6 mW y un
objetivo de 50x. La resolucion fue de 4 cm™ y se realizaron 5 acumulaciones por

espectro, abarcando un rango espectral desde los 2000 hasta los 500 cm™.
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» Medida de azucares totales

Partiendo de 6 mg de muestra pulverizada, se afadid 0.83 ml de H,SO4
concentrado frio y se mantuvo durante 5 minutos en agitacién en un orbital vertical.
Tras este tiempo se afiadieron 0.26 ml de agua destilada por duplicado manteniendo la
agitacion cada vez durante 5 minutos cada vez. A continuacidn se completo el volumen
afadiendo 10 ml de agua destilada y agitando de nuevo durante 5 minutos. Tras esto
cada muestra fue centrifugada durante 10 minutos a 4000 g, rescatando posteriormente
el sobrenadante y eliminando el precipitado. Este sobrenadante fue empleado la medir la

cantidad de azucares totales segun el método descrito a continuacion.

Para conocer la cantidad de azucares totales presentes en las muestras
procedentes de extractos de compuestos hidrolizables tratadas con H,SO4 concentrado,
se afadieron 60 pl de orcinol sulfurico por cada 40 pl muestra en una placa ELISA de
96 pocillos, y se incubaron durante 30-45 minutos en un horno a 100°C. El reactivo
orcinol sulfurico se prepar6 con 75 ml H,SO4 al 60% y 10 ml de orcinol. Tras este
tiempo, se pard la reaccion a 4° C y se procedio a la lectura de absorbancia a 450 nm.
Interpolando el valor de absorbancia en una recta patron construida con un stock de
glucosa (2 mg/ml) se calculd la concentracion de azucares totales presentes en cada
extracto. Se probaron 3 diluciones tanto para la recta patrébn como para cada muestra:
1:2 (20 pl muestra + 20ul tampoén), 1:10 (4 pl muestra + 36 ul tampon) y 1:20 (2ul

muestra + 38 pl tampon)

¢ Fraccionamiento de polisacaridos
El fraccionamiento de los polisacaridos obtenidos de forma selectiva a partir de
cuticulas aisladas de frutos de tomate se basdé en protocolos descritos para el
fraccionamiento de los polisacéridos que componen la pared celular de frutos de fresa y
de tomate. Partiendo de una cantidad variable entre 60 y 70 mg de cada muestra, se
llevaron a cabo una serie de pasos comunes detallados a continuacion para cada extracto
de polisacaridos:
e Lavado de la muestra en tubos falcon con 30 ml de agua destilada durante dos
dias, manteniendo la agitacion con ayuda de un orbital vertical
e Centrifugado de la muestra a 6000 g durante 15 minutos por duplicado en una

centrifuga “High Speed Brushless, HPW-350R”.
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e Filtrado de cada volumen a través de un filtro de microfibra de vidrio (ALBET)
con ayuda de una bomba de vacio Millipore.

e Dializado del sobrenadante en tripas de dialisis, haciendo 3 cambios diarios de
agua durante 7 dias

e Concentrado de la muestra dializada mediante un rotavapor (Biichi rotavapor R-
200) hasta obtener un volumen final de 10 ml

e Liofilizado de cada concentrado y registro del peso resultante

Esta fraccion permiti6 la extraccion de las pectinas solubles en agua. El
precipitado resultante en el paso de centrifugacion se resuspendid en 4cido-
diaminociclohexanotetracético (CDTA) para separar las pectinas unidas
covalentemente, aplicando de nuevo los pasos de dializacidén, concentracion y
liofilizacion de la muestra descritos anteriormente. La siguiente fraccion fue
resuspendida en Na,COs para extraer las pectinas unidas idnicamente. Con KOH se
extrajo la siguiente fraccion correspondiente a hemicelulosas y por ultimo, el residuo
que quedo al final de todo el proceso correspondi6 a la celulosa (Seymour y col., 1990;

Redwell y col. 1997).

70



CAPITULO - |



RESULTADOS - |



MENU SALIR

Resultados-I

Efecto de variables ambientales sobre el porcentaje de agrietado,
las caracteristicas morfoldgicas y propiedades mecéanicas de la

epidermis de frutos de tomate

1. Caracterizacion de los cultivares estudiados en condiciones testigo

1.1. Evaluacion de campo

e Crecimiento y desarrollo del cultivo

Las plantas de tomate de los genotipos Cascada y Gardeners Delight cultivadas
en la Estacion Experimental “La Mayora” mostraron un crecimiento vigoroso y se
desarrollaron sin incidentes. Como se puede observar en la Figura 3.1, las plantas de
Gardeners Delight presentaron un desarrollo mas retrasado con respecto a Cascada, lo
cual entra dentro del patron habitual de desarrollo de este genotipo. Quiza por esto, en
algunos momentos al inicio del cultivo, las hojas inferiores presentaron manchas
amarillentas lo cual podria explicarse por estar recibiendo el mismo tratamiento y
cantidad de riego que las plantas de Cascada, que mostraban mayor porte. No obstante,

el cultivo se desarrollo sin incidentes.

Figura 3.1: Estado de las plantas de los cultivares Cascada (A) y Gardeners Delight (B) en el invernadero
45 dias después del trasplante a maceta.

Las curvas de crecimiento de los frutos se construyeron marcando flores y
midiendo el didmetro de los frutos a los que dieron lugar cada semana hasta los 32 dias
después de antesis (dda) y posteriormente cada 3 dias hasta el final del seguimiento. La
razon de hacer mas medidas al final del desarrollo fue caracterizar con detalle el periodo

de maduracion. Cascada necesitd un periodo mayor que Gardeners para madurar ya que

73



MENU SALIR

Resultados-I

el cambio de tonalidad verde a anaranjado comenzd a registrarse en los frutos de
Cascada a partir de los 40dda, mientras que para el cultivar Gardeners Delight el cambio
de coloracion se observo a partir de los 35dda. La medida del didmetro de los frutos de
Cascada se siguid hasta los 67dda, cuando ya estaban sobremaduros, mientras que para
los frutos de Gardeners Delight se mantuvo hasta los 62dda (Figura 3.2), ya que muchos
de los frutos empezaron a agrietarse o simplemente a perder turgencia y por tanto a
disminuir el tamafio. El didmetro transversal alcanzado al final de este periodo para los
frutos de Cascada fue de 36.1 + 2mm, mientras que los frutos de Gardeners alcanzaron
los 36.5 = 1.7mm. Las diferencias de didmetro por tanto entre los frutos de los genotipos
resistente y susceptible no fueron apreciables. Si se observd un mas rapido desarrollo

del fruto en Gardeners.

40
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Diametro transversal del fruto (mm)
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Figura 3.2: Curvas de crecimiento de los frutos de los cultivares Cascada y Gardeners Delight. Medias
del diametro transversal de 25 frutos de cada variedad acompafiada de la desviacion tipica.

En cuanto a la forma, los frutos rojos de Cascada, se mantuvieron mas o menos
esféricos y turgentes una vez alcanzaban la maduracion, mientras que los de Gardeners
Delight eran algo mas achatados (didmetro transversal mayor que el longitudinal) y

perdian la turgencia en pocos dias.

El peso de los frutos maduros se registro tras cada recogida planificada para
evaluar el agrietado poscosecha. En la Tabla 3.1 puede observarse una disminucion del
peso medio del fruto hacia el final del cultivo en ambos cultivares aunque dicha
disminucién fue mas temprana en Gardeners (a partir del 6 de junio) que en Cascada (a

partir del 22 de junio). Cascada mostré un mayor peso de fruto en valor absoluto en
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todas las recogidas y la media general también fue superior en valor absoluto, pero los

altos errores de estima impidieron detectar diferencias significativas.

Tabla 3.1: Peso medio de los frutos de los cultivares Cascada en condiciones testigo (Ca-T) y
Gardeners Delight (GD-T) en cada una de las recogidas realizadas durante la cosecha. Para
estimar el peso medio en cada una de ellas, se dividio el valor del peso total de frutos entre el
numero de frutos.

31-may 06-jun 15-jun 22-jun 28-jun Med + DesvTip
Ca-T 22.6 22.3 19.8 22.9 13.8 20.3+3.8
GD-T 20.9 19.8 16.7 13.2 13.6 16.8 3.5

e Ritmos circadianos de crecimiento

Los sensores de crecimiento de frutos o dendrémetros nos permitieron hacer un
seguimiento de las fluctuaciones diarias del diametro transversal del fruto, analizando el
registro de valores tomado cada 15 minutos. A su vez y en paralelo, fue registrada la
temperatura del entorno proximo a los frutos que se estaban evaluando. La forma de
analizar estos datos asi como el significado de los distintos pardmetros que de ellos se

derivaron se presentan en el apartado de Material y Métodos.

Tras trabajar con los sensores en un grupo de frutos a modo de prueba, se
seleccionaron posteriormente 6 frutos de Cascada en estadio verde maduro y 10 de
Gardeners Delight en estado pinton. En el caso de Gardeners, la mayor parte de los 10
frutos empezaron a perder turgencia o agrietarse casi desde el momento de colocacion
de los sensores, segun se observo posteriormente en el registro de los datos; tan solo dos

frutos de este cultivar pudieron ser estudiados finalmente.

La colocacion de los sensores en frutos en estadio verde maduro y el
mantenerlos en algunos casos hasta la sobremaduracion nos permiti6é definir tres fases
diferentes (ver Figura 3.3) en base a las fluctuaciones diarias de crecimiento:

o Una primera fase que podriamos considerar fase de crecimiento donde

el fruto atn presenta crecimiento de un dia a otro; esto se comprueba
porque la variacion interdia, es decir, lo que varia el didmetro de un

fruto de un dia a otro, es positiva y va en aumento.
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o Una segunda fase que podriamos considerar fase de estabilizacion,
donde el fruto ha alcanzado su didmetro maximo, y la variacién
interdia es practicamente nula.

o Por ultimo, una tercera fase donde el fruto comenzaba a perder
turgencia y a disminuir el diametro, siendo por tanto la variacion
interdia negativa. Esta fase tendria lugar después del agrietado del fruto
en el caso de que se diese (disminucidn brusca en el didmetro), o bien,
si el fruto permaneciera en la planta hasta la sobremaduracion, por

pérdida de agua (pequena disminucion diaria del didmetro).

En este sentido, el estudio de la variacion intradia en la segunda fase o fase de
estabilizacion nos permitiria conocer cudl seria el limite méximo de extension de un

fruto antes de que tuviera lugar el agrietado en el estadio rojo maduro.

Fase 1:Crecimiento Fase 2:Estabilizacion Fase 3:Decrecimiento

18,96 21,20

18,92 2115

18,88 2110

Diametro (mm)
Diametro (mm)
Diametro (mm

18,84 21,05

-
o
=

18,3 18,80 21,00
16/6/2004 18/6/2004 20/6/2004 dom 20 mar 22 jue 24 sab 26 lun 14 mié 16 vie 18 dom 20

Figura 3.3: Fases de crecimiento en base a las fluctuaciones diarias de didmetro, una vez el fruto ha
alcanzado el estadio verde maduro. En cada figura se representa el didmetro transversal del fruto frente al
tiempo horario de varios dias.

Si analizamos en conjunto las fluctuaciones del didmetro transversal con la
temperatura del entorno cercano al fruto, se observa que el didmetro del fruto
evolucion6 de manera inversa a como lo hizo la temperatura, es decir los mayores
valores de didmetro del fruto se alcanzaron cuando la temperatura fue minima y
viceversa (Figura 3.4). Tomando en detalle un dia o ciclo de crecimiento de uno de los
frutos en la fase de estabilizacion se observo que el fruto comenzaba su ciclo diario de
crecimiento sobre las 16:00 horas, cuando la temperatura era de 32.5° C, partiendo de
un diametro de fruto de 31.33 mm. Este fruto alcanzaba un méximo de crecimiento de
31.46 mm sobre las 6:15 horas, cuando la temperatura disminuia hasta el valor minimo

de ese ciclo de 19.3° C. Tras esto, el diametro del fruto comenzaba a decrecer hasta
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alcanzar el valor minimo de ese ciclo, que fue de 31.26 mm a las 18:00 horas, momento
en que la temperatura alcanzaba un maximo de 34.6° C. Este valor minimo de didmetro
continud asi hasta la siguiente toma de registro a las 18:15 horas, momento en el que
comenzaban de nuevo las fluctuaciones de un nuevo ciclo, con un didmetro de partida
de 31.30 mm a una temperatura de 32.2° C. Con todo esto se pudo obtener la variacion
intradia, como la diferencia entre el minimo y maximo didmetro, que seria de 0.19 mm,
considerandolo en valor absoluto, lo cual supondria un 0.6 % de variacién de didmetro
dentro de un ciclo, ya que sabemos que al inicio de ese ciclo el fruto presentaba un
diametro de 31.33 mm. El valor de la variacion interdia, calculado como la diferencia
entre el minimo de un dia o ciclo con respecto al anterior fue en este caso de -0.03 mm,
lo cual estaba indicando que el fruto se encontraba en la fase de estabilizacion, y que las
variaciones intradia analizadas correspondian a la fase segunda, fase en la que el fruto

aun mantiene la turgencia y por tanto en la que el fruto podria agrietarse.
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Figura 3.4: Diametro transversal del fruto (linea negra) y temperatura ambiente (linea verde) cuando el
fruto se encuentra en la fase segunda o de estabilizacion. Los valores maximos de cada diagrama estan
seflalados con el nimero 1 y los minimos con el 2.

Esta evolucion del didmetro en funcion de la temperatura se mantenia en el resto
de los frutos analizados, aunque hubo diferencias logicas en cuanto al didmetro de
partida de cada fruto, y pequefias variaciones en el ritmo de crecimiento entre un fruto y
otro. De forma general e integrando la informacion extraida de todos los frutos
estudiados en este cultivo de primavera-verano, el crecimiento diario de un fruto
comenzaba entre las 16:00 y las 19:00 h aproximadamente; el didmetro maximo era

alcanzado en un periodo comprendido entre la 1:00 y las 8:00h, momento tras el cual
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comenzaba a disminuir el diametro del fruto hasta alcanzar el minimo entre las 14:00 y
las 16:00h. Tanto los didmetros maximos como los minimos podian ser puntuales o
prolongarse en el tiempo durante algunas horas. Las temperaturas maximas alcanzadas
en los meses de junio y julio tenian lugar entre las 12:00 y las 18:00 h, mientras que las

minimas se daban entre las 6:00 y las 7:30h.

En la Tabla 3.2 se muestran los valores de las variaciones intradia de 3 ciclos
asociados a la fase de estabilizacion de distintos frutos del cultivar Cascada, expresadas
en mm. Tales variaciones fueron transformadas en porcentajes respecto al didmetro
inicial del fruto, obteniendo asi el limite médximo de expansion de un fruto rojo maduro
en cada dia sin llegar al agrietado. Asi, dependiendo del fruto o el momento exacto de
maduracion del fruto en estado rojo maduro o incluso del dia, el limite maximo de

expansion de un fruto variaba entre el 0.1 y casi el 1% del total de su superficie.

Puesto que los dias consecutivos 1, 2 y 3 fueron los mismos para todos los frutos
presentados en la Tabla 3.2, las variaciones de temperatura dentro de cada ciclo
incluidas en la ultima columna de la Tabla fueron comunes. Se observd que el
porcentaje de expansion calculado aument6 del dia 1 al dia 2 y disminuy¢6 del dia 2 al
dia 3 en todos los frutos. La diferencia de temperatura en el mismo periodo en que se
calcul6 la variacion intradia para cada fruto también disminuy6 del dia 1 al 2 y aumento
del dia 2 al 3, probando asi la estrecha relacion entre las variaciones de temperatura y

las fluctuaciones diarias de diametro del fruto.
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Tabla 3.2: Diametro transversal maximo y minimo, variacion intradia, porcentaje de
expansion del fruto con respecto al diametro maximo de frutos en estadio rojo maduro del
cultivar Cascada, y diferencia de temperatura maxima y minima de cada dia.

Diferencia de

Diametro Diametro Variacion % Temperatura
Méximo (mm)  Minimo (mm) Intradia (mm) Expansion Q)
FRUTO 1
Dia 1 29.96 29.89 -0.07 0.23% 13.7
Dia 2 30.02 29.91 -0.11 0.36% 15
Dia 3 29.99 29.94 -0.05 0.17% 13.1
FRUTO 2
Dia 1 31.45 31.28 -0.17 0.54% 13.7
Dia 2 31.46 31.27 -0.19 0.60% 15
Dia 3 31.40 31.32 -0.08 0.25% 13.1
FRUTO 3
Dia 1 30.14 29.98 -0.16 0.53% 13.7
Dia2 30.21 30.03 -0.18 0.60% 15
Dia 3 30.23 30.13 -0.1 0.33% 13.1
FRUTO 4
Dia 1 36.60 36.46 -0.14 0.38% 13.7
Dia 2 36.63 36.45 -0.18 0.50% 15
Dia 3 36.61 36.55 -0.06 0.16% 13.1
FRUTO 5
Dia 1 33.72 33.42 -0.3 0.89% 13.7
Dia 2 33.80 33.48 -0.32 0.94% 15
Dia 3 33.82 33.68 -0.14 0.41% 13.1
FRUTO 6
Dia 1 36.24 36.14 -0.1 0.27% 13.7
Dia 2 36.25 36.14 -0.11 0.30% 15
Dia 3 36.25 36.21 -0.04 0.11% 13.1

Todos los frutos analizados de Gardeners estaban agrietados cuando se retiraron
los sensores de los frutos. Tan solo en dos de ellos se conservé el registro de la fase de
estabilizacion de las fluctuaciones antes de comenzar a perder turgencia. Tomando el
registro de estos dos frutos del cultivar Gardeners junto con un fruto de Cascada que
también presentd agrietado durante el seguimiento de sus fluctuaciones, se intentd

estudiar las condiciones del fruto en el momento de agrietado.

En cualquiera de los cultivares parece que los frutos se agrietaban en algun
momento tras alcanzar el madximo diametro de ese ciclo, segiin se observa en los dos
primeros esquemas de la Figura 3.5, indicado con un asterisco; en el tercer esquema de
la misma Figura no podria indicarse en qué momento se agrieta el fruto ya que no se
observo una caida brusca en el didmetro del fruto en ningin momento. Sin embargo y
atendiendo a los dos primeros esquemas, el diametro maximo alcanzado en el ultimo
ciclo antes de agrietarse no fue superior al de los ciclos anteriores, siendo incluso menor

en el fruto 1. La velocidad de crecimiento deducida a partir de la pendiente entre el
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inicio de crecimiento y el maximo diametro frente al tiempo tampoco fue diferente en el

ciclo inmediatamente antes del agrietado y ciclos anteriores (Figura 3.6).

Cascadal Gardenersl Gardeners2

*

Diametro transversal del fruto (mm)
Didmetro transversal del fruto (mm)

Diametro transversal del fruto (mm)

182 T T T
141612004 18/6/2004 221612004 26/6/2004 s08 T T T T T 284
17/7/2005 19/7/2005  21/7/2005 23/7/2005 25/7/2005 27/7/2005 29/7/2005 17/7/2005 19/7/2005 21/7/2005 ~23/7/2005  25/7/2005 27/7/2005  29/7/2005

Figura 3.5: Evolucién del diametro frente al tiempo de frutos de Cascada y Gardeners Delight que se
mostraban agrietados en el momento de retirar el sensor de crecimiento.

Cascada Gardeners Delight
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Figura 3.6: Detalle de los frutos 1y 2 de la Figura 3.5. Se presentan los 3 ciclos anteriores al momento de
agrietado del fruto, indicado mediante un asterisco.

e Agrietado poscosecha

El cultivar Cascada present6 apenas el 1% de sus frutos agrietados en la primera
de las recogidas, sin registrarse mas agrietado en las 4 recogidas restantes (Figura 3.7).
Por su parte, el cultivar Gardeners Delight presenté una media en el porcentaje de
agrietado de sus frutos a lo largo de las cinco recogidas del 28 + 7.9%, registrandose los

valores mas elevados en la segunda (35%) y tercera recogida (34%) y disminuyendo

hacia el final del cultivo en las dos ltimas recogidas (15 y 26% respectivamente).
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Figura 3.7: Porcentaje de agrietado obtenido en cada recogida (R1, R2, R3, R4 y R5) en los cultivares
Cascada (Ca) y Gardeners Delight (GD).

¢ Inducciodn de agrietado por inmersion

Los ensayos de induccion de agrietado mediante inmersion en agua a 10° C se
llevaron a cabo en las mismas fechas que la evaluacion de la tasa de agrietado
poscosecha y registro del peso medio del fruto. Este método de induccion de agrietado
por inmersion de los frutos en agua produjo un incremento significativo en el nimero de
frutos agrietados del cultivar menos susceptible Cascada. En el cultivar susceptible
Gardeners Delight, la probabilidad de agrietado inducido registrada en cada recogida
fue disminuyendo segiin avanzaba el cultivo (Figura 3.8). A la vez se mantuvieron
frutos al aire a 10° C registrandose tinicamente algun agrietado en la tercera recogida de

Cascada.

0,16 - I Induccion-Agua
[ Induccién-Aire

0,14 A

0,12 A

0,10 A

0,08 -

0,06 A

0,04 A

0,02 A I I

0,00 T T -H T T T T

Ca-R1 Ca-R2 Ca-R3 Ca-R4 GD-R1 GD-R2 GD-R3 GD-R4

Probabilidad de agrietado

Figura 3.8: Probabilidad de agrietado al inducirlo artificialmente, incubando los frutos sumergidos en
agua o al aire en camara a 10° C durante 20 horas tras cada recogida.
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1.2 Estudio morfoldgico de la piel del fruto en estadio verde maduro y rojo maduro

La piel del fruto de tomate presentd una cuticula en su parte mas externa del
pericarpo que rodeaba la primera capa de células epidérmicas, penetrando incluso hasta
la segunda o tercera capa dependiendo del genotipo en cuestion (Figura 3.9). Bajo las
células epidérmicas se encontraban entre tres y cuatro capas de células que constituian
el colénquima, generalmente con células de forma mas alargada, y debajo de ellas

aparecia el parénquima, con células de mayor tamafo.

] Células epidérmicas

Colénguima

Parénquima

Figura 3.9: Microfotografia de un corte tefiido con azul de toluidina a 40X de pericarpo de un fruto rojo
maduro. Se indican las distintas partes que componen el pericarpo.

Para la visualizacion mediante microscopia de la cuticula se empleé Auramina O,
colorante que emite fluorescencia cuando se excita con luz roja y tifie especificamente
material lipidico, revelando la presencia de la cuticula en color verde (Figura 3.10). El
colorante empleado para estudiar la morfologia de las células epidérmicas fue
Calcofltior, compuesto que interacciona con la celulosa y emite fluorescencia cuando se
excita con luz ultravioleta, revelando aquellas zonas donde hay polisacaridos, como es

el caso de las paredes celulares, en tono celeste.

Figura 3.10 (pagina siguiente): Microfotografias de pericarpo de fruto de tomate de los cultivares
Cascada (A-D) y Gardeners Delight (E-H) 20X. A y E: Tinciéon con Auramina O de pericarpo Verde
Maduro (VM); B y F: Tincién con Calcofliior de pericarpo VM; C y G: Tincién con Auramina O de
pericarpo Rojo Maduro (RM); D y H: Tincion con Calcofltior de pericarpo RM.
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La cuticula del fruto de tomate disminuia de grosor cuando el fruto pasaba de
estadio verde maduro (VM) a rojo maduro (RM), tanto en Cascada (Figura 3.10 A-C)
como en Gardeners (Figura 3.10 E-G). Asi, el grosor de la parte mas externa de la
cuticula del fruto verde maduro, en la zona mas estrecha, disminuia significativamente
de grosor en ambos cultivares al madurar el fruto (Tabla 3.3). Cuando se considerd el
grosor maximo de la cuticula, la parte més externa de ella junto con las invaginaciones,
también se observo una disminucién al pasar de verde maduro a rojo maduro, pero las

diferencias no llegaron a ser significativas.

Tabla 3.3: Medias y desviacion tipica del grosor e invaginacion de la cuticula de frutos de
Cascada y Gardeners Delight de los estadios definidos como verde maduro (VM) y rojo
maduro (RM). Para cada parametro, los valores no conectados con la misma letra son
significativamente diferentes con p=>0.95 segun el test t Student.

CASCADA GARDENERS DELIGHT
VM RM VM RM
Grosor (um) 10802 A B 85+0.2 8.8+0.5 A B 54+0.1
Invaginacion (um) 386x1.1 A A 367+12 30808 A A 28.2+0.8

Hubo diferencias significativas entre la cuticula de los dos cultivares (Tabla 3.3).
Asi, la cuticula de Cascada al final de la maduracion del fruto resulté ser un 36 % mas
gruesa en su parte mas estrecha y se invaginaban en la epidermis hasta un 23 % mas que
la cuticula de Gardeners Delight en el mismo estadio de maduracion. Este nivel de
penetracion correspondia a la segunda y tercera capa de células en el caso del cultivar
Cascada, mientras que en Gardeners Delight, la cuticula penetraba bajo la primera capa

de células epidérmicas y rara vez alcanzaba la segunda (Figura 3.10 A, C, E y G).

Las medidas para determinar el tamafio celular se efectuaron en cortes
perpendiculares a la superficie externa. Dan en conjunto una idea del tamafio celular
pero no se deben interpretar aisladamente como cabria hacerlo si las células se hubiesen
cortado por sus circulos maximos. Las células epidérmicas aumentaron de tamafio en el
paso de estadio verde maduro a rojo maduro, tal y como se observa en la Figura 3.10 B-
D y F-H y se presenta en la Tabla 3.4. En el cultivar Cascada, se detecté un aumento
significativo del area celular medida en la superficie de corte de las células epidérmicas
y un aumento del eje longitudinal o longitud de la célula que indicarian un mayor

tamafio de las mismas. Este cambio de tamafio se tradujo fundamentalmente en que la
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forma pasaba de células epidérmicas mas o menos redondeadas en estadio verde maduro

a células mas alargadas o aplanadas en el estadio rojo maduro.

Tabla 3.4: Medias y desviacion tipica de los pardmetros de tamafio de células epidérmicas
de frutos de Cascada y Gardeners Delight de los estadios definidos como verde maduro
(VM) y rojo maduro (RM). Para cada parametro, los valores no conectados con la misma
letra son significativamente diferentes con p=>0.95 segun el test t Student.

CASCADA GARDENERS DELIGHT
VM RM VM RM
Area (pm?) 679+17 B A  877+33 754+32 A A 733+ 52
Perimetro (um) 146 + 6 A A 147 +7 128 +2 B A 152 +42
Longitud (um) 389+16 A A 438+22 403+1.1 A A 44.7+£2.2
Ancho (um) 259403 A B 241+0.6 248406 A B 22.3+04

Por su parte, en el cultivar Gardeners Delight incluido también en la Tabla 3.4,
el aumento de tamafio vino reflejado por el perimetro de la célula y por la longitud
aunque disminuyd ligeramente su anchura. De este modo, y al igual que se ha descrito
previamente para Cascada, el aumento de tamafio de las células epidérmicas del estadio
rojo maduro con respecto al verde maduro vino acompafiado por un cambio en su

morfologia que se hizo mas aplanada.

Las células epidérmicas del cultivar tolerante Cascada presentaron en estadio
rojo maduro mayor tamafio que las del cultivar susceptible Gardeners, tal y como indico

el area de la superficie de corte y la anchura celular (Tabla 3.4).

1.3 Estudio de las propiedades mecanicas de epidermis y cuticula de frutos de
tomate en estadios verde maduro y rojo maduro
1.3.A Epidermis

Para estudiar el comportamiento mecanico de la epidermis del fruto de tomate se
eligieron los mismos estadios verde maduro (VM) y rojo maduro (RM) ya presentados
para el estudio morfoldgico de los cultivares Cascada y Gardeners Delight. Para
describir el comportamiento mecéanico se llevaron a cabo dos tipos de ensayos. El
primero de ellos consistid en un ensayo de fractura por tension en el que se provocaba
una grieta a la muestra y se sometia a una tension constante, pudiendo estudiarse la
propagacion de ésta a través del tejido mediante el trabajo de fractura realizado (W),
modulo elastico (E) y esfuerzo de fractura o esfuerzo méximo (cp). En segundo lugar, se

realizd un ensayo de carga-descarga secuencial, consistente en la aplicacion de
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sucesivos ciclos de deformacion y relajacion de la muestra aplicando fuerzas crecientes
en cada ciclo. Este ensayo nos permiti6 estudiar el médulo eldstico como indice de la

rigidez adquirida en cada ciclo y la deformacion plastica acumulada en el tejido.

e Ensayo de fractura por tension

Los parametros mecanicos estudiados en los estadios de maduracion verde
maduro y rojo maduro en ambos cultivares indicaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la respuesta mecanica ofrecida por ambos cultivares. Asi, en
el cultivar Cascada (Tabla 3.5) los valores del modulo elastico en estadio VM, maximo
esfuerzo de fractura y trabajo de fractura fueron superiores a los obtenidos para el
estadio RM, siendo estos valores estadisticamente diferentes en el caso del esfuerzo

maximo y el trabajo de fractura.

Tabla 3.5: ParAmetros mecanicos de epidermis de frutos VM y RM del cultivar Cascada.
Las letras A y B indican nivel de diferencia estadistica significativa segln el test t Student
aplicado a cada parametro y entre ambos estados de desarrollo del fruto. El nimero de
réplicas oscilo entre 7y 12.

CASCADA - VM CASCADA- RM
Modulo elastico (MPa) 40.39 +3.03 A A 35.35+3.78
Maximo esfuerzo (MPa) 9.7+0.3 A B 41+£03
Trabajo de fractura (J/m?) 2205+ 172 A B 1096 + 106

Del mismo modo, los valores del esfuerzo maximo y el trabajo de fractura
asociados al cultivar Gardeners Delight (Tabla 3.6) fueron estadisticamente superiores
en estadio VM con respecto al estadio RM, sin mostrar diferencias en el moddulo
elastico.

Tabla 3.6: Parametros mecanicos de epidermis de frutos VM y RM del cultivar Gardeners
Delight. Las letras A y B indican nivel de diferencia estadistica significativa segun el test t

Student aplicado a cada parametro y entre ambos estados de desarrollo del fruto. El nimero
de réplicas oscil6 entre 7y 12.

GARDENERS - VM GARDENERS- RM
Modulo elastico (MPa) 19.29 £2.52 A A 22.37+3.31
Maximo esfuerzo (MPa) 4.19+0.41 A B 1.52+0.15
Trabajo de fractura (J/m?) 825+ 111.44 A B 306 + 34.20

Si comparamos a continuacion estadisticamente los valores de los parametros
estudiados en epidermis de frutos del estadio RM de ambos cultivares (Tabla 7), se
observa que el cultivar tolerante o resistente al agrietado Cascada presentd valores de

modulo elastico, esfuerzo méximo y trabajo de fractura significativamente superiores a
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los que definieron la epidermis de los frutos RM del cultivar susceptible al agrietado
Gardeners Delight.
Tabla 3.7: Parametros mecanicos de epidermis de frutos de Cascada y Gardeners Delight.

Las letras A y B indican nivel de diferencia estadistica significativa seglin el test t Student
aplicado a cada parametro y entre ambos genotipos. El nimero de réplicas oscilo entre 7 y

12.
CASCADA- RM GARDENERS- RM
Mddulo elastico (MPa) 35.35+3.78 A B 22.37+3.31
Maximo esfuerzo (MPa) 4.1+0.3 A B 1.5£0.1
Trabajo de fractura (J/m?) 1096 £ 106 A B 306 + 34

e Ensayo de carga-descarga secuencial

Los ensayos de carga-descarga secuencial también mostraron diferencias entre
ambos estadios de maduracion. El incremento secuencial del moédulo eléstico observado
en cada ensayo realizado, paralelo al incremento de fuerza de tension aplicada, indicod

un aumento en la rigidez del tejido en cada ciclo de extension y relajacion.

En la Figura 3.11, se presentan los valores medios de los modulos elésticos y de
la deformacion plastica de la piel de frutos del estadio VM y RM del cultivar Cascada
calculados para cada ciclo frente a la correspondiente fuerza de tension aplicada. Se
observd que, para fuerzas de tension superiores a 0.3N, la piel del fruto RM se
endurecia mas (mayores valores de moédulo eléstico a igual fuerza de tension aplicada) y
a mayor velocidad, segin indica la pendiente de la recta (Figura 3.11.A). Por otro lado,
la deformacion plastica acumulada en el tejido de fruto RM fue significativamente
superior a la deformacion acumulada en el fruto VM durante todo el ensayo (Figura
3.11.B). Mientras la evolucién del modulo eldstico presentd dos pendientes claras,
especialmente para el fruto RM, la deformacién plastica acumulada mostr6 una relacion

asintotica hacia el final de la curva.

No se observaron diferencias significativas entre los valores medios de los
modulos elasticos de la piel de frutos VM y RM del cultivar Gardeners Delight, tal y
como se muestra en la Figura 3.12.A. Sin embargo, la deformacion plastica acumulada
en fruto RM fue significativamente superior a la deformaciéon acumulada en fruto VM
en cada ciclo estudiado (Figura 3.12.B). Cabe comentar la existencia de una mayor
variabilidad en las muestras RM con respecto a VM, el cual se mostrd reiteradamente

como un tejido mas estable.
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En la Figura 3.13.A se muestra la evolucion del modulo elastico a lo largo de
todo el ensayo de la piel de frutos RM de ambos cultivares estudiados. Para fuerzas de
tension inferiores a 0.3 N, los mddulos de Cascada fueron inferiores en valor a los
modulos elésticos de Gardeners Delight aunque sin diferencias significativas, mientras
que para fuerzas mayores de 0.3 N, los mddulos elasticos de Cascada tendian a superar
los moédulos de Gardeners e incluso a presentar una mayor velocidad de deformacion
del tejido, parametro estimado por la pendiente de la recta entre los valores de E y la
fuerza aplicada. Si atendemos a la deformacion plastica acumulada (Figura 3.13.B), las
diferencias entre ambos cultivares s6lo fueron significativas para fuerzas de tension
superiores a 0.5 N, dada la variabilidad de las muestras RM del cultivar Gardeners

Delight.
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Figura 3.11: Valores medios del modulo elastico (A) y la deformacion plastica (B) de la epidermis de
frutos del estadio rojo maduro (linea roja) y verde maduro (linea verde) del cultivar Cascada derivados de
un ensayo de carga y descarga secuencial con incremento progresivo en el valor de carga.
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Figura 3.12: Valores medios del modulo elastico (A) y la deformacion plastica (B) de la epidermis de
frutos del estadio rojo maduro (linea roja) y verde maduro (linea verde) del cultivar Gardeners Delight,
derivados de un ensayo de carga y descarga secuencial con incremento progresivo en el valor de carga.
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Figura 3.13: Valores medios del modulo elastico (A) y la deformacion plastica (B) de la epidermis de
frutos del estadio rojo maduro de los cultivares Cascada (linea roja) y Gardeners Delight (linea negra),
derivados de un ensayo de carga y descarga secuencial con incremento progresivo en el valor de carga.
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1.3. B Cuticula

Cuando se aplico el ensayo de fractura por tension a muestras de cuticulas
aisladas de frutos del estadio rojo maduro de ambos cultivares, se observo que se
reproducian las diferencias descritas en el comportamiento mecéanico de la piel entre
ambos cultivares (Tabla 3.8). La cuticula del cultivar tolerante Cascada resultd ser mas
rigida que la cuticula del cultivar susceptible Gardeners Delight, es decir, present6 una
mayor resistencia a la deformacion segun indicaban los valores medios del médulo
elastico; fue necesario aplicar un mayor esfuerzo de fractura y, por ultimo, realizar un
mayor trabajo para propagar la grieta.

Tabla 3.8: Parametros mecanicos de la cuticula de frutos del estadio rojo maduro de los
cultivares Cascada y Gardeners Delight. Se presentan los valores medios junto al error

tipico asociado. Las letras A y B indican nivel de diferencia estadistica seglin el test t
Student aplicado a cada parametro y entre ambos cultivares. El nimero de réplicas oscild

entre 7y 12.
CASCADA - RM GARDENERS - RM
Madulo elastico (MPa) 359.78 £59.17 A B 207.58 £ 18.01
Maxima deformacion (%) 0.05+ 0.003 A B 0.03 £ 0.003
Maximo esfuerzo (MPa) 129+3.5 A B 56+1.6
Trabajo de fractura(J/m? 1047 + 152 A B 250 + 65

La comparacion entre los tres parametros mecanicos (E, W y o) derivados de la
aplicacion del ensayo de fractura por tension entre cuticula aislada y piel de frutos del
estadio RM indico que la cuticula era considerablemente mas rigida que la piel del fruto
(Tabla 3.9), alrededor de 10 veces mas, en cualquiera de los dos cultivares analizados.
El esfuerzo de fractura también fue superior en la cuticula (entre 3 y 4 veces mayor)

mientras que el trabajo de fractura result6 similar.

Tabla 3.9: Parametros mecanicos de la epidermis y la cuticula de frutos del estadio RM de
los cultivares Cascada y Gardeners Delight. Se presentan los valores medios junto al error
tipico asociado. Las letras A y B indican nivel de diferencia estadistica segn el test t
Student aplicado a cada parametro dentro de cada cultivar. El nimero de réplicas oscild

entre 7y 12.

Epidermis Ca-RM Cuticula Ca-RM
Madulo elastico (MPa) 35.35+3.78 B A 359.78 £59.17
Fuerza méaxima (N) 1.19+0.24 A B 0.31+£0.08
Maximo esfuerzo (MPa) 4.1+£0.3 B A 129+3.5
Trabajo de fractura(J/m?) 1096.+ 106 A A 1047+ 152

Epidermis GD-RM Cuticula GD-RM
Mddulo elastico (MPa) 22.37+3.31 B A 207.58 + 18.01
Fuerza maxima (N) 0.38+£0.12 A B 0.16 £ 0.07
Maximo esfuerzo (MPa) 1.5+0.1 B A 5.6+1.6
Trabajo de fractura(J/m? 306 + 34 A A 250 + 65
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2. Caracterizacion de los cultivares estudiados bajo condiciones salinas
2.1  Evaluacién de campo

Las plantas de los tratamientos con alta conductividad eléctrica presentaron un
desarrollo en cuanto a magnitud de la planta ligeramente retardado con respecto a los
testigos correspondientes. Las curvas de crecimiento de los frutos de este tratamiento se
llevaron hasta los 67 dda (Figura 3.14) en paralelo con sus correspondientes
tratamientos testigos, presentados en el punto 1.1. El cambio de coloracion se registro a
partir de los 37 dda en Cascada a 6.5 dSm™ y de los 34 dda en Gardeners Delight. El
tono rojo alcanzado al final de la maduracion fue mas intenso en los frutos de estos

tratamientos salinos que en los testigos.

El diametro transversal de los frutos de Cascada 6.5 dSm™ alcanzado al final de
la maduracion fue de 31.9 £ 1.8 mm, mientras que el peso medio fue de 13.6 £ 1.9 g, lo
que supuso un 11% en la reduccion de diametro transversal y un 33% en la reduccion
del peso con respecto a Cascada testigo. Por su parte, los frutos de Gardeners Delight
6.5 dSm™ alcanzaron un didmetro transversal medio al final de la maduracién de 34.1 +
1.2 mm y un peso medio de 13.5 + 3.2 g, siendo en este caso los porcentajes de
reduccion de estos parametros con respecto a sus testigos del 6% para el didmetro

transversal y del 19% para el peso medio del fruto.

40
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Figura 3.14: Curvas de crecimiento de frutos de Cascada y Gardeners Delight regados con solucioén
testigo y solucién salina (6.5 dSm™). Medias del didmetro transversal de 25 frutos de cada variedad y
tratamiento junto a la desviacion tipica correspondiente.
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¢ Evaluacion de agrietado poscosecha

Los frutos de Cascada del tratamiento salino (6.5 dSm™) no presentaron ningiin
fruto agrietado en poscosecha. El cultivar Gardeners Delight redujo el agrietado total de
los frutos evaluados en cada recogida en el tratamiento salino con respecto al testigo tal
y como se observa en la Figura 3.15. Si la media del porcentaje de frutos agrietados en
poscosecha en el genotipo Gardeners Delight en tratamiento testigo era del 28 + 7.9%
tal y como se exponia en el apartado 1.1, con el tratamiento salino este porcentaje se
redujo hasta un 16 + 7.6%, lo que supuso una reduccion del agrietado en poscosecha del

42% en el cultivar susceptible.
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Figura 3.15: Comparacion del porcentaje de agrietado de los tratamientos testigo y de alta conductividad
eléctrica del genotipo Gardeners Delight en cada recogida.

¢ Inducciodn de agrietado por inmersion
Durante el ensayo de inducciéon de agrietado por inmersion no se detectd

agrietado en los frutos procedentes de los tratamientos salinos en ninguna de las

recogidas en que se midio este parametro.

2.2. Estudio morfoldgico de la piel del fruto en estadio rojo maduro bajo
tratamiento salino

La aplicacion de NaCl en la solucion de riego aumento el grosor de cuticula en
ambos cultivares, tal y como se reflejo en la Tabla 3.10. Asi, la cuticula de frutos del
cultivar Cascada del estadio rojo maduro con tratamiento salino fue un 24% mas gruesa
que la cuticula de frutos testigo, sin presentar diferencias significativas en cuanto al

grado de invaginacion. En el caso del cultivar Gardeners Delight, el grosor de cuticula
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de fruto rojo con tratamiento salino fue un 19% mayor que el grosor del testigo
correspondiente; al igual que en el cultivar resistente Cascada, el tratamiento salino no

vari6 de forma significativa el grado de invaginacion de la cuticula en la epidermis.

Tabla 3.10: Medias y desviacion tipica de los parametros estudiados en la cuticula de frutos
de Cascada y Gardeners Delight del estadio rojo maduro de tratamiento testigo (RM-T) y
salino (RM-50). Para cada parametro, los valores no conectados con la misma letra dentro
de cada cultivar son significativamente diferentes con p>0.95 segun el test t Student.

CASCADA GARDENERS DELIGHT
RM-T RM-50 RM-T RM-50
Grosor (ium) 8.5+£0.2 B A 112+04 54+0.1 B A 67+02
Invaginacion (um) 36.7£1.2 A A 34307 28.2+0.8 A A 292+1.0

El tratamiento salino afectd también al tamafio y morfologia de las células
epidérmicas. En la Tabla 3.11 se muestran los valores del area, perimetro, longitud y
anchura de la célula como parametros indicadores del tamafio celular y de su

morfologia.

Tabla 3.11: Medias y desviacion tipica de los parametros de tamafio de células epidérmicas
de frutos de Cascada y Gardeners Delight del estadio rojo maduro de tratamiento testigo
(RM-T) y salino (RM-50). Para cada parametro, los valores no conectados con la misma
letra dentro de cada cultivar son significativamente diferentes con p>0.95 seglin el test t

Student.
CASCADA GARDENERS DELIGHT
RM-T RM-50 RM-T RM-50
Area (umz) 877+ 33 A B 497 + 32 733 £52 A B 577 £ 17
Perimetro (um) 147+7 A B 105+ 8 152+ 42 A A 151+6
Longitud (um) 43.8+2.2 A B 329+1.3 447+22 A B 376+ 1.1
Ancho (um) 24.1+£0.6 A B 212+1.1 223+04 A A 21.7+0.5

En el cultivar Cascada, el tratamiento salino disminuy6 significativamente el
tamano de las células epidérmicas, tal y como reflejan el area y perimetro celular. Esta
disminucion de tamafio se observo tanto en el eje longitudinal como en el eje transversal
de la célula. Sin embargo la proporcion en que afecta a cada eje es diferente, la longitud
de la célula disminuy6 un 25% mientras que la anchura so6lo lo hizo alrededor de un
12%. Las células epidérmicas de frutos de Cascada tratados con solucion salina

adquirieron una forma mas redondeada que las células de los frutos testigo.

En el cultivar Gardeners Delight, el efecto de la salinidad se manifestd en
términos similares a como lo hizo en el cultivar resistente Cascada. Las células

disminuyeron de tamafio atendiendo al valor del area celular de la superficie de corte.
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Esta disminucion de tamafio no fue homogénea en toda la célula sino que como en
Cascada, afectd principalmente al eje longitudinal de la misma, reduciéndolo en un
16%. También en Gardeners las células epidérmicas fueron mas redondeadas en los

frutos procedentes de plantas regadas con agua salina.

2.3 Estudio de las propiedades mecanicas de epidermis de frutos de tomate en
estadio rojo maduro bajo tratamiento salino
e Ensayo de Fractura por tension

El tratamiento salino aplicado a las plantas de tomate en la solucion de riego
vari6 las propiedades mecanicas de la piel de los frutos estudiados en estadio RM,

siendo distinta la respuesta en cada cultivar.

En la Tabla 3.12 se muestran los valores de los pardmetros estudiados en frutos
RM del cultivar Cascada en condiciones testigo (RM-T) y bajo tratamiento salino (RM-
50). El estudio estadistico aplicado mostré que la piel del tratamiento salino presentd
valores de moddulo eléstico, esfuerzo méaximo y trabajo de fractura superiores a los
valores descritos para el testigo del ensayo.
Tabla 3.12: Parametros mecanicos de epidermis de frutos RM-T y RM-50 del genotipo

Cascada. Las letras A y B indican nivel de diferencia estadistica significativa segun el test t
Student aplicado a cada parametro entre ambos tratamientos. El numero de réplicas oscild

entre 7y 12.

CASCADA RM-T CASCADA RM-50
Modulo elastico (MPa) 35.35+3.78 B A 50.34+£2.29
Fuerza Maxima (N) 1.2+0.1 B A 1.6+0.1
Maximo esfuerzo (MPa) 4.1+£03 B A 6.6+04
Trabajo de fractura (J/m?) 1096 + 106 B A 2276 + 198

Sin embargo, en el cultivar Gardenes Delight no se registraron diferencias
significativas entre el testigo y el tratamiento salino en los parametros extraidos del
ensayo de fractura por tension tal y como se muestra en la Tabla 3.13.

Tabla 3.13: Parametros mecanicos de epidermis de frutos RM-T y RM-50 del genotipo
Gardeners Delight. Las letras A y B indican nivel de diferencia estadistica significativa

segun el test t Student aplicado a cada parametro entre ambos tratamientos. El numero de
réplicas oscil6 entre 7 y 12.

GARDENERS RM-T GARDENERS RM-50
Médulo elastico (MPa) 2237 +3.31 A A 15.95 £2.64
Fuerza Maxima (N) 0.38 + 0.04 A A 0.37+0.01
Maximo esfuerzo (MPa) 1.5+02 A A 1.4+0.1
Trabajo de fractura (J/m?) 306 + 34 A A 295 + 42
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¢ Ensayo de carga-descarga secuencial

No se observaron diferencias en la rigidez ni en la velocidad de endurecimiento
de la piel de frutos del estadio RM de tratamiento salino y testigo en el cultivar tolerante
Cascada en el rango de fuerzas aplicadas, segun indicaron los valores medios de los
modulos eldsticos presentados en la Figura 3.16.A. En cambio, la deformacion plastica
acumulada en la piel de los frutos testigos fue significativamente superior con respecto

al salino a partir de fuerzas superiores a 0.1 N (Figura 3.16.B).

En el cultivar susceptible Gardeners Delight, los valores medios de los mddulos
elasticos de la piel de los frutos del tratamiento salino fueron superiores a los
registrados para la piel de los frutos testigos en cualquiera de las fuerzas de tension
aplicadas (Figura 3.17.A). Ademads, la velocidad a la que se deforma el tejido,
adquiriendo mayor rigidez y endureciéndose, fue superior en la piel de frutos de
tratamiento salino, especialmente para fuerzas de tension superiores a 0.15 N. Aunque
la deformacion plastica acumulada en la piel de los frutos del tratamiento testigo parecia
ser superior a fuerzas superiores a 0.2 N con respecto al tratamiento salino, las

diferencias no fueron significativas (Figura 3.17 B).
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Figura 3.16: Valores medios del modulo elastico (A) y la deformacion plastica (B) de la epidermis de
frutos del estadio rojo maduro del grupo testigo (linea roja) y tratamiento salino (linea azul) del cultivar
Cascada, derivados de un ensayo de carga y descarga secuencial con incremento progresivo en el valor de

carga.
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Figura 3.17: Valores medios del modulo elastico (A) y la deformacion plastica (B) de la epidermis de
frutos del estadio rojo maduro del grupo testigo (linea roja) y tratamiento salino (linea azul) del cultivar
Gardeners Delight, derivados de un ensayo de carga y descarga secuencial con incremento progresivo en
el valor de carga.
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3. Influencia de la temperatura, humedad relativa y radiacion sobre caracteristicas
de la cuticula

Se determinaron los parametros peso especifico y grosor de cuticula aislada de

frutos de tomate recolectados en estadio rojo maduro en tres épocas diferentes de

cultivo: cultivo 2001 de primavera-verano, cultivo 2002 de otofio-invierno y cultivo

2004 de invierno-primavera, cuyos valores se presentan en la Tabla 3.14. Se observa

cOmo estos parametros variaron segun la estacionalidad.

Tabla 3.14: Peso especifico (ug/cmz) y grosor de cuticula (um) de los cultivares Cascada y
Gardeners Delight correspondientes a cultivos en tres temporadas (media + desviacion
tipica). Para cada parametro, los valores no conectados con la misma letra son
significativamente diferentes con p>0.95 segun el test de Tukey-Kramer.

CASCADA GARDENERS DELIGHT
Peso especifico Peso especifico
Afio (uglem?) Grosor (um) (uglem?) Grosor (um)
2001 1916 £ 79 A 72+0.2 A 1478 £ 16 A 59+0.5 B
2002 1488 + 76 B 7.8+0.8 A 1127 £ 23 B 6.3+0.5 A
2004 1579 + 39 B 74+03 A 1067 £ 65 B 6.0+0.1 B

Realizando el estudio comparativo de los valores obtenidos en cultivos llevados
a cabo en distintas épocas de los cultivares Cascada y Gardeners Delight (Tabla 3.14),
se observo que el valor del peso especifico en el cultivo 2001 fue significativamente
superior que los valores obtenidos en los cultivos de 2002 y 2004, donde no hubo
diferencia significativa. Cuando se analizo el grosor de cuticula aislada en cada caso, se
observo que el mayor valor absoluto de grosor correspondia al estimado en el cultivo

2002 y el minimo en el 2001, pero sin diferencias.

Para comprobar si estas diferencias observadas en cultivos de distintas épocas
pudieran tener relacion alguna con los factores ambientales caracteristicos de cada
estacion (Temperatura, Humedad Relativa y Radiacioén), se analizaron los valores
medios correspondientes en cada caso al mes anterior a la recogida del fruto en estadio
rojo maduro para el andlisis posterior de su cuticula aislada. En la Tabla 3.15 se
presentan los valores maximos y minimos de temperatura y humedad relativa
registrados en el interior del invernadero en cada época, asi como los niveles de
radiacion registrados en el exterior del invernadero. Los valores maximos de

temperatura y radiacion se registraron en el cultivo 2001, siendo estadisticamente
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diferentes a los registrados en los cultivos 2002 y 2004. No se observaron diferencias en

cuanto al porcentaje de humedad relativa registrada en el invernadero en distintas

épocas del afio.

Tabla 3.15: Valores medios de Temperatura maxima y minima diaria (T* Max y Min),
Humedad Relativa maxima y minima diaria (HR Max y Min) y Radiacion Global Total
(RGT) y Radiacion Difusa Total (RDT) acumuladas correspondientes al mes previo a la
recogida del fruto. Para cada parametro, los valores no conectados con la misma letra son
significativamente diferentes con p>0.95 segun el test de Tukey-Kramer.

. HR Max . RGT RDT
T2 Max (°C)  T° Min (°C) (%) HR Min (%) (Decenasde  (Decenas de
Afio ° KJ/m?) KJ/m?)
2001 | 26.2 A 17.2 A 94.2 A 66.3 A 83937 A 21054 A
2002 | 18.7 B 11.0 B 93.0 A 60.5 A 25906 C 8593 C
2004 | 18.7 B 11.0 B 94.1 A 62.0 A 57382 B 15446 B

Analizando en conjunto la informacién presentada en las Tablas 3.14 y 3.15, se

observd que temperatura y radiacion variaban en el mismo sentido que el peso

especifico de la cuticula del fruto de tomate, es decir, tanto las cuticulas aisladas del

cultivar Cascada como del cultivar susceptible Gardeners Delight presentaban un valor

de peso especifico mayor en los periodos de mayor temperatura ambiente. Atendiendo

al grosor de cuticula se intuia que en épocas de mayor temperatura, los frutos parecian

tender a desarrollar una cuticula mas delgada aunque las diferencias no fueron

significativas. No parece que la radiacion global o difusa o la humedad relativa tengan

relacion con peso especifico o grosor de cuticula, aunque la radiacion global podria

tenerla suponiendo la existencia de un umbral que estaria situado entre los niveles de

radiacion de 2004 y 2001.
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1. Caracterizacion de los cultivares estudiados en condiciones testigo

1.1 Evaluacién de campo

e Crecimiento y desarrollo

No se observo diferencia en el didmetro final alcanzado en los frutos rojos
maduros de los cultivares resistente (Cascada: 36.1 + 2 mm) y susceptible (Gardeners
Delight: 36.5 £ 1.7 mm) al agrietado al final de la curva de crecimiento. Existen
diversos estudios que relacionan el tamafio del fruto con la susceptibilidad al agrietado
entre distintas variedades. Segin Considine y Brown (1981), el fruto incrementa su
tamafio conforme mayor fuerza fisica es aplicada contra la epidermis, lo que permite un
incremento en la susceptibilidad al agrietado; es por esto que el agrietado se
correlaciona positivamente, en algunos casos, con el tamafio del fruto (Koske y col.,
1980; Emmons y Scott, 1998a). Sin embargo, estudios realizados por Ehret y col.
(1993) han mostrado que no existe una clara relacion entre el tamafio de los frutos y la
tasa de crecimiento con la susceptibilidad o resistencia al agrietado. En nuestro caso,
cultivar susceptible y resistente presentan frutos en estadio rojo maduro con similar
didmetro transversal, y por tanto, de igual tamafio, por lo que constituyen un excelente
material para el estudio del agrietado ya que en ellos se elimina la posible variabilidad

atribuible al tamafo del fruto.

El crecimiento del fruto de tomate sigue una curva sigmoidal desde la
fecundacion del ovario hasta el estadio rojo maduro (Figura 3.2). Aungue no se observa
diferencia en la tasa o ritmo de crecimiento de los frutos registrados en ambos
cultivares, el cambio de coloracion aparecio antes en el cultivar susceptible (35 dda) que
en el resistente (40 dda) al cultivarlos sin sal. Esta documentado que este proceso puede
abarcar entre 49 y 70 dias segun el cultivar (Dorais y col., 2004), y que puede
estructurarse en tres fases: una primera fase de crecimiento lento del fruto (10% del
peso final) y division celular muy activa, que llega hasta los 14-21 dias después de
antesis (dda); una segunda fase de crecimiento rapido del fruto y expansion celular,
donde la mayor parte del peso del fruto se acumula al final del estadio verde maduro
(21-35 dda); una tercera fase caracterizada por un crecimiento lento e intensos cambios
metabolicos caracteristicos del proceso de maduracion. El cese de aporte de asimilados

ocurre diez dias después del cambio de coloracion (Ho y Hewitt 1986).
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El peso medio de los frutos rojos maduros de Cascada registrado a lo largo de 5
recogidas fue mayor que para Gardeners Delight aunque sin diferencias significativas
debido a los altos errores de estima. Cabe comentar que la fecha en que se determing el
diametro transversal maximo de los frutos de Gardeners Delight (15 Junio) y Cascada
(20 Junio) coincide con la evaluacion del peso medio del fruto correspondiente a la
tercera recogida en el caso del cultivar Gardeners (15 Junio: 16.7 g de peso medio de
fruto), y con los dias intermedios entre la tercera y cuarta recogida para el cultivar
Cascada (15 Junio:19.8 g; 22 Junio: 22.9 g). El hecho de presentar el mismo diametro
final y diferencia en el peso alcanzado en la fecha aproximada explicaria por qué los
frutos de Cascada suelen presentarse de una forma mas turgente que los de Gardeners
Delight. Se observo una disminucion de peso del fruto hacia el final de la cosecha en
ambos cultivares, si bien esta disminucion de peso fue més gradual en Gardeners

Delight desde la segunda recogida.

e Ritmos circadianos de crecimiento

La variacion intradia en el diametro de los frutos indic una relacién inversa
entre temperatura y didmetro (Figura 3.4). Los cambios en las fluctuaciones diarias de
diametro son causados por cambios en el estado de hidratacion del fruto durante el dia
(Aloni y col., 1999), el cual en parte esta marcado con las condiciones externas de
humedad y temperatura. Si en el pedicelo del fruto se hubiese formado una capa de
abscision estanca, la variacion del didmetro hubiese sido regida por la dilatacion y
contraccion inherente a los cambios diarios de temperatura. Que la variacion en
diametro fuese inversa a la de la temperatura sugiere que durante el periodo de medidas
habia un intercambio de fluidos entre la planta y el fruto a través del pedicelo y que la
capa de abscisién no impedia ese movimiento. Se estaria en los 10 dias posteriores al
inicio del cambio de color en los que, segun Ho y Hewitt (1986), siguen aportandose al
fruto agua y asimilados. En este periodo de escaso o nulo crecimiento diametral del
fruto, las variaciones de diametro medidas serian explicadas por el déficit hidrico en la
planta. En las horas més calurosas del dia la planta seria incapaz de absorber por la raiz
el agua que la atmdsfera le demandaba, recurriria al agua de los tejidos y del fruto
saldria agua hasta que la presion osmética del fruto equilibrase la demanda hidrica de
las hojas. Asi se explicaria la disminucién de didmetro desde el amanecer hasta alcanzar

la temperatura maxima. Por la tarde y noche la presion osmética del fruto seria mas
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negativa que la demanda hidrica de las hojas y el fruto ganaria agua aumentando su

didmetro.

La aparicion de agrietado registrado en dos de los frutos estudiados tuvo lugar
tras alcanzar el didmetro maximo del Gltimo ciclo, es decir, durante la noche o a primera
hora de la mafiana. Esto coincide con otros estudios encontrados en la bibliografia que
apuntan a que la aparicion de grietas tiene lugar a primeras horas de la mafiana o al final
de la tarde (Ohta y col., 1997), momentos en los que la tasa de crecimiento del fruto asi
como el flujo de savia son méaximos (Sakiyama y Stevens, 1976). Asi, las condiciones
que favorecen el crecimiento acelerado del fruto propician a su vez la aparicion de
grietas. Por otro lado, las fluctuaciones de didmetro que tienen lugar en un fruto han
sido correlacionadas con los cambios en el potencial hidrico del tallo (Johnson y col.,
1992) y con el flujo de agua y carbono hacia el interior del fruto (Guichard y col.,
2001).

Existen ademas trabajos que apoyan la idea de que una entrada de agua al fruto,
bien por incremento en la toma desde la raiz o bien a través de la superficie del fruto,
provocaria un incremento en la presion interna del fruto, considerando esto la causa
principal de agrietado (Peet, 1992; Peet y Willits, 1995; Ohta y col., 1997-1998; Li y
col., 2002). Sin embargo, estudios realizados sobre la presion interna del fruto no
ofrecen una clara relacion entre susceptibilidad al agrietado y presion interna de los
I6culos (Almeida y Huber, 2001), es decir, que aquellos frutos de variedades mas
susceptibles presentaran una mayor presion interna que les hiciera incrementar su

volumen hasta provocar la aparicion de agrietado.

Atendiendo a los resultados presentados en este trabajo, a pesar de que la
aparicion de agrietado parece coincidir con los momentos posteriores a la maxima
expansion del fruto, no se puede deducir que el diametro alcanzado en el ciclo en que
agrieta el fruto o la velocidad a la que se ha expandido el fruto sea superior que en los
ciclos anteriores. Hay estudios realizados con frutos de pimiento en los que se estudia el
limite de expansion del fruto cuando esta en la planta en estado maduro, y cuando se
somete fuera de la planta a ensayos de inmersion para provocar el agrietado (Aloni y
col., 1999). Estos autores comprueban que el porcentaje de expansion que alcanza el

fruto cuando estd sumergido en agua es superior al que experimenta cuando se
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encuentra en la planta, es decir, que el fruto no llega a desarrollar su capacidad maxima
de expansién al menos en estadio maduro. Por tanto, el agrietado del fruto no podria
producirse por sobrepasar el limite maximo de expansion del mismo, sino que deberian
ser los ciclos diarios de expansion y contraccion del fruto los que Ilegaran a debilitar la
cuticula causando el agrietado. Comprueban ademas que en frutos maduros mas
expuestos directamente al sol presentan fluctuaciones de didmetro superiores a las que
se registran en frutos sombreados, siendo esta observacion extrapolable a dias soleados
y nublados. Por tanto, condiciones medioambientales tales como la alta intensidad de
luz o grandes cambios de temperatura diaria podrian incrementar las variaciones en los
ciclos de expansion-contraccion del fruto y potenciar por tanto el agrietado (Peet, 1992;
Aloni y col., 1999).

e Agrietado poscosecha

Mientras que el cultivar Cascada, considerado tolerante o resistente al agrietado,
presento tan solo el 1% de los frutos recolectados agrietados en la primera recogida, sin
presentar ningun fruto agrietado en las 4 recogidas restantes, el cultivar susceptible
Gardeners Delight present6 un porcentaje medio de agrietado poscosecha de 28 + 7.9%
en las cinco recogidas evaluadas. Cabe destacar la disminucién del porcentaje de
agrietado en la cuarta recogida con respecto a la recogida inicial; esto coincidi6 a su vez
con una disminucion del peso medio del fruto. Sin embargo, este porcentaje vuelve a
aumentar en la quinta recogida, coincidiendo con eventos de lluvia en los dias previos a
la recogida. Estos resultados corroboran los estudios previos en los que Cascada fue

menos susceptible al agrietado que Gardeners.

El método de induccion de agrietado llevado a cabo los mismos dias de las
cuatro primeras recogidas de frutos reprodujo las diferencias en susceptibilidad al
agrietado entre ambos cultivares. Asi, Cascada mostré una media del 4% en las tres
primeras recogidas en los grupos de frutos que se sumergieron en agua a 10° C, lo cual
superd al agrietado poscosecha evaluado previamente. El cultivar Gardeners Delight
presentd agrietado en las cuatro recogidas en las que se llevé a cabo el método de
induccion artificial del agrietado, siendo los porcentajes observados en los métodos de
induccion inferiores a los detectados en el agrietado natural poscosecha. Esto podria
deberse a que, a pesar de estar forzando las condiciones favorables para que tuviese

lugar el agrietado mediante el método de induccion, los frutos empleados para el ensayo
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serian los que no se agrietaron ni en planta ni en poscosecha, por lo que serian dentro
del mismo cultivar, frutos que ofrecieron una mayor resistencia a agrietarse. Ademas, la
temperatura a la que se evalud el agrietado poscosecha era muy superior a la que se
empled con el agrietado inducido (10° C). En estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, se llevd a cabo en varias ocasiones el ensayo de inmersion a 23° C,
reproduciendo la temperatura del invernadero en el momento de recogida, obteniendo
en este caso hasta un 33% de agrietado por el método de induccién (cuando el recuento
de frutos agrietados se hacia a las 2 horas) frente a la ausencia de agrietado poscosecha
en el caso del cultivar Cascada. Por esto, en este trabajo se eligié la condicion de 10° C
como temperatura optima para los ensayos de induccién, ya que reproducian mejor las
diferencias entre cultivares. El porcentaje de agrietado inducido en el cultivar Gardeners
Delight disminuyé de una recogida a otra, al igual que ocurri6 con el peso medio de los
frutos, segun se exponia anteriormente. La disminucion del peso de los frutos dentro de
un mismo cultivar favorece, por tanto, la disminucion en el balance de agrietado
poscosecha para ese cultivar, tal y como se demuestra en el caso del cultivar susceptible

Gardeners Delight.

El método de inmersion de frutos en agua provoca un agrietado artificial que
permite ordenar a los cultivares por la resistencia de sus frutos a agrietarse en
condiciones naturales. Este método evita la falta de resultados cuando las condiciones
de cultivo hacen que no se produzca agrietado natural, es rapido y muy sencillo de

aplicar.

1.2 Estudio morfologico de la piel del fruto en estadio verde maduro y rojo maduro

Segun Hankinson y Rao (1979), el andlisis histologico podria proporcionar una
indicacion répida de la susceptibilidad de un nuevo cultivar de tomate al agrietado. La
forma de las células epidérmicas y la disposicion de la cutina podria jugar un papel

importante en el agrietado de la piel del tomate.

Los colorantes empleados en este trabajo permitieron estudiar y medir las
caracteristicas morfologicas de la cuticula y de las células epidérmicas de los frutos de
tomate de los estadios verde maduro (VM) y rojo maduro (RM) de los cultivares
Cascada y Gardeners Delight. La cuticula de los frutos de tomate presentaba una

disminucion en el grosor estimado cuando el fruto cambiaba de estadio VM a RM
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(Tabla 3.4). Esta reduccion del grosor en el cambio de maduracion fue del 20% en
Cascada y del 38% en Gardeners. Bargel y Neinhuis (2005) no encontraron repetitivo
este caracter, ya que describieron variedades con grosor de cuticula en el estadio RM
tanto mayor como menor que en VM, apuntando la posibilidad de que la disminucion
del grosor de la cuticula cuando el fruto cambiaba de estadio VM a RM se pudiera deber
a que la biosintesis de los componentes cuticulares estuviera disminuida antes que el
incremento de volumen del fruto disminuyera al comienzo de la maduracion. En nuestro
caso so6lo se han estudiado dos variedades y no podemos ni rebatir ni confirmar la
hipotesis de Bargel y Neinhuis (2005), no obstante si habria que apuntar que nuestros
cultivares son muy diferentes en su comportamiento con respecto al agrietado y en
ambos casos disminuyé significativamente el grosor de la cuticula. EI maximo grado de
invaginacion, sin embargo, no parecié variar en el cambio de VM a RM. La
invaginacion de la cuticula en la epidermis tiene lugar a finales del proceso de
crecimiento y maduracion del fruto VM, ya que en estadio verde inmaduro (V1), donde
el grosor de cuticula es menor (aln se estan sintetizando los componentes cuticulares),
no parece apenas haber invaginacion de la cuticula en la epidermis (datos no
mostrados). Por otra parte, aunque disminuyese la invaginacion de la cutina,
probablemente se afectaria la anchura de las invaginaciones ya que para disminuir en

longitud (maximo de invaginacion) deberia desaparecer totalmente la cutina.

Una vez alcanzado el estadio RM, los frutos del cultivar resistente Cascada
presentan una cuticula mas gruesa y con mayor grado de penetracion en la epidermis
que los frutos RM del cultivar susceptible Gardeners Delight. La cutina en cultivares
resistentes al agrietado radial penetra hasta la tercera capa de células mientras que en
susceptibles solo penetra generalmente hasta la segunda capa (Hankinson y Rao 1979).
La escasa penetracion de la cutina y la piel delgada ha sido relacionada con la
susceptiblidad al agrietado (Peet, 1992), mientras que la profunda penetracion de la
cutina en la piel y piel gruesa se manifiesta generalmente en cultivares resistentes al

agrietado radial del fruto (Hankinson, 1979).

El cambio de estadio VM a RM vino acompafiado también por un aumento en el
tamafo de las células epidérmicas (Tabla 3.4). Este aumento de tamafio viene registrado
generalmente por el area celular de la superficie medida, si bien algunas veces podria

considerarse el perimetro como parametro indicador de tamafio. Tal aumento de tamario
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celular puede reflejarse tanto en el eje Y de la célula o longitud celular, como en el
hipotético eje X de la misma o ancho de la célula. Si el aumento de tamafio no afecta
por igual a ambos ejes, la forma de la célula cambia. Asi, las células epidérmicas del
estadio RM son maés largas y menos anchas que las del estadio VM, cambiando su

morfologia de mas o menos redondeada a una forma mas aplanada.

Cuando se comparan las células epidérmicas de los frutos RM de ambos
cultivares entre si, se observa que las células del cultivar resistente Cascada son mas
grandes y redondeadas que las células del cultivar susceptible Gardeners Delight, que
muestran en contraposicion una forma mas alargada o aplanada (Figura 3.10). Los
frutos de tomates de diferentes cultivares varian en tamafio y forma de las células
epidérmicas (Batal y Lersten, 1972). Esta diferencia puede relacionarse con la
resistencia o susceptibilidad al agrietado del fruto segiin Cotner y colaboradores (1969).
Los frutos que muestran resistencia al agrietado concentrico presentan células
epidérmicas aplanadas, que posiblemente soporten mejor la presion en este caso que los
frutos menos susceptibles al agrietado concéntrico. Al igual que Cotner y colaboradores
(1969), Hankinson y Rao (1979) encuentran células epidérmicas aplanadas en cultivares
resistentes y células redondeadas en cultivares susceptibles al agrietado concentrico. Sin
embargo, estos autores no encontraron diferencias anatémicas consistentes con respecto
a la resistencia al agrietado radial. Pagaldy y Ruiz (1983) establecieron una clara
relacion entre grosor de cuticula, altura y anchura de las células epidérmicas del
siguiente modo: celulas alargadas planas y con cuticula delgada equivalen a un nimero
pequerfio de células por unidad de superficie epidérmica, mientras que células estrechas
y altas (redondeadas) y con cuticula gruesa equivalen a un mas alto nimero de células

por unidad de superficie.

1.3 Estudio de las propiedades mecénicas de epidermis y cuticula de frutos de
tomate en estadios verde maduro y rojo maduro

Las propiedades mecénicas de la epidermis del fruto varian segun el estadio de
maduracion pero no en todos los parametros ni en todos los cultivares. Mientras que la
rigidez de la epidermis se mantuvo de VM a RM en los dos cultivares probados, el
esfuerzo maximo de rotura y el trabajo de fractura disminuyeron en Cascada y se
mantuvieron en Gardeners. Las propiedades de la epidermis son el resultado de las

propiedades de la cuticula y de las células del colénquima. En un fruto en crecimiento
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(fruto verde inmaduro), la cuticula no deberia ser un impedimento para la expansion del
mismo dado que la rapida expansion del fruto predomina en los primeros estadios de
crecimiento (Thompson y col., 1998), presentando una cuticula con una alta
extensibilidad y ofreciendo una baja resistencia a la deformacion (Bargel y Neinhuis
2005). En el estadio verde maduro VM, el fruto ya no creceria mas, sin embargo los
cambios metabdlicos que se manifiestan en estadio RM aln no han tenido lugar (Bargel
y Neinhuis, 2005), por lo que en principio podria asumirse que el comportamiento
mecanico del tejido VM seria méas parecido a frutos de estadios anteriores, donde si hay

crecimiento.

En los ensayos mecanicos realizados en este trabajo con epidermis de fruto, no
se observaron diferencias en la rigidez indicada por el médulo elastico E entre frutos de
estadio VM y RM en el ensayo de fractura (Tablas 3.5 y 3.6) ni en el ensayo de carga-
descarga secuencial cuando se aplicaban fuerzas menores de 0.3 N en ninguno de los
cultivares (Figuras 3.11 y 3.12). Sin embargo, en Cascada, las diferencias respecto al
estadio VM cuando se aplicaban fuerzas superiores después de haber aplicado una serie
de esfuerzos previos fueron patentes incrementandose el mdédulo eléstico de forma
notable. Esto no se observé en el cultivar Gardeners que aungque también presentaba el
fendmeno de endurecimiento, esto es, incremento del modulo elastico segin aumenta la
fuerza aplicada, no mostro diferencias en la rigidez entre ambos estadios de maduracion
VM y RM auln aplicando el mismo rango de fuerzas. El tejido de Cascada se ve mas
afectado por la aplicacion de una fuerza, oponiendo mas resistencia a la deformacion en

aquel estadio en el que suele aparecer agrietado como es el rojo maduro.

La deformacion pléstica también se incrementa con la aplicacion creciente de
esfuerzos, siendo superior en el estadio RM de los frutos de Cascada y ligeramente
superior en Gardeners con respecto al estadio VM, y presentando una mayor
acumulacién frente a esfuerzos elevados, es decir, el tejido se deforma hasta un punto de
forma irreversible, ya que una vez cesa el esfuerzo, el tejido no recupera totalmente su
dimensidn inicial, sino que permanece con una deformacion denominada plastica o

residual.

Asumiendo un valor de modulo elastico constante durante todo el proceso de

extension, como es el caso del ensayo de fractura, la epidermis de frutos RM, y por
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tanto su cuticula, llegaria antes a su limite de extension, ya que presenta un esfuerzo de
fractura menor y necesita menos energia para propagar una grieta respecto al estadio
VM (Tablas 3.5 y 3.6). Esto ocurriria tanto en los frutos del cultivar tolerante Cascada
como en los frutos del cultivar susceptible Gardeners Delight.

Considerando el comportamiento de los frutos RM de ambos cultivares frente a
una fractura iniciada, tanto la epidermis como la cuticula del cultivar susceptible
necesitan menos energia para propagar una grieta y presentan un menor esfuerzo de
fractura (Matas y col., 2004b), por lo que tales frutos llegarian antes a su limite de
extension, y por tanto al agrietado. La disminucion de la extensibilidad de la cuticula
del fruto de tomate hacia los estadios finales de maduracion podria tener implicaciones
en la susceptibilidad al agrietado, tal y como apuntan algunos autores (Bargel y
Neinhuis 2005).

La epidermis reproduce la respuesta mecanica de una cuticula aislada durante el
ensayo de fractura. El hecho de presentar la cuticula una mayor rigidez, esfuerzo de
fractura y energia para propagar una grieta en el estadio RM de ambos cultivares, indica
que la cuticula no solo frena en este estadio la expansion del fruto sino que ademas seria

el punto por el que empezaria a agrietarse el fruto.

La epidermis de Cascada presentd unos valores de modulo elastico, maximo
esfuerzo de rotura y trabajo de fractura superiores a los de Gardeners. Eso supone que el
material de la epidermis es diferente en ambos cultivares. La epidermis representa un
muy variado conjunto de tejidos y seria dificil constatar en cual o cuales esta el cambio,
pero considerando solamente la cuticula, esos tres parametros también son mayores en

Cascada que en Gardeners y por tanto la composicion cuticular debe ser diferente.

2. Caracterizacion de los cultivares estudiados bajo condiciones salinas

2.1 Evaluacion de campo

Esta bien documentado que el aumento de la conductividad eléctrica en la
solucion de riego afecta a la produccién de frutos de tomates, obteniendo frutos con
menor peso y diametro que los testigos hacia el final del proceso de maduracién (Ehret
y Ho, 1986; Adams 1991; Cuartero y Fernandez-Munoz, 1999; Dorais y col., 2001b).

108



MENU SALIR

Discusion |

En el cultivar Cascada, las plantas regadas con solucion de alta conductividad eléctrica
(6.5 dSm™) produjeron frutos con un 11% menos de diametro transversal y un 33%
menos de peso final con respecto a los controles. Una reduccion del 10% en el peso del
fruto se espera cuando se riega con un agua de 5-6 dSm™ (Gonzalez-Fernandez y
Cuartero, 1999), lo que concuerda con la reduccién de peso observada en el cultivar
Cascada. Los frutos del cultivar Gardeners Delight se vieron menos afectados por las
condiciones salinas que los del cultivar Cascada. El porcentaje de reduccion del
diametro final del fruto fue del 6%, mientras que el porcentaje de reduccion de peso fue
del 19% con respecto a los controles. Gardeners que es mas susceptible al agrietado se

mostré mas tolerante a la salinidad.

La disminucién de tamafio del fruto bajo condiciones salinas ha sido relacionada
con la disponibilidad de agua para la planta. Un aumento en la conductividad eléctrica
de la solucion nutritiva disminuye la disponibilidad de agua para la planta (potencial
hidrico més bajo), las plantas en esas condiciones absorben menos agua, se reduce el
flujo de agua hacia el fruto y por tanto, la tasa de expansion del mismo (Johnson y col.,
1992). Se ha demostrado una fuerte relacion lineal entre la conductividad eléctrica de la

solucion nutritiva y el consumo de agua (Soria y Cuartero, 1997).

Si se observa la Figura 3.14 donde se presenta la curva de crecimiento de los
frutos de tratamientos salinos y testigos de ambos cultivares, se puede afirmar que es a
partir de los 20 dda donde empieza a apreciarse un cambio en la tasa de crecimiento
(atendiendo a la pendiente de la curva) y variacion en el didmetro del fruto,
especialmente en el cultivar Cascada que se ha mostrado como el mas sensible al efecto
del tratamiento salino. Segin Cuartero y Fernandez Munoz (1999), los frutos de plantas
de tratamiento salino parecen mostrar un crecimiento normal durante la fase de division
celular y es durante la fase de expansion celular cuando los efectos deletéreos de la sal
se observan. La modificacion en el ciclo de crecimiento del fruto de la fase 2 o fase de
expansion celular bajo condiciones salinas podria explicar, especialmente en el caso de
los frutos del cultivar Cascada, la diferencia en el tiempo del cambio de coloracion
caracteristico de la fase 3 observada entre el testigo (40 dda) y el tratamiento salino (37
dda). En el cultivar Gardeners Delight, no se aprecid diferencia temporal en el cambio

de coloracion.
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e Agrietado poscosecha en tratamiento salino

El tratamiento salino produjo menor aparicién de agrietado poscosecha en el
cultivar susceptible Gardeners Delight en cada una de las recogidas que cuando este
genotipo se cultivo con agua dulce (condiciones testigo). En Cascada no hubo agrietado
significativo ni en salinidad ni en condiciones testigo. Estd documentado que bajo altos
niveles de conductividad eléctrica en la solucion de riego, el fruto de tomate
generalmente desarrolla una cuticula mas gruesa y resistente, una presion de turgencia
mas baja (Verveke y Schols, 1992) y una menor susceptibilidad al agrietado del fruto
(Sonneveld y Van Der Burg, 1991). Nuestros resultados confirman una notable
disminucion del agrietado del fruto al regar las plantas con solucién salina.

El método de induccién de agrietado aplicado en los tratamientos testigos no
revel6 ningun fruto agrietado en cualquiera de los cultivares estudiados. Esto demuestra
de nuevo la resistencia de los frutos a agrietarse bajo condiciones de tratamiento salino
observadas previamente en la evaluacion de agrietado poscosecha. Sin embargo, en
condiciones salinas, la induccion de agrietado mediante inmersidn en agua no parece ser
un método apropiado para medir el agrietado ya que deberia haber aparecido agrietado
al menos en Gardeners. Los frutos de plantas crecidas en condiciones salinas presentan
una cuticula méas gruesa y con mayor cantidad de ceras epicuticulares (Romero y col.,
2001). Cabe suponer que el agua necesite mas tiempo para atravesar las ceras
epicuticulares e invadir la cuticula de los frutos cultivados en condiciones salinas. Por
tanto, quiza se deberia haber aumentado el tiempo de inmersion para obtener resultados

comparables entre el agrietado natural y el provocado por inmersion.

Al final de la maduracion los frutos de tratamiento salino presentaron un color
rojo mas intenso que los testigos. Algunos estudios han demostrado que el incremento
en la conductividad eléctrica de la solucion nutritiva en las plantas de tomate o la
adicion de NaCl, KCI o CaCl, en la solucion nutritiva incrementa la calidad externa
(color, menor tasa de agrietado) e interna del fruto (potencia el sabor al incrementar el

contenido en acidos y azucares) (Stevens 1979; Cuartero y Fernandez Munoz, 1999).

2.2. Estudio morfoldgico de la piel del fruto en estadio rojo maduro bajo

tratamiento salino
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Independientemente del cultivar, el tratamiento salino afecta a la células
epidérmicas disminuyendo su tamafio y alterando su morfologia, transformandolas en
células menos alargadas y por tanto, mas isodiamétricas o redondeadas. Cabe destacar
sin embargo, que el cultivar Cascada parece afectarse méas por el tratamiento salino que
el cultivar Gardeners Delight, ya que los porcentajes de aumento del grosor de la
cuticula y disminucion del tamafio de las células epidérmicas son mayores en el cultivar
tolerante al agrietado Cascada con respecto al susceptible Gardeners Delight. Cascada
se mostrd6 mas sensible a la salinidad cuando se estudié el didmetro y peso del fruto,
disminuia mas el diametro y el peso del fruto que Gardeners en comparacion con frutos
procedentes de riego sin sal. En cuanto a la morfologia de las células epidérmicas y
grosor de la cuticula de nuevo Cascada se muestra mas sensible a la salinidad que
Gardeners ya que altera mas su grosor y forma en comparacién con la que presentaban

tanto la cuticula como las células epidérmicas de frutos regados con agua sin sal.

2.3 Estudio de las propiedades mecénicas de epidermis de frutos de tomate en
estadio rojo maduro bajo tratamiento salino

La salinidad afect6 al comportamiento mecénico de la epidermis especialmente
en el cultivar Cascada. En ensayos de fractura realizados con epidermis de fruto RM, las
muestras de tratamiento salino no solo eran mas rigidas, sino que necesitaban mayor
esfuerzo de fractura y energia para propagar una grieta que los correspondientes testigos
del cultivar tolerante Cascada (Tabla 3.12). Teniendo en cuenta el efecto que tiene la
salinidad en el desarrollo de estos frutos, el menor peso y tamafio, asi como el aumento

en el grosor de su cuticula contribuirian al aumento de rigidez de la epidermis.

Frente a un ensayo de carga-descarga secuencial, no hay diferencia en la rigidez
de la epidermis entre ambos tratamientos, aunque las deformaciones plasticas

acumuladas durante el proceso fuesen superiores en tratamiento salino (Figura 3.16).

La respuesta que ofrecié la epidermis de los frutos RM del cultivar Gardeners
Delight frente a la salinidad fue diferente. Sus propiedades mecanicas no variaron
cuando se estudiaron los ensayos de fractura con muestras de tratamientos salinos
(Tabla 3.16). Sin embargo, en un ensayo de carga-descarga secuencial, la muestra de
tratamiento salino se endurecia mas y a mayor velocidad que la muestra testigo, sin

mostrar cambios aparentes en la deformacion plastica (Figura 3.17).
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3 Influencia de la temperatura, humedad relativa y radiacion sobre

caracteristicas de la cuticula

Factores ambientales como temperatura y radiacion parecen influir en la
estructura de la cuticula. Asi, en épocas donde la temperatura media del invernadero
asociada al periodo en el que se ha desarrollado el fruto ha sido elevada (26° C) al igual
que los niveles de radiacion en el exterior del invernadero (Cultivo 2001), la cuticula
desarrollada en el fruto presentaba valores de peso especifico mayores que en épocas
donde temperatura y radiacion eran menores (Cultivos 2002 y 2004). Por otro lado, el
grosor de cuticula parece variar a la inversa de como lo hace la temperatura, ya que para
temperaturas elevadas la cuticula desarrollada presentaba un grosor menor (Cultivo
2001) que cuando la temperatura media del periodo analizado era méas baja (Cultivos de
2002 y 2004).

Combinando ambos parametros en las distintas épocas de cultivo, parece ser que
la temperatura podria estar actuando sobre la densidad de la cuticula, favoreciendo la
formacion de cuticulas mas densas (mayor peso especifico) y compactas (menor grosor)
cuando son elevadas, mientras que cuando las temperaturas son mas bajas se favoreceria
la formacion de cuticulas menos densas (menor peso especifico) y menos compactas

(mayor grosor de cuticula).

112



CAPITULO -1l



RESULTADOS - I



MENU SALIR

Resultados-11

Papel de los componentes de la cuticula en sus propiedades mecanicas.

1. Fraccionamiento de cuticula. Separacion de cutina y polisacaridos.

1.A Eliminacion de los compuestos hidrolizables y comprobacion mediante

métodos de tincion histologica y control del peso de cuticula.

El tratamiento de las cuticulas aisladas con &cido fluorhidrico-piridina permitio
la eliminacion de los compuestos hidrolizables, siendo éstos principalmente
polisacéridos, y la consecuente obtencion de la cutina. Durante este proceso fueron
eliminadas también las ceras epicuticulares, hecho comprobado al observar la ausencia
de brillo de la cara externa de las cuticulas tratadas. La eliminacion de estos
compuestos quedd demostrada mediante una tincion histolégica para celulosa con
calcofltor en cortes histologicos de muestras de cuticulas aisladas y cutinas embebidas
en resina (Figura 4.1). El calcoflior es un compuesto que interacciona con las fibrillas
de celulosa y emite fluorescencia de color blanco cuando se excita la muestra con luz
ultravioleta. Se observa como las fibrillas de celulosa se localizaron bordeando la zona
interna de la cuticula, fundamentalmente en la zona de las invaginaciones (Figura 4.1
A). En los cortes correspondientes a muestras de cutina (Figura 4.1 B) no aparecid

contrastada esta zona, lo que demuestra la obtencion de una cutina libre de polisacaridos

tras el tratamiento.

Figura 4.1: Imagen de microscopia de fluorescencia de cortes de cuticula aislada (A) y cutina (B) del
cultivar Cascada contrastados con calcofltor y visualizados con luz UV con 40X.

Por otro lado, se pesaron las cuticulas antes y después del tratamiento. Se

registro una pérdida del peso de la cuticula del 28% en cuticula procedente de fruto rojo
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maduro y del 31% en cuticula de fruto verde maduro. La disminucion de peso seria

debida a la pérdida de polisacaridos tras el tratamiento.

1.B Puesta a punto de un método de obtencion selectiva de polisacaridos a partir
de cuticulas aisladas de los estadios verde maduro y rojo maduro de Cascada y
Gardeners Delight. Comprobacion del grado de pureza de la extraccion.

El método desarrollado para la obtencion selectiva de polisacéaridos a partir de
muestras de cuticulas aisladas de frutos de tomate se compuso de tres pasos principales:

o Eliminacion de ceras, mediante la adicion de una mezcla de cloroformo-
metanol a la muestra en una proporcion 3:1

o Despolimerizacion del poliéster cutina con metanol KOH al 1%, a
temperatura ambiente

o Lavados sucesivos con metanol para eliminar los restos de cutina, hasta

obtener una solucién no coloreada

Las condiciones del proceso, asi como la descripcion detallada del método
figuran en el apartado de Materiales y Métodos. Sin embargo cabe comentar la leve
agitacion y baja temperatura a la que se llevo a cabo el experimento, evitando asi la
ruptura total de la capa de polisacaridos, los cuales conservaron la estructura en el plano
que presentan en la cuticula, tal y como se observa en las imagenes de microscopia

Optica que se comentaran en el apartado 5.1.

El rendimiento del método fue de un 10% para cada una de las muestras
estudiadas. Se partié de un gramo de cuticula aislada en cada uno de los casos y se
obtuvieron 100 mg aproximadamente después del protocolo descrito.

El grado de pureza de cada extraccion se comprobd mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). En la Figura 4.2 se muestran los
espectros FT-IR de los extractos de polisacaridos procedentes de las cuticulas aisladas
de los estadios de maduracion rojo maduro (RM) y verde maduro (VM) de los
cultivares Cascada y Gardeners Delight. Los espectros realizados a los cuatro extractos
de forma independiente fueron practicamente idénticos tal y como se puede observar en
la Figura 4.1.
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Figura 4.2: Espectros de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de los extractos
de polisacéridos procedentes de cuticulas aisladas de frutos de tomate de los estadios verde maduro (VM)
y rojo maduro (RM) de los cultivares Cascada y Gardeners Delight.

La ausencia de banda a 1730 cm™, asignada a la vibracién C=0 del grupo
carbonilo del enlace éster que une los hidroxiacidos grasos que forman el entramado de

cutina, fue una prueba mas de la pureza de la obtencion selectiva de polisacaridos.

2. Comparacion entre las propiedades mecanicas de la cuticula y de la cutina de

frutos rojo maduro

Los ensayos de fluencia realizados con cuticula y cutina aisladas de frutos de
dos estadios de maduracién y dos cultivares con distinto grado de susceptibilidad al
agrietado, fueron realizados bajo dos condiciones de temperatura (23° Cy 35° C) y

contenido de agua (40% humedad relativa y mojado).
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e Cuticula y cutina RM de Cascada

Los ensayos de fluencia con la cuticula aislada mostraron dos fases bien
diferenciadas cuando ésta fue sometida a incrementos en la fuerza de tension de 0.098 N
en intervalos de 20 minutos en condiciones de baja humedad relativa (40% HR). Una
primera fase que comprendié desde O hasta 0.49 N de fuerza (lo que corresponderia a
cinco incrementos de 0.098N), donde la cuticula respondi6 a cada incremento con una
extension instantanea. La deformacion en esta primera fase fue esencialmente elastica.
La segunda fase se manifest6 a fuerzas de tension superiores a 0.49 N, donde la cuticula
respondid con una primera extension instantanea (deformacion elastica) seguida de una
extension adicional dependiente de tiempo (deformacion viscoelastica). En la Figura
4.3, se presenta un diagrama de la evoluciéon de la deformacion alcanzada frente al
tiempo; cada escalon sefialado corresponderia a un esfuerzo aplicado. En condiciones de
mojado, las curvas esfuerzo-extension mostraron un caracter monofésico que se

correspondié con una deformacion esencialmente viscoeléstica.
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Figura 4.3: Ensayo de fluencia con incrementos sucesivos de fuerza de 0.098N cada 20 minutos de
cuticula (linea roja) y cutina (linea negra) de fruto RM de Cascada. Ambos ensayos se realizaron en
condiciones de 23° C y 40% HR. Los datos fueron tomados cada 3 s hasta el momento de fractura.

Este comportamiento bifasico para condiciones de baja humedad y monoféasico
para las condiciones de mojado de la cuticula aislada pudo ser también observado en los
diagramas esfuerzo-extension (Figura 4.4), los cuales permitieron a su vez el célculo del
maodulo elastico a partir de la pendiente de la primera fase de la curva (fase lineal

elastica).
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Figura 4.4: Respuesta mecanica de la cuticula (circulo) y la cutina (triangulo) de frutos RM de Cascada
en ensayos realizados a 23° C, bajo dos condiciones de humedad: 40% (linea roja) y mojado (linea negra).

Atendiendo a la forma de las curvas esfuerzo-extension asociadas a la cutina
(Figura 4.4), se observd que independientemente de la condicién de temperatura o
humedad relativa aplicada, el comportamiento de la cutina de frutos RM del cultivar
Cascada fue principalmente monofasico, hecho que también se deduce del analisis de la
deformacidn en funcion del tiempo (Figura 4.3).

El mddulo elastico (E) de las cuticulas aisladas de frutos del estadio rojo maduro
(RM) del cultivar Cascada en condiciones de temperatura 23° Cy 40% HR fue de 628
MPa (Figura 4.5A). Cuando se realiz6 el ensayo de tension aumentando la temperatura
hasta 35° C, el valor de E disminuy6 en torno a un 27%. En condiciones de mojado, E
disminuyd un 79% con respecto a las condiciones de baja humedad de cada temperatura
ensayada. No se obtuvieron diferencias significativas en el valor medio obtenido entre

ambas temperaturas en condiciones de mojado.

Al igual que sucedia con el modulo elastico, el esfuerzo de fractura de la
cuticula (op) decrecié con el aumento de temperatura en torno al 45% (Figura 4.5B).
Las condiciones de mojado favorecieron la disminucion de o, soportado por la cuticula
aislada antes de la ruptura, variando desde 45 MPa al 40% HR a 25 MPa en mojado
para 23° C y de 25 MPa a 13 MPa para 35° C.
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El aumento de temperatura no afectd a la deformacion maxima (ep) alcanzada
por la cuticula (Figura 4.5C), mientras que las condiciones de mojado provocaron un

aumento significativo a 23° C (ep 23ec-40% HR: 12%; €p 23°C-Mojado: 19%0).

Analizando el comportamiento mecanico de la cutina de frutos RM del cultivar
tolerante Cascada, se observd que el mddulo elastico que presentaba a 23° C y 40% HR
(E: 45 MPa) fue significativamente diferente del obtenido a 35° C en las mismas
condiciones de humedad relativa (E: 32 MPa), representado en la Figura 4.5A. Cuando
se sometio la cutina a condiciones de mojado, el valor de E disminuy6 un 55% a 23° C 'y
un 31% a 35° C con respecto a las condiciones de baja humedad relativa, sin mostrar

diferencias significativas en las condiciones de mojado entre ambas temperaturas.

El valor de oy, para la cutina (Figura 4.5B) a 23° C y 40% HR (12 MPa) fue un
50% superior al estimado cuando se aumento la temperatura a 35° C (6 MPa) y un 65%
mayor con respecto a las condiciones de mojado (4 MPa). A 35° C también fue superior

el o, con baja HR que en mojado.

No hubo diferencias significativas en cuanto a ¢, de la cutina debido
seguramente a los elevados errores en las estimas (Figura 4.5C), si bien en valores
absolutos fue mayor al 40% HR (ep 230 c: 27 %; & 350 c: 23%) que en condiciones de
mojado (ep 230 c: 20 %; ep 350 c: 15%) en cualquiera de las temperaturas, y mayor a 23 que

a 35°C en cualquiera de las humedades relativas.
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Figura 4.5: Valores del Médulo elastico (A), Esfuerzo de Fractura (B) y Deformacion Maxima (C) de la cuticula
(barra gris) y la cutina aislada (barra negra) de frutos del estadio rojo maduro (RM) del cultivar tolerante Cascada (Ca).
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Al comparar la respuesta mecanica de la cuticula y la cutina de frutos RM del
cultivar Cascada en igualdad de condiciones (Figura 4.5), se observé que al eliminar los
polisacaridos, el moédulo eléastico de la cutina disminuia drasticamente en todas las
condiciones ambientales probadas: un 93% menor que el de la cuticula en condiciones
de baja humedad a ambas temperaturas y entre un 76 y un 85% en condiciones de
mojado a ambas temperaturas. Del mismo modo, el esfuerzo maximo en el punto de
fractura en la cutina fue también drasticamente inferior al de la cuticula tanto en
condiciones de baja humedad (entre 73 y 76% a baja y alta temperatura
respectivamente) como en mojado (84 y 69% menor a baja y alta temperatura). La
deformacion maxima alcanzada por la cutina sin embargo fue entre un 20 y un 60%
superior a la de la cuticula en condiciones de baja HR en ambas temperaturas y similar e
independiente de la temperatura en condiciones de mojado.

e Cuticula y cutina RM de Gardeners Delight

El efecto que ejercieron las condiciones de temperatura y humedad relativa
estudiadas sobre las propiedades mecanicas en la cuticula aislada de frutos RM del
cultivar tolerante Cascada, fue reproducido cuando se analizo el cultivar susceptible al
agrietado Gardeners Delight. Asi, el valor medio del mddulo eléstico (Figura 4.6A)
disminuyd cuando aumentd la temperatura (E-230c-40% ru: 357MPa; Egsec.a00 rH: 345
MPa), y, sobre todo, cuando se someti6 a las muestras a condiciones de mojado (Ezs.c-
mojado: 98 MPa; Essec-mojado: 105 MPa). En este caso, el esfuerzo de fractura decrecio
ligeramente con el aumento de la humedad mientras que el aumento de temperatura
redujo el esfuerzo de fractura s6lo en condiciones de mojado, tal y como se muestra en
la Figura 4.6B. La deformacion maxima alcanzada (Figura 4.6C) no vari6 con el cambio
de temperatura, y aumentd en condiciones de mojado, tal y como se describia

previamente para Cascada.

La cutina de frutos RM del cultivar susceptible Gardeners Delight reprodujo la
respuesta descrita en cuticula frente a las distintas condiciones de humedad y
temperatura. EI modulo elastico de la cutina a 23° C fue superior al modulo obtenido a
35° C tanto a 40% de HR como en condiciones de mojado; el modulo elastico
disminuyé al pasar de 40% HR a las condiciones de mojado en ambas temperaturas. En

cuanto al esfuerzo en el punto de fractura, el valor medio obtenido a 23° C y 40% HR
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(ob: 11 MPa) fue superior y significativamente distinto de oy, obtenido a 35° C-40% HR
(on:8 MPa), 23° C-mojado (op: 6 MPa) y 35° C-mojado (op: 6 MPa), entre los que no
hubo diferencias. Por Gltimo y en cuanto a &p, no se obtuvieron diferencias significativas

entre ninguna de las condiciones estudiadas (Figura 4.6C).

Al comparar el comportamiento mecanico de la cuticula y de la cutina aislada de
frutos RM del cultivar susceptible al agrietado Gardeners Delight, se observd que al
igual que se describia previamente en el caso del cultivar tolerante Cascada, el valor
medio de E para la cutina fue entre un 75y un 90% menor que el de la cuticula de frutos
RM en todas las condiciones ambientales probadas (Figura 4.6). El valor de o}, para la
cutina fue entre un 58% y un 75 menor que el de la cuticula correspondiente mientras la
gp de la cutina fue entre un 55 y un 33% superior que la de la cuticula en todas las

condiciones menos en mojado a baja temperatura que no vario.

Al igual que en el cultivar Cascada, la cuticula RM de Gardeners presentd un
comportamiento bifasico en condiciones de baja humedad relativa, mientras que en
condiciones de mojado fue monofasico, independientemente de la temperatura aplicada.
Por su parte, las curvas de cutina RM fueron monoféasicas en cualquiera de las

condiciones del ensayo.
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Figura 4.6 Valores del Modulo eléstico (A), Esfuerzo de Fractura (B) y Deformacion Maxima (C) de la cuticula
(barra gris) y la cutina aislada (barra negra) de frutos del estadio rojo maduro (RM) del cultivar susceptible

Gardeners Delight (GD)
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e Comparacion de las propiedades mecanicas de la cuticula y la cutina RM entre
Cascada y Gardeners Delight

Atendiendo a lo descrito anteriormente sobre las propiedades mecanicas de las
cuticulas aisladas de frutos RM de los cultivares Cascada y Gardeners Delight, se
observd que el comportamiento general frente a las condiciones aplicadas de
temperatura y humedad relativa fue en gran parte similar, aunque el valor absoluto de
cada uno de los parametros varié significativamente entre ambos cultivares (Tabla 4.1).
Asi, en condiciones de 23° C y 40% HR, el mddulo elastico de la cuticula aislada de
frutos RM del cultivar Cascada fue un 40% superior al mddulo elastico del cultivar
Gardeners Delight. El esfuerzo maximo en estas mismas condiciones fue un 42% mayor
mientras que la deformacion méxima alcanzada no resultd ser estadisticamente
diferente. Estas diferencias se suavizaron cuando se aumentd la temperatura o las
cuticulas se sometieron a condiciones de mojado, siendo el mojado un tratamiento con
mayor efecto que la temperatura sobre el modulo elastico, y cuando se unieron alta
temperatura y alta humedad desaparecieron las diferencias entre los dos cultivares. El
esfuerzo de fractura entre los dos cultivares fue similar en otras condiciones que no
fueran 23° Cy 40% HR.

Tabla 4.1: Valores de E, o, y €b de cuticula aislada de frutos RM de Cascada y Gardeners
Delight (media = error tipico).

Moédulo elastico Esfuerzo de Fractura Deformacién Maxima
(E, MPa) (op, MPa) (gp, %0)
Cascada Gardeners Cascada Gardeners Cascada Gardeners
23°C-40% 628 £ 24.7 375+ 31.6 45+29 26 +1.7 11+1.2 10+0.8
23°C-Moj. 130+6.4 98 + 3.7 25+29 22+2.2 19+1.4 22+25
35°C-40% 456 +40.9 345+ 3.8 25+3.8 32 12+25 12+0.9
35°C-Moj. 92 +3.8 105+ 10.6 13+15 16+1.7 14+1.6 15+1.6

No se obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los parametros
analizados para la cutina de frutos RM de Cascada y Gardeners Delight en las distintas
condiciones estudiadas, al contrario de lo que ocurria cuando comparabamos las
cuticulas aisladas entre si (Tabla 4.2). Unicamente en Cascada a 35° C-mojado se

obtuvo una deformacion maxima anormalmente baja.
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Tabla 4.2: Valores de E, 6, y ¢b de cutina aislada de frutos RM de Cascada y Gardeners
Delight (media * error tipico)

Moédulo elastico Esfuerzo de Fractura Deformacién Maxima
(E, MPa) (op, MPa) (gp, %0)
Cascada Gardeners Cascada Gardeners Cascada Gardeners
23°C-40% 45+54 45+33 12+14 11+05 27+5.3 22 +2.06
23°C-Moj. 20+ 2.6 25+1.6 4+0.3 6+0.9 20+0.6 22+27
35°C-40% 32+3.9 32+2.6 6+05 8+1.2 23+28 24+2.1
35°C-Moj. 22+7.3 19+1.1 4+09 6+05 15+1.4 24+28

3. Comparacion de las propiedades mecanicas de la cuticula y de la cutina de
frutos VM

e Cuticula y cutina VM del cultivar Cascada

En el cultivar Cascada, el valor medio de E de la cuticula de frutos VM no
disminuyé cuando se aumento la temperatura de 23° C a 35° C en ninguna de las dos
HR probadas, la temperatura parece que no afectd a este parametro, si bien disminuyd
considerablemente cuando sometimos las muestras a condiciones de mojado frente a las
condiciones de 40% HR (Figura 4.7). El esfuerzo de fractura de la cuticula tampoco se
vié afectado por las dos temperaturas probadas, pero, como en el caso del modulo
elastico, disminuyé considerablemente al pasar de 40% HR a condiciones de mojado.
La deformacion maxima de la cuticula tampoco se afecté por los cambios de
temperatura y si por la HR pero en sentido inverso que el E y el oy la deformacion

maxima aumento significativamente al pasar de 40% HR a mojado.

El mayor modulo elastico y esfuerzo de fractura de la cutina se obtuvo en
condiciones de la menor temperatura y HR probadas (23° C-40% HR) (Figura 4.7).
Estos valores disminuyeron con similar intensidad tanto cuando se pas6 de 23a 35°C
como de 40% de HR a condiciones de mojado a 23° C, sin embargo a temperatura alta
(35° C) no tuvo efecto pasar de 40% HR a mojado. La deformacién méxima no cambid

significativamente ni con el aumento de la temperatura ni con el aumento de la HR.
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Figura 4.7: Valores del Mddulo elastico (A), Esfuerzo de Fractura (B) y Deformacion Maxima (C) de la cuticula
aislada (barra gris) y de la cutina (barra negra) de frutos VM del cultivar tolerante Cascada (Ca).
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Comparando cuticula y cutina aislada procedente de frutos VM del cultivar
Cascada se observé que el valor de E para la cutina VM disminuyd enormemente, entre
un 91 y un 98%, con respecto a la cuticula VM. El o, de la cutina también fue muy
inferior, entre un 81 y un 90%, al encontrado en la cuticula de frutos VM. La g, de la
cutina se incrementaba entre un 49 y un 59% en comparacion a la cuticula, excepto para

23° C-mojado donde el incremento, aunque significativo, fue de un 29%.

e Cuticula y cutina VM del cultivar Gardeners Delight

Al igual que en el cultivar tolerante Cascada, las propiedades mecéanicas de las
cuticulas aisladas de frutos VM del cultivar susceptible al agrietado Gardeners Delight
tuvieron respuestas diferenciales frente a temperatura y humedad (Figura 4.8). Asi, el
valor medio E para la cuticula VM a 23° C y 40% HR (E: 280 MPa) disminuy6 cuando
se aumento la temperatura a 35° C (E: 231 MPa) y cuando se sometio a condiciones de
mojado (Ezz> c-mojado: 145 MPQ; Esse c-mojado: 159 MPa), pero no hubo diferencias en la
cuticula mojada al pasar de 23 a 35° C. El valor de o, fue superior en condiciones de
baja humedad (op 23 ¢: 35 MPa; oy 35 ¢c: 33 MPa) con respecto a las situaciones de
mojado (ops c: 21 MPa; oy, 350 c: 24 MPa), sin encontrar diferencias significativas entre
las dos temperaturas ni a 40% HR ni en mojado. La &, no vario significativamente en las

cuatro condiciones ambientales estudiadas.

La cutina de frutos VM no presentd una respuesta diferencial frente a cambios
de humedad y temperatura en los tres pardmetros analizados, aunque cabe destacar un

ligero aumento en la g, a 23° C-40% HR frente al resto (Figura 4.8).

Cuando se compararon las propiedades mecanicas de la cuticula y de la cutina
procedente de frutos VM del cultivar Gardeners Delight se observé que el valor de E
para la cutina fue entre un 94 y un 96% inferior que para la cuticula VM (Figura 4.8). El
oy, fue también entre un 88 y un 91% inferior. La g, de la cutina fue superior a la de la

cuticula en todos los casos, variando el aumento entre un 31y un 58%.
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Figura 4.8: Valores del Médulo elastico (A), Esfuerzo de Fractura (B) y Deformacién Maxima (C) de la cuticula aislada
(barra gris) y cutina (barra negra) de frutos VM procedente del cultivar susceptible Gardeners Delight (GD).
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e Comparacién de las propiedades mecanicas de la cuticula y cutina VM entre
Cascada y Gardeners Delight

Para la cuticula, Cascada presentdé unos valores de mddulo elastico
significativamente mayores que los de Gardeners Delight a 40% de HR en cualquiera de
las temperaturas, cuando esa cuticula se mojé ambos cultivares disminuyeron sus
valores de E, pero Cascada se afecté mucho més y en mojado los valores de E de
Gardeners Delight fueron superiores a los de Cascada (Tabla 4.3). El esfuerzo de
fractura de la cuticula VM fue similar en los dos cultivares, y similar fue también la
deformacion maxima excepto para 35° C-mojado en que Cascada tuvo un valor mayor

que Gardeners Delight quiza atribuible al bajo valor observado para éste ultimo.

Tabla 4.3: Valores de E, o, ¥ b de cuticula aislada de frutos VM de Cascada y Gardeners
Delight (media % error tipico).

Modulo elastico Esfuerzo de Fractura Deformacion Maxima
(E, MPa) (op, MPa) (gp, %0)
CASCADA  GARDENERS CASCADA  GARDENERS CASCADA GARDENERS
23°C-40% | 352+41.8 280+ 16.5 37+2.01 3B+7.1 17+1.1 14+22
23°C-Maoj. 91+73 145+ 125 21+26 21+2.1 24+35 18+2.9
35°C-40% | 434+£65.7 231+11.06 42+ 4.6 33+38 16+1.3 16+2.2
35°C-Maoj. 93+5.3 159+ 6.9 21+1.06 24+19 25+24 17+13

Para la cutina, ambos cultivares tuvieron similar mddulo elastico excepto a 23°
C-40% HR en que Cascada fue superior (Tabla 4.4). Esa misma falta de diferencias
significativas se aprecio también en cuanto al esfuerzo de fractura y a la deformacion
maxima excepto para este Gltimo pardmetro a 35° C-mojado en que Cascada fue
superior; no obstante, a pesar de no haber diferencias significativas al comparar los
valores de ambos cultivares dos a dos, si se observo una tendencia general a ser

superiores los mostrados por Cascada.
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Tabla 4.4: Valores de E, o, y ¢b de cutina aislada de frutos VM de Cascada y Gardeners
Delight (media + error tipico).

Moédulo elastico Esfuerzo de Fractura Deformacién Maxima
(E, MPa) (op, MPa) (gp, %0)
CASCADA  GARDENERS CASCADA  GARDENERS CASCADA GARDENERS
23°C-40% 15+16 10+1.1 6+0.6 4+05 37+53 33+6.0
23°C-Moj. 8+0.6 8+05 3+04 2+0.2 34+45 26 +3.1
35°C-40% 9+1.1 10+ 0.7 4+07 3+0.3 39+53 28+3.0
35°C-Moj. 8+0.3 8+14 21 +1.06 3+04 49+39 29+15

4. Comparacion de las propiedades mecanicas de cuticula y cutina procedentes de
frutos VM y RM

Cuando comparamos ambos estadios de maduracion, se observo que los valores
de E para la cuticula VM a 23° C y 40% HR eran menores que en RM en ambos
cultivares y también tendieron a serlo a 35° C y 40% HR (Tabla 4.5); al mojar la
cuticula su modulo elastico disminuia siempre, pero en mojado, mientras Gardeners
presentd un E mayor en VM que en RM, en Cascada E fue mayor en RM o similar en
los dos estadios. El esfuerzo de fractura en general fue similar en los dos estadios de
maduracion y en los dos cultivares, las diferencias significativas dignas de mencion se
dieron a 35° C-mojado con un E mayor en VM que en RM en los dos cultivares. La
deformacion maxima tampoco presentd variaciones notables ni entre cultivares ni entre
estadios de maduracion; si se detectd tendencia a ser mas alta en el caso de VM que en

RM llegando esa tendencia a ser significativa en algunos casos.
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Tabla 4.5: Valores de E, o, y ¢b de cuticula aislada de frutos VM y RM de Cascada y
Gardeners Delight (media * error tipico).

Modulo elastico Esfuerzo de Fractura Deformacion Maxima
(E, MPa) (op. MPa) (gp, %0)

Cuticula Cuticula Cuticula Cuticula Cuticula Cuticula

CASCADA VM RM VM RM VM RM
23°C-40% 352 +41.8 628 + 24.7 37+2.01 45+29 17+1.1 11+1.2
23°C-Moj. 91+7.3 130+ 6.4 21+26 25+29 24+ 35 19+14
35°C-40% 434 + 65.7 456 + 40.9 42+ 4.6 25+3.8 16+1.3 12+25
35°C-Moj. 93+5.3 92+38 21 +1.06 13+15 25+2.4 14+1.6
Cuticula Cuticula Cuticula Cuticula Cuticula Cuticula

GARDENERS VM RM VM RM VM RM
23°C-40% 280+ 16.5 375+ 31.6 3H+7.1 26+1.7 14+2.2 10+0.8
23°C-Moj. 145+ 125 98 + 3.7 21+2.1 22+22 18+ 2.9 22+25
35°C-40% 231 +11.06 345+ 3.8 33+38 32 16 +2.2 12+0.9
35°C-Moj. 159 +6.9 105+ 10.6 24+19 16+1.7 17+1.3 15+1.6

El modulo eléstico de la cutina aumento drasticamente al madurar el fruto en los
dos cultivares: E se multiplico por 2,5 a 3 veces en la mayoria de los casos, llegando
hasta 4,5 veces para Gardeners a 23° C-40% HR; no se observaron diferencias
importantes entre los dos cultivares (Tabla 4.6). El esfuerzo de fractura también
aumento, aunque en menor proporcion que el mddulo elastico, con la maduracion; en
este caso si hubo diferencias entre los cultivares ya que Cascada en RM multiplico los
valores de o, entre 1 y 2 veces los de VM, mientras que Gardeners lo hizo de 2 a 3
veces, lo que hizo que Cascada tuviera unos valores similares o incluso mayores que
Gardeners en VM y que Gardeners superase a Cascada en RM. La deformacion maxima
de la cutina disminuy0 significativamente al pasar de VM a RM en los dos cultivares
pero lo hizo con mayor intensidad en Cascada (entre un 30 y un 70%) que en Gardeners
Delight (entre un 15 y un 30 %). La deformacion maxima de Cascada en VM fue
ligeramente superior a la mostrada por Gardeners, pero como disminuyé mas al

madurar, en RM ambos cultivares dieron valores similares en general.
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Tabla 4.6: Valores de E, o, y ¢b de cutina aislada de frutos VM y RM de Cascada y
Gardeners Delight (media * error tipico).

Moédulo elastico Esfuerzo de Fractura Deformacién Maxima
(E, MPa) (o, MPa) (&n,%0)

. . . Cutina Cutina Cutina

CASCADA CutinaVM CutinaRM  Cutina VM RM VM RM
23°C-40% 15+1.6 45+54 6+0.6 12+1.4 37+5.3 27 +£5.3
23°C-Moj. 8+0.6 20+ 2.6 304 4+0.3 34+45 20+0.6
35°C-40% 9+11 32+39 4+0.7 6+0.5 39+5.3 23+2.8
35°C-Moj. 8+0.3 22+7.3 4+0.3 4+09 49+39 15+14
. . . Cutina Cutina Cutina

GARDENERS CutinaVM CutinaRM Cutina VM RM VM RM
23°C-40% 10+£1.1 45+ 3.3 4+05 11+05 33+6.0 22+21
23°C-Moj. 8+£05 25+1.6 2+0.2 6+0.9 26 +£3.1 22+2.7
35°C-40% 1+0.7 32+26 3+0.3 8+1.2 28+3.0 24 +2.1
35°C-Moj. 8+14 19+1.1 3+04 6+05 29+15 24+28

5. Estudio de los polisacaridos presentes en la cuticula del fruto

5.1 Localizacién y disposicion de los polisacaridos en la cuticula

El proceso de extraccion de polisacaridos a partir de cuticula aislada de fruto de
tomate permitié obtener muestras con entidad e integridad suficiente para la posterior
caracterizacion a nivel microscopico de su estructura. En la Figura 4.9 se muestran
imagenes de microscopia éptica y de fluorescencia de muestras de cuticulas aisladas y
del extracto de polisacaridos revelando su autofluorescencia con luz roja (Figura 4.9A 'y
4.9B) y su contraste con calcofltor (Figura 4.9C y 4.9D) y rojo rutenio (Figura 4.9E y
4.9F) para poner de manifiesto la presencia de celulosa y pectina respectivamente.

Se podria afirmar que la estructura en el plano horizontal de la cuticula se
present6 a modo de malla o red, tal y como se observa en la Figura 4.9 (A-C-D). Las
zonas circulares ubicadas en el entramado en cada caso corresponderian al espacio que
ocuparian las células epidérmicas antes del procesado del fruto para la extraccién de la
cuticula. El entramado se corresponderia con los restos de paredes celulares asociados a
tales células epidérmicas, restos fuertemente unidos o integrados en la cuticula ya que
siguen presentando una notable integridad después de aislar las cuticulas de los frutos

con disolucion conteniendo enzimas celulasas y pectinasas.

Las muestras de polisacaridos conservaron tras la extraccion la forma en la que

se disponian en la cuticula aislada, tal y como se observa en las imagenes de la derecha
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de la misma Figura (4.9 B-D-F). Los polisacaridos cubren toda la cara interna de la
cuticula, acumulandose especialmente en el perimetro de los huecos celulares, esto es en
las paredes celulares. Esto puede observarse especialmente en la imagen de la muestra
de polisacarido contrastado con calcoflGor donde sobre un fondo azul destacan los
contornos celulares en tono celeste, resaltando la acumulacion de celulosa en esa zona
(Figura 4.9D). La tincidn para pectinas con rojo rutenio de la cuticula revela también la
acumulaciéon de pectinas en tono rosa anaranjado en los perimetros de la cuticula
(Figura 4.9E).
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CUTICULA POLISACARIDOS
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Figura 4.9: Imégenes tomadas con microscopio de fluorescencia con el objetivo de 40X de muestras de
cuticulas aisladas (A, C, E) y extracto de polisacaridos (B, D, F). Las muestras de cuticula estan tefiidas
por la cara interna que permanece en contacto con el fruto. Autofluorescencia (A y B), contraste de
celulosa con calcoflior (Cy D), y tincién especifica para pectinas con rojo rutenio (E y F).
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5.2 Estudio de la cristalinidad y orientacién de las muestras de polisacaridos

Con el objetivo de estimar parametros moleculares relacionados con la
cristalinidad u ordenamiento molecular de las muestras de polisacaridos selectivamente
extraidas segin el método comentado anteriormente, se llevaron a cabo analisis de
dichas muestras mediante difraccion de rayos X y microscopia vibracional Raman o

espectroscopia micro Raman.

Los perfiles de difraccion de rayos X obtenidos no mostraron ningin patron
relevante de orden a nivel molecular en las muestras investigadas (datos no mostrados).
Por otro lado, el espectro micro Raman de la correspondiente muestra confirmé la
escasa cristalinidad de estas muestras (Figura 4.10). El espectro recogido entre 2000 y
500 cm™ es tipico de una muestra de polisacaridos de distinta naturaleza. Sin embargo,
es posible destacar en dicho espectro la presencia de unas absorciones a unas
frecuencias determinadas que se utilizan, usualmente, como parametro espectroscépico
de cristalinidad de la celulosa. Asumiendo la existencia de celulosa en estas muestras,
dicho espectro proporciona informacion sobre la cristalinidad y adicionalmente
orientacion de estos biopolimeros glucidicos. La ratio l1462/11481 de intensidades a dichas
frecuencias se toma como una medida de la cristalinidad de la celulosa (Fisher y col.,
2005). Conforme dicha ratio es mayor, menor es la cristalinidad. En nuestro caso,

Figura 4.10, dicha ratio es baja indicando un escaso ordenamiento de este polisacarido.

Adicionalmente, el espectro micro Raman informa también de la orientacion
espacial de las fibras de celulosa. Concretamente, la ratio de intensidades a las
frecuencias de aproximadamente 1090 y 1120 cm™ se toma como medida de la
orientacion molecular de las fibras. Dicha ratio supone la razn entre las intensidades de
los modos de vibracion simétrico y asimétrico de los enlaces C-O-C (Edwards y col.,
1997; Jahn y col., 2002). En las muestras de polisacaridos extraidas de las cuticulas de
fruto de tomate dicha razon de intensidades esta de acuerdo con una escasa orientacion
de las fibras (J&hn y col., 2002).
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Figura 4.10: Espectro micro Raman de una muestra de polisacarido obtenido a partir de cuticulas
aisladas de fruto de tomate de Cascada en estadio rojo maduro.

5.3 Fraccionamiento, cuantificacion relativa e identificacion de tales compuestos
polisacaridicos

Previo al fraccionamiento de los extractos enriquecidos en polisacaridos de las
distintas muestras con el objetivo de determinar los componentes principales de los
mismos, se hizo una valoracion de la cantidad de azUcares totales presentes en cada
muestra. Asi, mediante un método colorimétrico que nos permitié medir los valores de
absorbancia a 450 nm y extrapolarlos a una recta patron disefiada con glucosa (ver
Material y Métodos), se obtuvo que, teniendo en cuenta los errores de medida,
practicamente la totalidad de la muestra (1000 pug de cada muestra) correspondia a
azUcares totales, lo que garantizaba la naturaleza polisacaridica del material de partida
para el posterior fraccionamiento. Los valores de las cantidades de azlcares totales

estimadas en los extractos de partidas figuran a continuacion en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7: Valores medios de azUcares totales expresados en pg/mg de muestra junto a sus
medidas de desviacién correspondientes. En cada caso se partié de 1000 ug de muestra.
CaVM: Cascada Verde maduro; CaRM: Cascada Rojo Maduro; GDVM: Gardeners Delight
Verde Maduro; GDRM: Gardeners Delight Rojo Maduro.

CavM CaRM GDVM GDRM
Media (ug/mg) 996.6 1152.8 880.5 1276.6
Desv. Tipica 119.8 110.8 109.7 185.6
Error tipico 12.02 9.6 124 14.5
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En la Figura 4.11 se representan los porcentajes de pectinas totales, celulosas y
hemicelulosas obtenidas tras el fraccionamiento de la capa de polisacaridos extraida de
las cuticulas de los frutos de Cascada y Gardeners Delight de los estadios Verde
Maduro (VM) y Rojo Maduro (RM), seguin el protocolo de fraccionamiento indicado en
Material y Métodos. Cada fraccidn de polisacéridos oscilé entre el 20 y 30% del total de
polisacaridos de cada muestra con distintas variaciones dependiendo de cada caso.
Segun se puede observar, la suma de los porcentajes de pectinas, hemicelulosas y
celulosas dentro de cada muestra no completa el 100% en ningun caso, dado que
durante el protocolo de fraccionamiento tiene lugar una pérdida de material en torno al
15%-25%. Adicionalmente, en la Figura 4.12 se representan los porcentajes de los 3
tipos de pectinas obtenidas (solubles en agua, unidas idnicamente y unidas

covalentemente) segln la metodologia indicada en el apartado de Material y Métodos.

En las muestras del cultivar Cascada VM, los porcentajes de pectinas y celulosas
correspondieron al 28 y 32% respectivamente, encontrandose en menor proporcién la
fraccion de hemicelulosas (18%). Esto ocurridé también cuando analizo el estadio RM
del mismo cultivar; mientras las fracciones de pectinas y celulosas estaban
representadas en igual proporcion, aproximadamente un 25%, la fraccion de
hemicelulosas alcanzaba el 21%. Las pectinas solubles en agua fueron las mas
representativas dentro de la fraccion de pectinas totales del estadio VM (14%), mientras
que en el caso del estadio RM, tanto las pectinas solubles en agua como las solubles en

CDTA se encontraron en igual proporcion (11%).

Con respecto a las muestras del cultivar Gardeners Delight, en el estadio VM,
pectinas totales y hemicelulosas corresponden al 15 y 18% respectivamente, siendo la
fraccion de celulosas la mayoritaria (31%). En el estadio RM, los tres tipos de
polisacaridos analizados se encontraron en proporciones similares, correspondiendo el
21% a pectinas totales, 23% a hemicelulosas y 24% a celulosas. Desglosando el total de
pectinas, mientras en estadio VM pectinas solubles en agua y pectinas solubles en
CDTA fueron las mayoritarias (6 y 8% respectivamente), en el estadio RM fueron las

pectinas solubles en carbonato las que se encontraron en mayor proporcion (12%).
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Figura 4.11: Porcentajes de pectinas totales, hemicelulosas y celulosas obtenidos tras el fraccionamiento
de la capa de polisacaridos aislada de la cuticula del fruto de tomate de dos estadios de maduracion y dos
cultivares. CaVM: Cascada Verde maduro; CaRM: Cascada Rojo Maduro; GDVM: Gardeners Delight
Verde Maduro; GDRM: Gardeners Delight Rojo Maduro.
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Figura 4.12: Porcentajes de los distintos tipos de pectinas (solubles en agua, CDTA y Carbonato)
obtenidos tras el fraccionamiento de la capa de polisacaridos aislada de la cuticula del fruto de tomate de
dos estadios de maduracién y dos cultivares. CaVM: Cascada Verde maduro; CaRM: Cascada Rojo
Maduro; GDVM: Gardeners Delight Verde Maduro; GDRM: Gardeners Delight Rojo Maduro.
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Propiedades mecanicas de la cuticula del fruto de tomate

Las curvas de esfuerzo-deformacion de las cuticulas aisladas de fruto de tomate
revelaron un comportamiento bifasico cuando los ensayos se realizaron en condiciones
de 40% de humedad relativa. Este caracter bifésico se observd no sélo en las cuticulas
aisladas de frutos en estadio RM (Figura 4.4), sino también en aquellas procedentes de
frutos verdes maduros, cuando se realizaban los ensayos en condiciones de 40% HR,

tanto en cultivar Cascada como en Gardeners Delight.

El caracter viscoelastico de la piel del fruto de tomate fue ya observado por
Thompson (2001) quién describié fenomenos de endurecimiento por la deformacion
cuando aplicaba ensayos de ciclos de carga y descarga, lo que sugiere que dichos
ensayos provocaban una disminucion sucesiva de la tasa de fluencia. Petracek y
Bukovac (1995), quienes también mostraron el caracter viscoelastico de la membrana
cuticular o cuticula (CM), obtuvieron resultados similares a los obtenidos en esta tesis.
Este comportamiento bifasico no habia sido descrito previamente en los escasos
estudios de las propiedades biomecéanicas de la cuticula de fruto de tomate (Petracek y
Bukovac, 1995; Wiedeman y Neinhuis, 1998) ni en cuticula de frutos de otras especies.
Es de resefiar, no obstante, que el comportamiento bifasico de otros tejidos vegetales ha
sido descrito para fibras de Agave americana o Cocos nucifera, madera de Juniperus
virginiana, tejidos sometidos a tension de Fontinalis antipyretrica y Equisetum

hyemale, y para tallos de diversas especies de Aristolochia (Koler, 2000).

Recientemente Matas y col. (2005) han descrito el caracter bifasico de las
cuticulas aisladas de frutos de tomate en estadio rojo maduro, en condiciones de baja
humedad frente al caracter monofasico observado en condiciones de mojado. En este
trabajo, ademas de RM se observa carécter bifasico en cuticula de estadio VM, hecho
apoyado por recientes publicaciones de Bargel y Neinhuis (2004-2005), quienes
describen comportamiento en condiciones de baja humedad como bifésico y en mojado

como curva concava.

En condiciones de mojado las curvas esfuerzo-extension mostraron un caracter
monofasico (Figura 4.4). La hidratacion de la cuticula favorecio la disminucion de su

rigidez disminuyendo el mddulo eléstico y el esfuerzo de fractura y aumentando la
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deformacion méaxima (Tablas 4.1 y 4.3). En condiciones de 23° C y mojado, el mddulo
elastico de la cuticula aislada disminuyd en torno a un 79% con respecto a las
condiciones de baja humedad, lo cual estd en concordancia con los porcentajes de
reduccion del mddulo en presencia de agua del orden de un 50-70% descrito por otros

autores (Bargel y Neinhuis, 2004).

Se podria afirmar que el agua, por tanto, actia como un agente plastificador de
la cuticula, segin han descrito algunos autores en sus trabajos sobre propiedades
reoldgicas de la cuticula (Petracek y Bukovac 1995; Wiedeman y Neinhuis, 1998). Este
efecto de plastificado se puede describir como una disminucion de la fuerza de fractura,
del médulo eléstico, y posiblemente, de la viscosidad del polimero (Matas y col, 2005;
Bargel y Neinhuis, 2005).

Estos resultados estan en buena concordancia con los obtenidos por Round y col.
(2000) mediante microscopia de fuerza atdmica y resonancia magnética nuclear de
estado solido, quienes indicaban que el agua absorbida por la cuticula del fruto de
tomate actuaba como un plastificador favoreciendo una flexibilidad molecular que
ablandaba el polimero y, en consecuencia, disminuia su mddulo elastico. Asi, el efecto
plastificador del agua podria deberse a un debilitamiento de los puentes de hidrégeno y
otras interacciones intermoleculares por un apantallamiento de estas fuerzas,
principalmente atractivas por el agua, disminuyendo o alterando las interacciones entre
los distintos componentes de la cuticula. No obstante, la influencia del agua en el
comportamiento mecéanico de la cuticula del fruto de tomate in vivo depende en alto
grado de la cantidad de agua presente en la misma. Aunque existen varios estudios
acerca de la capacidad de absorcion de las cuticulas aisladas de varias especies, incluida
la del fruto de tomate (Chamel y col., 1991; Coret y Chamel, 1993; Luque y col.,
1995b), el estado natural de hidratacion de la cuticula cuando estd formando parte del

fruto esta ain por determinar.

Por otro lado, el aumento de temperatura afecta también a la rigidez de la
cuticula aislada disminuyendo en este caso el médulo elastico cuando la temperatura
cambia de 23° C a 35° C en condiciones de 40% HR en estadio RM. Esta disminucion
de la rigidez es menor que cuando se somete la cuticula a condiciones de mojado para

35° C. Se mantiene el caracter bifasico de la cuticula incluso a 35° C.
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El estudio de las propiedades térmicas de la cuticula aislada de fruto de tomate
ha revelado la presencia de un evento térmico en la cuticula, que se muestra mas patente
en la cutina purificada (Matas y col., 2004a). Segun estos autores, las muestras de cutina
procedente de cuticula de fruto de tomate presentan una clara transicién de segundo
orden, semejante a una transicion vitrea, en un rango de temperaturas entre 18-30° C. En
general, la transicion vitrea se puede interpretar como un rango de temperatura en el
cual el movimiento de los segmentos de un polimero se activan por la temperatura,

condicionando las propiedades mecéanicas y reoldgicas del polimero (Rodriguez, 1989).

La importancia de la existencia de temperaturas de transicion vitrea en los
sistemas biologicos no esta completamente establecida. En el caso de la cutina vegetal,
entendida como el armazon de la cuticula, la presencia de una temperatura de transicién
vitrea implica la existencia de determinados cambios conformacionales en la
disposicion macromolecular amorfa del poliéster. Concretamente, en la cutina aislada de
frutos de tomate, sugiere la coexistencia, en un intervalo de temperaturas fisiolégico, de
dos estados con diferentes caracteristicas estructurales y viscoelasticas: por debajo de la
temperatura de transicion el poliéster permanece con una libertad vibracional y de
rotacion restringidas, ademéas de una efectiva pérdida de movimiento de traslacion. Por
encima de la temperatura de transicion se produce un incremento en el movimiento de
las cadenas, mayor libertad vibracional y de rotacion, y un aumento en los espacios

entre cadenas, lo que conduce a una fluidificacion del poliéster (Matas y col., 2004a).

La presencia de agua y las distintas condiciones de temperatura afectan por tanto
a las propiedades mecanicas de la cuticula aislada de fruto de tomate. Sin embargo, este
efecto depende a su vez del estadio de maduracién del fruto de tomate y por tanto, del
estado de su cuticula.

Si bien es comun el efecto que ejerce el agua en la rigidez de la cuticula para
ambos estadios de maduracion y cultivares, disminuyendo el modulo elastico y esfuerzo
maximo especialmente a 23° C, la temperatura no parece tener el mismo efecto en el

caso del cultivar Gardeners Delight (Tabla 4.3).
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En igualdad de condiciones, las cuticulas de distintos estadios de maduracion
presentan distintas propiedades mecéanicas cuando son sometidas a ensayos de fluencia.
Tomando como referencia la condicion de 23° C y 40% HR, las cuticulas aisladas de
frutos RM de los dos cultivares son mas rigidas que las del estadio VM, ya que
presentan mayor médulo elastico y similar esfuerzo de fractura, mientras que la maxima
deformacion es menor. Esto mismo tiende a ocurrir a 35° C y 40% de HR. Sin embargo
al mojar la cuticula, el descenso descrito mas arriba en cuanto a modulo eléstico se hizo
méas patente en cuticulas de frutos RM que de frutos VM: el agua seria mas
determinante de la disminucion de la rigidez en RM, coincidiendo con que es en este
estadio en el que se observa el agrietado del fruto. Segun Bargel y Neinhuis (2004) esta
diferencia entre estadios VM y RM puede deberse al incremento en las fibras de
celulosa en la matriz de cutina que tiene lugar durante el desarrollo del fruto de tomate,
permitiendo asi una mayor capacidad de union al agua. Sin embargo, Baker y col.
(1982) describieron en su cultivar de estudio una mayor proporcion del residuo de
cuticula que contenia celulosa en estadio VM.

En igualdad de condiciones, aungue el efecto de temperatura y humedad sobre
las cuticulas RM de Cascada y Gardeners Delight fuera similar, el valor absoluto de los
parametros estudiados vario considerablemente. En general, las cuticulas aisladas RM
de Cascada presentaron mayor modulo, mayor esfuerzo de fractura y similar
deformacion maxima. Cuticulas por tanto mas rigidas que necesitan de un mayor
esfuerzo de fractura en el cultivar tolerante Cascada para llegar a una deformacion
maxima similar a la del cultivar susceptible Gardeners Delight. Estas diferencias se
suavizaron cuando aumento la temperatura o se sometio a condiciones de mojado (Tabla
4.1).

Por otro lado, Matas y col. (2004b) propusieron un modelo basado en el grado
de cutinizacion y en el contenido en polisacaridos para explicar las diferencias en
propiedades mecanicas entre cultivares. Las fibras de celulosa cutinizadas de las paredes
celulares de las células epidérmicas dentro de las cuticulas contribuyen a los cambios en
la rigidez relacionados con la maduracion de acuerdo con la teoria de materiales
compuestos de Courtney (1990). Asi, las diferencias descritas en la respuesta mecénica
de la cuticula aislada de frutos en estadio RM de dos cultivares con distinta

susceptibilidad al agrietado (Cascada como cv. tolerante y Gardeners Delight como cv.
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susceptible) podrian atribuirse a las diferencias en grosor de cuticula y grado de

invaginacion descrito previamente en el capitulo anterior.

Propiedades mecénicas de la cutina del fruto de tomate

Las curvas esfuerzo-extension de cutina RM presentaron comportamiento
monofésico tanto en condiciones de 40% HR como en mojado (Figura 4.4). Si
atendemos a las curvas deformacion-tiempo, es un comportamiento viscoelastico,

similar al descrito para las curvas monofasicas de cuticula en mojado (Figura 4.3).

El aumento de temperatura y las condiciones de mojado contribuyeron a la
disminucion del modulo elastico y del esfuerzo de fractura, tal y como se describia en
cuticula, asi como al aumento de la deformacion méxima en Cascada en condiciones de

mojado para cualquiera de las dos temperaturas estudiadas (Figuras 4.5 y 4.6).

El modulo elastico de la cutina fue un 92% inferior en Cascada y 88% inferior
en Gardeners Delight que el de la cuticula en igualdad de condiciones (23° C-40% HR),
siendo menor incluso que en condiciones de mojado. El esfuerzo de fractura también
fue un 73% y 57% respectivamente menor mientras que la maxima deformacién fue un

60% Yy 55% superior bajo estas condiciones.

Es interesante resaltar que la maduracion produjo un cambio notable en las
propiedades mecénicas de la cutina: ésta se hizo més rigida, requirié un esfuerzo de
fractura mayor y la deformacion maxima tendid a ser mayor. Las diferencias descritas
entre estadios de maduracion VM y RM de cuticula aislada se reprodujeron en la cutina

de ambos estadios y cultivares.

La presencia de flavonoides, el grado de entrecruzamiento de la cutina y el tipo
de mondmeros de acidos grasos son factores que cambian durante la maduracion del
fruto y que afectan a la cutina de forma independiente a los polisacaridos. El incremento
de los niveles de acido p-cumarico y flavonoides totales como naringerina y
calconaringerina en la cuticula del fruto de tomate durante la maduracion han sido
aportados por varios autores (Schénherr y Bukovac, 1973; Hunt y Baker, 1980; Baker y
col., 1982; Luque y col., 1995a; Laguna y col., 1999). Estos constituyentes fendlicos
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son sintetizados y transportados por las células epidérmicas a la cuticula, estando
presentes tanto en la cutina (5-10% del peso total) como en las ceras epicuticulares (10-
40% del peso total) en el caso de frutos de tomate (Hunt y Baker, 1980; Baker y col.,
1982). Los flavonoides parecen encontrarse en la cutina formando *“clusters”
moleculares o uniones covalentes a la cutina (Luque y col., 1995a), probablemente
mediante puentes de hidrégeno y grupos hidroxilos secundarios (Deas y Holloway,
1977; Heredia, 2003). Los flavonoides juegan un papel importante en el transporte de
agua a traveés de la cuticula, obstruyendo la ruta de transporte en el caso de las cuticulas
de fruto rojo maduro (Luque y col., 1995a). Debido a esto en parte, diversos autores
atribuyen a estos compuestos fenolicos (Bargel y Neinhuis, 2004) el ser diana candidata
en la determinacion del comportamiento mecénico de la membrana externa del fruto,
contribuyendo a un aumento de la rigidez de la cuticula de fruto rojo maduro al
disminuir la disponibilidad de grupos hidroxilos libres en la matriz de cutina (Bargel y
Neinhuis, 2005).

La composicion molecular del poliéster de la matriz de cutina cambia durante el
proceso de maduracion del fruto. Asi, las cuticulas aisladas de frutos de los estadios
verde inmaduro y verde maduro presentan un menor grado de entrecruzamiento (Matas
y col., 2004b). Conforme el fruto madura, aumenta este grado de entrecruzamiento por
ejemplo en los sitios de grupos hidroxilos secundarios, y un reducido estado hidratado
podria permitir la descrita rigidez en la completa maduracion (Vincent 1990; Marga y
col., 2001).

Por otro lado, hay autores que apuntan que los cambios observados en las
propiedades mecanicas de la cuticula en relacion con la maduracion estarian
determinados principalmente por modificaciones en la composicién quimica de la cutina
(Bargel y Neinhuis, 2004). Baker y col., (1982) mostraron que la cantidad de acidos
grasos trihidroxi C18 en cuticula de fruto de tomate disminuia durante la maduracion,
siendo casi indetectable en estadio rojo maduro, aunque la presencia de éstos no
representara mas del 5% del total de mondmeros tras la despolimerizacion de la cutina
en estadio verde inmaduro. Marga y col., (2001) atribuian las diferencias en las
propiedades mecéanicas de las cuticulas de distintos Organos y especies a la
predominancia de determinados tipos de mondmeros de cutina. Asi, caracterizaba

cuticulas mas rigidas aquellas constituidas por monomeros C16, mientras que
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caracterizaba cuticulas elasticas las que presentaban monomeros una mezcla entre
ambos tipos de mondmeros. De este modo, los grupos hidroxilos podrian potenciar el
caracter hidrofilico y el estado hidratado de la matriz de cutina, lo cual resultaria en una
mayor elasticidad en el estado inmaduro (Bargel y Neinhuis, 2004). Graca y col., (2002)
caracterizaron la cutina de frutos de tomate RM como tipo C16 como mondémero de
cutina dominante, y reportaron pequefias cantidades de glicerol, significativo sélo en el
caso de frutos maduros, como constituyente esterificante en la matriz de cutina que
posiblemente reforzara la estructura del polimero. Los grupos hidroxilos parecen
potenciar el caracter hidrofilico y posiblemente el estado hidratado de la matriz de
cutina de tomate, lo cual resultaria en una mayor extensibilidad de los frutos inmaduros
(Bargel y Neinhuis, 2004). Este escenario podria razonablemente aplicarse al
incremento de la rigidez de las cuticulas aisladas de frutos RM relacionado con la

madurez.

Sin embargo, aunque los cambios que tienen lugar durante la maduracion del
fruto en la cutina en base a la presencia de flavonoides, el grado de entrecruzamiento y
el tipo de mondmeros libres en la cutina puedan contribuir en mayor o menor medida a
los cambios en la rigidez de la cuticula propios de la maduracién del fruto segln la
bibliografia, en este trabajo se demuestra el papel determinante que juegan los
compuestos polisacaridicos en la respuesta mecanica de la cuticula frente a un esfuerzo

aplicado.

Papel de los polisacaridos asociados a la cuticula

Los polisacaridos incorporados en el polimero contribuyen de forma
significativa a la absorcién de agua en la cuticula vegetal, dependiendo del contenido en
polisacéaridos (Chamel y col., 1991; Dominguez y Heredia, 1999). Asi, el carécter
monofasico de las curvas esfuerzo-extension de cutina en condiciones de baja humedad,
junto con la disminucién que sufre el mddulo elastico de la cutina (ausencia de
polisacaridos) cuando comparamos con la cuticula (presencia de polisacaridos), podria
estar indicando que los polisacéridos podrian ser la diana del agua. La cutina presenta
un comportamiento viscoelastico. Sin embargo, y a pesar de ser el componente
mayoritario de la cuticula, parecen ser los compuestos polisacaridicos los que otorgan

rigidez a la cuticula. En condiciones de baja humedad y temperatura, cuticula y cutina
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presentaban valores de modulo elastico del orden de megapascales; aunque no se ha
podido determinar el valor del médulo elastico en la fraccion polisacaridica aislada de
tales cuticulas, en la bibliografia se describen valores del mddulo eléstico de fibras de

celulosa aisladas de otros materiales del orden de gigapascales (Sturcova y col., 2005).

Estudiando en conjunto las propiedades mecéanicas de la cutina de frutos RM de
ambos cultivares entre si, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
parametros estudiados frente a las distintas condiciones de humedad y temperatura
empleadas (Tabla 4.2). La ausencia de diferencias significativas en las propiedades
mecénicas de la cutina y la emergencia de éstas cuando se estudia la cuticula de ambos
cultivares podria estar sefialando el interés de la componente polisacaridica de la
cuticula como caracter diferenciador entre cultivares. Si bien el porcentaje total de
compuestos hidrolizables entre los que se encuentran los polisacaridos como
mayoritarios, no varia en las cuticulas de frutos en estadio RM de estos dos cultivares,
Cascada y Gardeners Delight, entre si, constituyendo alrededor de un 15% en cada
cultivar (Matas, 2005), el porcentaje de cada uno de ellos no es significativamente
diferente (Figura 4.11). El porcentaje de pectinas, hemicelulosas y celulosas en cuticula
aislada oscilaba entre el 21 y 25% entre ambos cultivares. EI método empleado para la
extraccion de polisacaridos fue efectivo ya que se obtuvo alrededor de un 10% de
compuestos polisacaridos de cada grupo de cuticulas, frente al 15% determinado por
otros métodos. EI método aplicado para determinar la cantidad de azUcares totales en
cada obtencidn selectiva de polisacaridos mostré la pureza de la extraccion en cada
caso, siendo la sobreestimacion en azlcares totales por este método colorimétrico
descrita también en la bibliografia (Seymour, 1990). Cabe comentar que estos
porcentajes se asemejan a los descritos en la bibliografia para pared celular de tomate
siendo del 28% para pectinas, 30% para xiloglucanos y hemicelulosas y 23% para
celulosa (Reinders y col., 1999). No obstante, ni el porcentaje ni el tipo de polisacéridos
parecen ser diferentes entre cultivares tolerantes y resistentes al agrietado en este caso.

Trabajos realizados en paredes celulares indican que la orientacion de las fibras
de celulosa presentes en las paredes celulares de células epidérmicas podrian estar
determinando las propiedades mecénicas de las mismas (Kerstens y col., 2001).
Técnicas como microdifraccion de rayos X y microscopia electronica de transmision

han sido empleadas para el estudio de la orientacion de estas fibras en distintos
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materiales (Lichtenegger y col., 1999; Jakob y col., 1955; Muller y col., 1998). Otros
autores han empleado microscopia laser confocal con luz polarizada y aprovechan el
dicroismo que presenta el rojo congo en su emision de fluorescencia para estudiar la
orientacion de las fibras de celulosa en paredes celulares de hojas, tallos, semillas y
raices de diversas especies entre las que se encuentran Arabidopsis thaliana L. , Allium
cepa L., Zea mais L.; en general encuentran que las células presentan una orientacion
preferente de las fibras de celulosa en la pared celular perpendicular al eje longitudinal
de las células (Verbelen y Stickens, 1995; Verbelen y Kerstens, 2000; Kerstens y
Verbelen, 2003). Incluso la morfologia de la célula estd determinada por la orientacion
de éstas fibras en la pared celular (Verbelen y Stickens, 1995). Mediante ensayos de
extensiometria y microscopia laser confocal se puso de manifiesto que la orientacion de
las fibras de celulosa jugaba un papel importante en las propiedades mecanicas del
material ya que determinaba la anisotropia de la pared celular vegetal (Kerstens y col.,
2001) y la direccion de crecimiento de células y 6rganos (Niklas, 1992; Verbelen y col.,
2001).

No obstante, la disposicion de una orientacion preferente de las fibras de
celulosa ha sido descrita en paredes celulares de distintos tejidos pero no en cuticula de
fruto. Aunque puedan existir diferencias en cuanto a la orientacién de dichas fibras en la
pared celular de un mismo tejido entre distintas especies, no es presumible que estas
diferencias pudieran conservarse entre cultivares o variedades de la misma especie.
Como se describié en la Figura 4.9, las fibras de celulosa presentes en las cuticulas
extraidas de los frutos de tomate presentaban una baja cristalinidad y orientacion.

Integracion de polisacaridos y cutina

Observaciones de microscopia muestran que el agrietado cuticular del fruto de
tomate se origina primeramente en la parte de la cuticula situada sobre las uniones
celulares que se encuentra formando “pegs” (Wilson y Sterling, 1976; Holloway
1982a). Estas zonas parecen estar compuestas por material no reticulado que presenta
una electrodensidad mas baja que el material cuticular que cubre la superficie tangencial
de las células epidérmicas (Emmons y Scott, 1998a). Esta diferencia en apariencia
podria indicar una diferencia en la estructura quimica o morfologia de la membrana

cuticular en las uniones celulares. La apariencia de las regiones reticuladas sobre las
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paredes tangenciales indica la presencia de celulosa, que no esta presente en las regiones
de los pegs, dandoles a éstos una apariencia amorfa. Si el material no celulésico y
amorfo es mas debil que la cuticula situada sobre las células epidérmicas entonces,
segun la presion de turgencia que es ejercida desde el interior del fruto, las uniones
celulares presentarian la menor resistencia a la presion y serian las primeras areas que
agrietarian. En los trabajos realizados por estos autores, el 82% de las grietas originadas
en la cuticula tienen lugar sobre las uniones celulares. Por tanto, podria afirmarse una
vez mas que el papel de los polisacéridos en la cuticula es determinante en la resistencia
mecanica de ésta. De este modo, aquellas cuticulas que presentaran mayor proporcion
de polisacaridos o una mayor distribucién en el entramado de cutina podrian responder
a tensiones mecénicas ofreciendo mayor resistencia a deformarse, y en ultima instancia,

a provocar el agrietado del fruto.

Por tanto, a la vista de estos resultados, podria decirse que son varios los factores
implicados en la resistencia mecéanica de la cuticula los que marcan las diferencias en
cuanto a susceptibilidad al agrietado entre cultivares. En primer lugar, el grosor de
cuticula es importante porque es donde mayor presion ejercen las células epidérmicas
desde el interior del fruto. En segundo lugar, conociendo que la mayor parte de los
polisacaridos se acumulan en la cara interna de la cuticula, el grado de invaginacion de
ésta en la epidermis cobra importancia ya que contribuye a soportar la presion ejercida.
Ambos factores conservan sus diferencias entre cultivares con distinta susceptibilidad o
resistencia al agrietado. Por Gltimo, considerando que tanto el tipo como la proporcion y
la orientacion o disposicion de los polisacaridos presentes en la cuticula son similares
entre cultivares, una mayor interaccion entre polisacaridos y cuticula, asi como una
mayor cantidad de polisacaridos contribuirian a la resistencia mecanica del tejido y por

tanto a la resistencia al agrietado del fruto.
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Conclusiones

Los cultivares Cascada y Gardeners Delight presentan distinta susceptibilidad al
agrietado. ElI empleo de solucion de riego con elevada conductividad eléctrica
disminuye el porcentaje de agrietado, peso y tamaiio final del fruto. Sin embargo, ni el
peso y el tamafio se presentan como factores determinantes en la resistencia del

agrietado.

Los estudios sobre las fluctuaciones diarias de crecimiento indican que el
agrietado tiene lugar no por un sobrepaso del limite maximo de extension del fruto, sino
por un debilitamiento o fatiga del material debido a los sucesivos ciclos de expansion-

contraccion del fruto en la etapa final de la maduracion.

La piel del cultivar tolerante Cascada presenta caracteres morfolégicos y
propiedades mecénicas diferentes a las del cultivar susceptible Gardeners Delight. Por
un lado, un mayor grosor de cuticula y grado de invaginacion de la misma en la
epidermis, asi como la forma ligeramente redondeada de las células epidérmicas
parecen ser caracteres que confieren resistencia al material. Por otro, la epidermis de los
frutos del cultivar tolerante Cascada ofrece necesita de un mayor esfuerzo para propagar
una grieta ya iniciada en el tejido y muestra una mayor resistencia a la deformacion con
respecto a la epidermis de frutos de Gardeners. En estadio verde maduro, la epidermis
presenta un grosor de cuticula mayor que en estadio rojo maduro y células mas
pequefias y redondeadas, y ofrece una mayor resistencia a propagar una grieta ya
iniciada en el tejido. La salinidad potencia los caracteres morfologicos asociados a la
resistencia al agrietado, ya que aumenta el grosor de la cuticula, disminuye el tamafio de
las células epidérmicas y favorece la forma redondeada de éstas. La salinidad también
influye en las propiedades mecénicas de la epidermis, confiriéndole mayor resistencia a

la deformacion, si bien el modo en que actua es diferente en cada cultivar.

Cuticula y cutina aislada de frutos de tomate presentan propiedades mecanicas
diferentes. Asi, la cuticula ofrece mayor resistencia a la deformacién, alcanzando una
menor deformacion frente a un esfuerzo aplicado con respecto a la cutina. Aun siendo la
cutina el componente mayoritario de la cuticula, son los compuestos polisacaridicos los
que le confieren tal rigidez a la cuticula. La hidrataciéon y la presencia de agua en la
cuticula acttan sobre los polisacaridos, disminuyendo los valores de modulo elastico y

restando por tanto rigidez a la cuticula.
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Las diferencias en cuanto al comportamiento mecanico de la cuticula de ambos
cultivares y la ausencia de éstas cuando se compara con la cutina, indica que son los
compuestos polisacaridicos los responsables de la distinta respuesta al agrietado. Dado
que ni la proporcidn, ni la orientacion molecular ni la naturaleza de éstos parece ser
diferente, podria pensarse que las diferencias en cuanto a los polisacaridos de estos dos
cultivares estarian en el modo en que interaccionan con la cuticula y en como ésta se

invagina en la epidermis.
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