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RESUMEN

ROL DE LA CERA CUTICULAR EN LA SUSCEPTIBILIDAD A PARTIDURA EN
DOS VARIEDADES CONTRASTANTES DE CEREZAS

La partidura es uno de los problemas mas importantes que enfrentan los productores de
cerezas, trayendo consigo una pérdida en la produccion y en la rentabilidad. El
mecanismo de la partidura estd dado principalmente por el colapso de las células
epidermales por entrada de agua al fruto. En este sentido, la cuticula juega un rol
importante en la prevencion de la partidura, limitando la entrada y salida del agua del
fruto.

Este estudio postula que la cera cuticular de la cereza es un componente que modifica la
entrada y salida de agua en el fruto, asi como la susceptibilidad a la partidura. De esta
manera, se relaciond la susceptibilidad de dos variedades de cerezas de diferente
comportamiento a la partidura con su cera cuticular, donde se realizd un ensayo de
partidura in vitro y un ensayo de permeabilidad de cuticula.

Las variedades Rainier y Regina (con alta y baja susceptibilidad a la partidura
respectivamente) fueron sometidas a tratamientos consistentes en diferentes tipos de
remocion de cera: frotacion con pafiuelos; mediante solventes quimicos (cloroformo y
hexano); tratamiento combinado, consistente en frotar los solventes a través de
pafiuelos; comparandose con un testigo sin remocion. Para el ensayo de partidura in
vitro, se evalué y comparoé entre tratamientos el porcentaje de frutos partidos a las 2, 4,
6, 8, 10, 12 y 24 horas, de sumergidos los frutos en agua. Lo mismo para el ensayo de
permeabilidad de cuticula, se evaluo la pérdida de vapor de agua luego de 2, 4, 6 y 24
horas de someter cuticulas a 25°C.

En ‘Regina’, la extraccion quimica a través de hexano, presentd menor incidencia de
frutos partidos (35%); mientras que en ‘Rainier’, la menor incidencia se obtuvo a través
de la extraccion de cera mecéanica con hexano (70%). Ademé&s en ‘Rainier’, los
tratamientos de extraccién con hexano y cloroformo, junto con la extraccion de cera
mecanica con hexano, sufrieron una modificacion en el flujo de agua, pasando desde un
potencial osmético a uno por difusion, situacion que igualmente produjo partidura.

Por otra parte, todos los tratamientos de extraccion de cera favorecieron la salida de
agua del fruto y ‘Regina’ presentdé mayor permeabilidad que ‘Rainier’, lo que
disminuiria la ocurrencia a partidura.

Palabras clave: partidura in vitro, extraccion de cera, hexano, cloroformo,
permeabilidad de cuticula.



ABSTRACT

ROLE OF CUTICULAR WAX IN SUSCEPTIBILITY TO CRACKING IN TWO
CONTRASTING VARIETIES OF SWEET CHERRIES

This study suggests that cuticular wax of sweet cherry fruits is a component that
modifies the entrance and exit of water as well as susceptibility to cracking of the fruit.
Therefore using two varieties with different tolerance to cracking, Regina (high) and
Rainier (low), we did a cracking in vitro assay and cuticle permeability assay to see the
differences between them.

‘Rainier’ and 'Regina’ fruits were submitted to different removal treatments of wax:
rubbing with a paper towel, using chemical solvents (chloroform-hexane), combined
treatment consisting solvent rub through a paper towel, and compared with a control
without removal. For testing parting in vitro, was evaluated and compared between
treatments the percentage of fruit games at 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 24 hours, the fruit
submerged in water. Same for cuticle permeability test, the water vapor loss after 2, 4, 6
and 24 hours of subjecting cuticles was evaluated at 25 °C.

The cracking results showed that after 24 hours the variety Regina presents a 35% of
fruit damaged by cracking using a chemical extraction of the wax by hexane, whereas
for 'Rainier' the lower damage by cracking was obtained through the mechanical
extraction plus hexane, with 70% of fruit cracking.

In the cuticle permeability assay, the results were different between treatments and
varieties, but all treatments for wax cuticle extraction exhibited an increase in water loss
through the cuticle membrane. ‘Regina’ presented a higher permeability than *Rainier’,
factor that decrease the fruit cracking.

Key words: cracking in vitro, wax extraction, hexane, chloroform, cuticle permeability.



INTRODUCCION

El cerezo (Prunus avium L.) es un arbol frutal de hoja caduca altamente cultivado a
nivel mundial, principalmente en el Hemisferio Norte, donde los principales paises
productores son Turquia, Estados Unidos, Iran, Italia y Espafia (Bravo, 2012). Entre los
paises productores, Chile ocupa el noveno lugar aportando un 3,4% del total de la
superficie mundial plantada, siendo ademas el mayor exportador de cerezas desde el
Hemisferio Sur, con un 68% del total de toneladas exportadas desde esta region, cuyos
principales destinos son Estados Unidos, Hong Kong, China y Taiwan, mercados que
representan el 85% de las exportaciones (Navarrete et al., 2010).

La superficie plantada en Chile ha aumentado en 7.998 ha desde el afio 2004 al 2012,
alcanzando las 15.198 ha en la actualidad (ODEPA, 2012), favorecido principalmente
por el aumento sostenido de la demanda de este fruto, asi como por el aumento de sus
precios de comercializacion (Bravo, 2012). Dado el aumento de la demanda
internacional, la produccién de cerezas en la zona sur de Chile pasa por una fase de
expansion productiva, basandose principalmente en variedades tardias y semitardias
(Ellena et al., 2006) las cuales consiguen mejores precios en la exportacion, ya que la
oferta de este fruto a nivel mundial es menor en dichos periodos de produccién
(Navarrete et al., 2010). Este escenario hace que los pardmetros de calidad del fruto
como color, calibre, solidos solubles y ausencia de desordenes fisioldgicos y
superficiales sean relevantes para su exportacion. Sin embargo a medida que avanza su
cultivo hacia el sur del pais, también aumentan las precipitaciones en esa area lo que
complica la produccion por la probabilidad de lluvias durante la maduracion de la fruta
y en época de cosecha, situacién que aumenta el riesgo de presentar partidura o
cracking en la fruta.

La partidura o cracking es uno de los problemas mas importantes que enfrentan los
productores de cerezas en Chile (Yuri et al., 2010). Segln Christensen (1996) la
partidura puede llegar a afectar hasta el 90% de la produccion, trayendo consigo una
pérdida en la rentabilidad, ya que el fruto deja de estar en condicion de ser exportable.
Por otra parte las heridas presentes en la piel se convierten en una via de facil entrada
para diversos patdgenos, favoreciendo la pudricion de los frutos (Valenzuela, 2007).

El mecanismo de la partidura en cerezas esta dado principalmente por la entrada de agua
al fruto, incrementando la presion osmotica al interior del mismo, lo que deriva en un
aumento del volumen provocando finalmente el colapso de las células epidermales
(Sawada, 1931; Verner y Blodgett, 1931; Christiensen, 1976). Asimismo, Yuri et al.,
(2010), reportaron que es suficiente que el fruto aumente su tamafio por absorcion de
agua entre un 2% a 3% de su volumen para que se produzca este fenomeno. No
obstante, el agua puede entrar y salir de la fruta a través del pedunculo y a través de la
cuticula de la fruta (Combe, 1976), no obstante Christiensen (1996) atribuye este
problema al contacto directo del agua con la epidermis del fruto.

Dentro de los factores asociados a la partidura de cerezas, encontramos la cantidad de
precipitacion en un mismo evento, la distribucion de las precipitaciones durante el



periodo de crecimiento del fruto, el tipo de suelo mas las condiciones de humedad del
huerto y la susceptibilidad genética (Simon, 2003). Ademaés, la partidura se veria
favorecida por otros factores, como fruta de tamafio mas grande, el aumento en el
contenido de solidos solubles, ambas cualidades confirmadas por Tucker (1934) y
Christiensen (1975), asi como variedades de pulpa mas firme (Christiensen, 1996). Sin
embargo, ain no se ha logrado determinar especificamente todos los factores que estan
involucrados en la partidura de la epidermis de las cerezas (Simon, 2006).

Por otro lado, Sekse (1998) sefiala que existen dos caracteristicas morfoldgicas del fruto
y el &rbol que son importantes cuando se habla de partidura: el tejido vascular, capaz de
transportar agua desde la raiz al fruto, y la cuticula de la fruta que limita la entrada y
salida del agua del fruto. La cuticula ademés confiere proteccién a las plantas contra
agentes patogenos, dafio mecanico, pérdida de agua descontrolada en sequia, proteccion
al dafio por radiaciones ultravioleta e incluso participa en la interaccién de plantas con
insectos (Riederer y Schreiber, 1995; Kunst y Samuels, 2003). Estas caracteristicas se
deben basicamente al revestimiento de ceras en la cuticula, estando presente en todos
los 6rganos y estructuras de las plantas, exceptuando las raices (Martin y Juniper, 1970;
Jeffree, 1996; Post-Beittenmiller, 1996).

Knoche et al. (2000a) relacionaron positivamente el fendmeno de la partidura con la
conduccion del agua a través de la membrana cuticular. Ademéas en la misma
publicacién se demostrd que las ceras dermales de la epidermis de cerezas tienen un rol
importante en la absorcion y conduccion del agua a nivel cuticular, dado que al remover
las ceras, la conduccion del agua a nivel de la epidermis aumenta significativamente. De
igual modo, Peschel y Knoche (2012) aseguran que las diferencias varietales en la
susceptibilidad a la partidura pueden atribuirse a caracteristicas de transporte de agua en
la superficie de la fruta, epicarpio, y/o constitucion de la cuticula que permitiria una
mayor resistencia en la absorcion de agua. Por otra parte, en otro estudio se comprobd
gue un importante porcentaje de la absorcion de agua en el fruto es realizada a través de
los estomas (Sawada, 1931; Christensen, 1972a) y ademas se confirmo que la superficie
estomatica varia de acuerdo a los cultivares segun los estudios realizados por Peschel et
al., (2003).

Existe evidencia que muestra que los estomas estan relacionados con el transporte de
agua hacia el fruto en cerezas, demostrandose una relaciéon positiva entre la tasa de
absorcion de agua y la superficie estomatica (Christensen, 1972a). En otros estudios
(Knoche et al., 2000a y 2000b) observaron un aumento en la conductancia del exocarpo
en transpiracion, ademas Beyer y Knoche (2002) comprobaron que aumentaba mas la
absorcion de agua al aumentar la superficie estomatica. No obstante Peschel et al.,
(2003), sefalaron que los estomas presentes en las cerezas en la etapa de madurez no
son funcionales.

Existen varias estrategias para disminuir la incidencia de partidura, como evitar la
exposicion de los frutos a la lluvia mediante coberturas protectoras, tratamientos
guimicos como las aplicaciones de calcio, aluminio, cobre, boro u otras sales metalicas,
las que han demostrado tener resultados variables, donde actualmente la mejor
alternativa para evitar o disminuir la incidencia de partidura, es el uso de variedades
mas tolerantes a esta fisiopatia (Christiensen, 1996; Joublan, 2004; Simon, 2006;



Peschel y Knoche, 2012).

Por lo tanto, estudiar y entender cuales son las caracteristicas que le otorgan al fruto
tolerancia a la partidura, seria de gran importancia en los programas de mejoramiento
geneético en cerezos (Peschel y Knoche, 2012). Para esto, es fundamental tratar de
entender en su totalidad este fenémeno y encontrar la mayoria, sino todos, los factores
que tengan un rol en la génesis y desarrollo de esta fisiopatia, como lo podria tener la
cera cuticular.

Hipotesis

La cera cuticular del cerezo es un componente que modifica la entrada y salida de agua
en el fruto, asi como la susceptibilidad a la partidura.

Objetivo general

Relacionar la susceptibilidad de dos variedades de cerezas de diferente comportamiento
a la partidura, con su cera cuticular.

Objetivos especificos
- Cuantificar el porcentaje de partidura in vitro de dos variedades contrastantes en su

susceptibilidad a la partidura de cerezas.

- Implementar diferentes metodologias de extraccion de cera y cuantificar su porcentaje
de partidura.

- Estimar “indirectamente” y comparar la cantidad de cera cuticular, en dos variedades
de cerezas con distinta susceptibilidad a la partidura.

- Evaluar la variabilidad en el nimero de estomas en la epidermis de las cerezas con
distinta susceptibilidad a la partidura.

- Evaluar la permeabilidad de la epidermis en frutos de cerezas a los cuales se le ha
removido la cera cuticular.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de Trabajo

Los ensayos y evaluaciones fueron realizados en la temporada 2012-2013. La mayoria
de ellos se realizaron en el laboratorio de Gendmica Funcional & Bioinformatica,
perteneciente al Departamento de Produccion Agricola de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile. La evaluacion de firmeza se realizo en el
Laboratorio de Postcosecha del INIA CRI La Platina.

Materiales

El material vegetal usado fueron cerezas maduras de las variedades Rainier, la cual
presenta una alta sensibilidad a la partidura y Regina, variedad que tiene una baja
susceptibilidad a la partidura (Carrasco y Aliaga, 2011).

La variedad Rainier proviene del fundo San Luis (Longitudinal Sur Km. 197), Curicé,
Region del Maule, cosechada el 5 de diciembre del afio 2012 y ‘Regina’ del fundo El
Mirador, Panguipulli, Region de Los Rios, recolectadas el 21 de enero del afio 2013. Se
realizd una seleccion completamente al azar de 20 arboles como unidad muestral, de
donde se eligieron 20 frutos aleatoriamente por arbol para ser sometidos a las diferentes
evaluaciones.

Los reactivos quimicos utilizados fueron Cloroformo (Merck, grado biologia molecular)
y n-Hexano (Merck, grado biologia molecular).

Las enzimas utilizadas en los ensayos fueron Pectinasa y Celulasa, (Sigma-Aldrich®,
obtenidas desde Aspergillus niger), las cuales reaccionan bajo un ‘buffer’ de acido
citrico (CeHgO7, Winkler®). Para la conservacion de las cuticulas se usé una solucion
de &cido borico (H3BOs, Winkler®).

Tratamientos

Para la realizacion de los ensayos de partidura in vitro y permeabilidad de cuticulas, se
requirié de la extraccion de cera de la epidermis de los frutos, para lo cual se realizaron
cinco tratamientos, consistentes en la remocién mecanica, la utilizacion de dos solventes
organicos, y la combinacion de la extraccion quimica y mecanica. Ademas, se considero
un tratamiento control, sin remocion de cera, tal como se muestra en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Tratamientos de extraccion de cera cuticular en cerezas ‘Rainier’ y ‘Regina’.

Tratamiento Tipo de extraccion Método de extraccion

Tl Control Testigo

T2 Quimico Cloroformo

T3 Quimico Hexano

T4 Mecanico Pafiuelo de papel

T5 Combinado Pafiuelo de papel embebido con cloroformo

T6 Combinado Pafiuelo de papel embebido con hexano
Metodologia

Extraccion de ceras

Extraccion quimica: se efectiio por medio de dos solventes organicos. Para la extraccion
de cera cuticular por medio de cloroformo se utilizo el método de Mayes et al. (1986)
modificado, consistente en sumergir un fruto en cloroformo durante un minuto a 50°C,
esto para la extraccion total de cera. Dado el dafio que provoca este metodo en la fruta,
ya que el cloroformo puede dafiar los componentes y estructuras organicas de la cuticula
(Xiang y Anderson, 1994), éste fue modificado de la siguiente manera: para el ensayo
de partidura in vitro se sumergieron frutos en cloroformo a temperatura ambiente
durante 60 segundos y para permeabilidad de cuticulas, por 10 segundos a temperatura
ambiente.

Para la extraccion de cera cuticular a través de hexano, se sumergieron los frutos en
n-hexano, a temperatura ambiente, donde el fruto permanecia inmerso durante 60
segundos (Johan et al., 2007). Este procedimiento fue utilizado tanto para ensayos de
permeabilidad y partidura in vitro.

Extraccion mecanica: esta extraccion de cera cuticular se realizé frotando toda la
superficie de los frutos con pafiuelos de papel suave, durante 50 segundos, con lo que se
consigue remover cera cuticular ocasionando el menor dafio posible sobre la epidermis.

Extraccion combinada: fue realizado a través de pafiuelos de papel suave, que se
embebieron con solvente orgénico, cloroformo o n-hexano. Con los pafiuelos
embebidos se frotd toda la superficie de los frutos durante 50 segundos.

Aislacién de cuticula

Para este procedimiento debi6 extraerse, mediante un sacabocados, epidermis de frutos
de la variedad Regina y Rainier, sometidos a los tratamientos de remocion de cera
cuticular. Las cuticulas fueron aisladas segin el método descrito por Schénherr y
Riederer (1986), consistente en la accion enzimatica de pectinasa (2% p/v) y celulasa
(1% p/v), en un buffer acuoso basado en &cido citrico (20 mM) y ajustado a pH 4 con
KOH. A esta solucion se le agregé azida de sodio (1 mM) como compuesto antifungico
para la proteccion de la membrana cuticular. La accidén enziméatica fue realizada en



tubos conicos de 50 ml con 10 cuticulas c/u a 150 rpm durante 6 hrs a 27°C. Después de
este tiempo las cuticulas aisladas fueron lavadas y conservadas en un medio de &cido
borico, concentrado al 1% p/p (Ruzin, 1999).

Evaluaciones

Caracterizacion de los frutos de cada variedad

Se determinaron diferentes parametros de los frutos en su recepcidn que se consideraron
como los mas relevantes en el proceso de la partidura inherentes al fruto: tamafio de la
fruta, la concentracion de sélidos solubles, segun Tucker (1934) y Christiensen (1975) y
firmeza de la pulpa (Christiensen, 1996), también se considerd en este estudio la
variable materia seca. Adicionalmente para la comparacion de las variedades a traves de
su contenido de cera, se consider0 estimar indirectamente la cantidad de cera cuticular.

Diametro de frutos: como referencia del tamafio de la fruta con la que se trabajé en
ambas variedades se estimd el diametro ecuatorial, de 20 frutos, a través de un pie de
metro profesional digital, con precision de 0,01 cm. Los datos fueron expresados en
mm.

Solidos solubles totales: se determind mediante un refractometro termo compensado
(REF 102/112, Veto®), en donde se analizaron 20 frutos por variedad. Los resultados
fueron expresados como porcentaje de solidos solubles totales.

Firmeza de frutos: se determind la firmeza de 20 frutos (con su pedinculo),
seleccionados al azar, con un analizador de firmeza (Firmtech 2®, BioWork Inc.,
U.S.A)), el cual mide la presion necesaria para deformar la baya en un milimetro. Su
unidad de medida es g mm™,

Porcentaje de materia seca: Se determind la cantidad de agua de 20 frutos por variedad,
sin pedunculo y con carozo. Cada fruto fue puesto en un contenedor de papel aluminio.
Los frutos en sus contenedores se sometieron a un alza de temperatura gradual,
iniciando con 80°C y aumentando 20°C cada 2 horas hasta alcanzar los 180°C,
temperatura a la que permanecieron por 12 horas para luego aumentar a 200°C,
temperatura en la que permanecieron 48 horas, en un horno Drying Over. El porcentaje
de materia seca se calculd bajo la diferencia de peso inicial y final de los frutos,
expresandolos en porcentaje, basandose en la deshidratacion de los frutos.

Estimacidn de cera total: la cantidad de cera se estimé indirectamente por diferencia de
peso de un fruto fresco y el mismo fruto luego de tratado con cloroformo durante un
minuto a 50°C (Mayes et al., 1986). La diferencia de masa se realizé con una balanza
analitica Modelo ESJ200-4 con precision de 0,0001 g y se expresé en porcentaje de
masa que esta contribuye al total del fruto.
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Cuantificacion estomatica

La cuantificacion estomaética se realizd en un microscopio de epifluerencia OLYMPUS
modelo FV-100, bajo el lente objetivo de 10x. Se observaron 15 cuticulas sanas y sin
remocion de cera por variedad, a cada una de estas cuticulas se observaron 8 campos
opticos.

Peschel et al. (2003) comprobaron que la densidad estomatica varia de acuerdo a la
zona del fruto, disminuyendo desde la zona peduncular, por lo que se utilizaron
unicamente cuticulas de la zona de las mejillas de los frutos. Con estas observaciones se
determind el promedio de estomas para una superficie determinada y se llevo al total de
estomas en la superficie de cada fruto. Los frutos se consideraron como una esfera para
calcular el area, donde finalmente se utilizé la siguiente relacion.

Cantidad de estomas : Xx estomas total
area de observacion area total

Permeabilidad de cuticulas

Este ensayo requirid que cuticulas aisladas se sometieran a un sistema semipermeable
de placas Petri con un orificio de 0,5 cm?. Estas placas contenian 3 mL de agua
destilada y se sellaron lateralmente con lamina de cierre Parafilm®, American National
Cam. La cuticula se colocé en la zona de la apertura de la placa y fue sellada con
esmalte (Figura 1). Para este estudio se utilizaron ambas caras de la epidermis, interna 'y
externa, para generar una simulacion entre la entrada y salida del agua a través de las
cuticulas, tal como se puede apreciar en la Figura 2. Ademas simultaneamente se
utilizaron dos controles, el primero con la placa Petri completamente hermética y el
segundo con la placa perforada sin membrana, ambos con un contenido inicial de 3 mL
de agua destilada.

Placa Petri e (Cuticula de cereza

3mlH,0 ' 2

+ Parafilm

4
3

Figura 1. Diagrama de Ensayo de Permeabilidad de cuticula

Las placas se montaron en un sistema de temperatura constante de 25°C, donde se
evalu la pérdida de vapor de agua expresada en mg de agua perdida por cm? de cuticula
(Baéz-Safiudo et al., 1993) cada dos horas hasta las 6 horas, en cada variedad y
tratamiento.
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Cara externa de epidermis Cara interna de epidermis

Simulacién de entrada de agua Simulacién de salida de agua

Figura 2. Diagrama simulacion de entrada y salida de vapor de agua

Partidura in vitro

Este ensayo se realizd por el método de Christensen (1972b), donde se sumergieron
cerezas sanas, con pedunculo, en agua destilada contenida en vasos precipitados, a
temperatura ambiente. Previamente estos frutos fueron sometidos a los diferentes
tratamientos de extraccion de cera. Luego a estos frutos se evaluo la masa (g) y la
existencia del dafio por partidura (escala O= fruta sana y 1= fruta partida), en diferentes
tiempos de inmersion: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas, donde se consideré el tiempo 0
como el momento de montaje del ensayo.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para el andlisis de los ensayos en partidura in vitro se usé un disefio experimental
completamente aleatorio con arreglo factorial de 2 x 6, siendo el primer factor dos
variedades con diferente susceptibilidad a la partidura y el segundo los tratamientos de
remocion de cera mas un testigo sin remocion, donde se midieron 20 unidades por
tratamiento siendo la unidad experimental un fruto. Los datos fueron analizados
mediante un ANDEVA (analisis de varianza) y al existir diferencias significativas (p <
0,05) se aplico la prueba Kruskal-Wallis para variables no paramétricas. Conjuntamente
se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson (p < 0,05) entre partidura in vitro con
permeabilidad y ganancia de masa.

En la comparacion de dos muestras se aplicd la prueba de t-Student al 5%. Ademas se

realizaron regresiones para las evaluaciones de permeabilidad y para diferencia de peso
en el ensayo de partidura in vitro.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Caracterizacion de variedades

Las diferencias mas relevantes entre las variedades estudiadas, asociadas al proceso de
partidura, fueron los sélidos solubles totales, el porcentaje de cera y la materia seca
(Cuadro 2). Dentro de estos factores el mas importante es la concentracion de sélidos
solubles, existiendo antecedentes de que a mayor porcentaje de sélidos solubles es
mayor la incidencia a partidura (Tucker 1934; Christiensen 1975), pero Yuri et al.
(2010), determinaron que en condiciones de laboratorio las cerezas sufren de dafio por
partidura a partir de los 16° Brix, sin importar la diferencia de esta.

Por otra parte, la variedad Regina presenté mayor porcentaje de ceras que ‘Rainier’, lo
cual se deberia a la diferencia de tamafio de los frutos, representando la variedad
Rainier una esfera mas grande que la variedad Regina y por ende tienen diferencia en su
area. En este sentido, Peschel et al. (2007) demostraron que el porcentaje de cera
disminuye a medida que los frutos aumentan de tamafio en la fase 11l de crecimiento.

Cuadro 2. Parametros observados en ‘Regina’ y “Rainier’ a recepcion de la fruta.

Variedad  Solidos solubles  Diametro Firmeza Materia seca Cera
totales ecuatorial
(%) (mm) (g mm+) (%) (%)
Rainier 17,4 +2,2* 30,2 + 3,3 267,6 + 34,2 13,5+ 25! 0,21+0,1*
Regina 185+ 1,3 26,1+ 3,7 281,4 + 37,2 19,7+25 0,54+0,1

'Representan diferencias significativas entre las variedades, t-Student (p < 0,05).

Esta ultima diferencia entre las variedades puede implicar un factor importante en la
susceptibilidad a la partidura. No obstante, el método de cuantificacion de cera utilizado
en este estudio no es el mas adecuado, ya que el cloroformo es capaz de extraer otros
elementos diferentes a la cera, dafiando la pared y la membrana celular, solubilizando,
precipitando y desnaturalizando lipidos (Xian y Anderson, 1994), polisacaridos
(Hussain et al., 2008) y proteinas (Asakura et al., 1978), elementos que estarian
afectando el resultado de la estimacion de cera total mostrado en el Cuadro 2.

Rios y Silval (comunicacion personal) determinaron que en la cera epiticular de frutos
de cerezas, los alcanos de 29 carbonos juegan un papel importante en el proceso de
tolerancia a la partidura, determinando para frutos de la variedad ‘Rainier’ la
concentracion de alcanos de 29 carbonos en 4,4 x 10 M, mientras que en los frutos de
la variedad Lapins, con similar resistencia a partidura que ‘Regina’ (Bargioni, 1996),
analizada en este estudio, presenta una concentracion de 4 x 10* M de estos alcanos,
considerando que frutos con menor concentracion de alcanos de 29 carbones favorecen

Rios, J.C. y H. Silva. 2013, ago. Produccién Agricola. [Entrevista personal]. Departamento de Produccion
Agricola, Facultad de Ciencias Agrondémicas, Universidad de Chile.
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la permeabilidad a través de la cuticula, lo que tendria una menor incidencia a la
partidura de frutos. No obstante a esto hay otras evidencias que sefialan a la variedad
Lapins con una susceptibilidad a partidura mayor a ‘Regina’ para condiciones chilenas
(Carrasco y Aliaga, 2011).

Dado a que el método utilizado por Rios y Silva fue mas fiel en cuantificacion de
alcanos, ya que el realizado el presente estudio no consider0 la extraccion de otros
elementos en la extraccion total de ceras, mientras, se puede concluir que la menor
concentracion de alcanos de 29 carbonos proporciona mayor resistencia en la partidura
permitiendo que la cuticula elimine agua contenida en su interior, datos que se pueden
comparar con el cuadro de permeabilidad realizado en este ensayo, donde ‘Regina’
presenta mayor tasa de pérdida de agua al invertir la cuticula que la variedad Rainier
(Cuadro 4) situacion que simula la salida de agua a través del fruto, siendo a la vez la
variedad que obtuvo un menor porcentaje de fruta partida al cabo de las 24 horas de
sumergida la fruta en agua (Cuadro 5).

Cuantificacién estomatica

Segun la cuantificacion estomatica, se observan diferencias en el nimero de estomas
por fruto entre ‘Rainier’ y ‘Regina’ (Cuadro 3). Peschel et al. (2003) confirmaron que
las variedades de cerezas tienen diferencias a nivel estomatico, en la densidad, tamafio y
ndmero de estomas.

En este caso no existe diferencia en el niumero de estomas por superficie entre las
variedades. Sin embargo, la variedad Rainier al tener mayor superficie posee mas
estomas por fruto, lo que puede implicar una mayor entrada de agua hacia los frutos
(Knoche, y Peschel, 2002), lo que contribuiria a su vez, a una mayor susceptibilidad a la
partidura al existir mayor cantidad de vias de entrada de agua hacia el fruto. También se
podria relacionar con la mayor susceptibilidad a la partidura que presentan frutos mas
grandes (Tucker, 1934), aunque esto varia dependiendo de las variedades.

Cuadro 3. Tabla de cuantificacion estomatica para las variedades Rainier y Regina.

Superficie de un fruto Estomas por mm? Estomas por fruto
(cm?)
Rainier 28,65 + 0,621 0,101 + 0,0027 ns? 289,361
Regina 21,20 + 0,73 0,106 + 0,0041 224,72

! Representan diferencias significativas entre las variedades, t-Student (p < 0,05).
2 No existen diferencias significativas.
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Figura 3. Microfotografia de estomas en frutos de cerezas a madurez de cosecha. a)
Rainier, b) Regina

Permeabilidad

En los analisis de pérdida de vapor de agua de la cuticula se puede apreciar que en la
variedad Regina se favorece la salida de agua desde los frutos, tal como se muestra en el
Cuadro 4, corroborando estas diferencias entre las variedades con un p-valor <0,0001,
ocurriendo de igual forma lo presentado en cuticula invertida que simula la salida de
agua, con igual p-valor.

Cuadro 4. Tasa de pérdida de vapor de agua, ensayo de permeabilidad (promedios en
base a 3 muestras).

Extraccion Rainier Regina

Normal Invertida Normal Invertida

mg h! mg h! mg h! mg h!
Control (T1) 26 ¢ 8,3 bc 23 C 94 ¢
Quimica CHCI; (T2) 14,2 a 8,5 bc 15,2 a 17,7b
Quimica CsH14 (T3) 6,3 b 10,6 b 150 a 25,3 a*
Mecénica (T4) 71 b 8,1 ¢ 55 ¢ 19,5ab
Combinada CHCI; (T5) 12,0 a 14,2 a 10,7b 20,4 ab
Combinada C¢H14 (T6) 75 b 76 C 50 ¢ 10,2 ¢

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05) para cada situacién de
cuticula en la variedad.

*Resultados mas bajos en partidura in vitro para el estudio.

Los resultados obtenidos para el ensayo de permeabilidad difieren entre los tratamientos
y entre las variedades (Apéndice I, Figuras 1 a 12). Al ser dos variedades distintas se
presentan diferencias en la constitucion de la epidermis, como la cantidad de estomas en
el fruto y la cantidad de cera, siendo ésta una barrera para la entrada de agua que
confiere diferente resistencia a las variedades (Webster y Cline, 1994). Ademas existen
otros factores de la epidermis que contribuyen en la permeabilidad de las cuticulas,
como la cantidad de estomas, grosor de la cuticula, grosor de las células epidermales,
numero de células de la epidermis, grosor de la subepidermis, nimero de capas de
células de subepidermis, (Demirsoy y Demirsoy, 2004), factores que ademas
contribuyen a la partidura.
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También se observa un aumento de la tasa de pérdida de vapor de agua los tratamientos
en que se removid cera respecto al control, evidenciando que la remocion de la cera
modifica la permeabilidad de la cuticula de los frutos, lo cual es consistente con lo que
postulan Knoche et al. (2000a), ya que al extraer la cera de la epidermis se favorece la
conduccion de agua a través de la cuticula.

Asimismo la permeabilidad también se ve modificada al utilizar cloroformo, ya que
estos pueden dafiar la pared y la membrana celular, solubilizan, precipitan y
desnaturalizan lipidos (Xian y Anderson, 1994), polisacaridos (Hussain et al., 2008) y
proteinas (Asakura et al., 1978).

Partidura in vitro

En este ensayo, se pudo observar una interaccion entre las variedades y los tratamientos
de extraccion de cera en la incidencia a partidura de los frutos estudiados, lo que
demuestra que los factores involucrados en la partidura no actian de forma
independiente entre si. Dado estos antecedentes se procedié a realizar un analisis de
varianza para cada momento de observacion comparando los tratamientos entre las
variedades y como se comportaron ellos, lo cual puede apreciarse en los cuadros 5 y 6,
que muestran los resultados a las 2 y 24 horas de montado el ensayo respectivamente. El
resto de los tiempos 4, 6, 8, 10 y 12 horas pueden ser apreciados en el Apéndice II,
Cuadros 1, 2, 3, 4 y 5 correspondientemente.

Ademas, se corroboro la alta susceptibilidad a partidura de la variedad Rainier, mientras
gue ‘Regina’ se expresd como variedad menos susceptible a este problema, tal como lo
describen Carrasco y Aliaga (2011) (Figura 4 y Figura 5). Se pudo comparar ambas
variedades a través de su comportamiento en los testigos sin remocién de cera, donde
‘Rainier’ el 85% de fruta partida se logré a las 4 horas y el 100% se alcanzo a las 10
hroas (Figura 4), sin embargo en ‘Regina’ se alcanzo solo a las 24 horas el 85% de fruta
partida (Figura 5).
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Al cabo de dos horas de iniciado el ensayo de partidura in vitro, la variedad Rainier
presento diferencias significativas en los diferentes tratamientos de extraccion de cera
cuticular, mostrando fruta partida dado a su susceptibilidad varietal. En Regina se
aprecio fruta partida, pero esta no tuvo significancia entre los tratamientos de extraccion
de cera.

Cuadro 5. Resultados del ensayo de partidura in vitro al tiempo de 2 horas, expresados
en porcentaje de fruta partida.

Tratamientos de extraccion de cera Rainier Regina
(%) (%)
Testigo (T1) 6+22 a 5+ 22 nst
Quimico con cloroformo (T2) 8+22 a 5+ 22
Quimico con n-Hexano (T3) 10+ 22 ab 0+0
Mecanico con pafiuelo (T4) 12+ 22 ab 0+0
Mecénico mas cloroformo (T5) 14+22 b 0+0
Mecanico mas n-Hexano (T6) 16+22 b 0+0

Letras diferentes en sentido vertical evidencian diferencias significativas (p<0,05), test de Kruskal-
Wallis.

No hay significativas en los tratamientos para ‘Regina’ y entre variedades para los tratamientos.

Finalizado el ensayo, a las 24 horas, el tratamiento de extraccion quimica de cera con
hexano (T3) en la variedad Regina presentdé mayor tolerancia a la partidura, llegando a
un 35% de fruta partida, mientras que el tratamiento con menor partidura se observo en
con el método de extraccion quimica de cera con cloroformo (80%) y la extraccion de
cera mecanica mas hexano (70%) en la variedad ‘Rainier’, tal como se aprecia en el
Cuadro 6. Ademas en el mismo cuadro se puede apreciar que para los tratamientos de
extraccion de cera a través de n-Hexano (T3) y mecéanico (T4), la variedad Regina
mostrd tener mejores resultados que Rainier. Sin embargo no se apreciaron diferencias
significativas entre los tratamientos de extraccion de cera quimica con n-Hexano (T3) y
extraccion de cera mecénica (T4).

Cuadro 6. Resultados del ensayo de partidura in vitro al tiempo de 24 hrs, expresados en
porcentaje de fruta partida.

Tratamientos de extraccion de cera Rainier Regina
(%) (%)

Testigo (T1) 100+0d 85+37hb
Quimico con cloroformo (T2) 80+41a 70+47Db
Quimico con n-Hexano (T3) 90 + 31 bct 35+49a
Mecanico con pafiuelo (T4) 100+0d ! 80+41b
Mecanico mas cloroformo (T5) 95 + 22 cd 95+22c
Mecénico mas n-Hexano (T6) 70+47a 85+37h

Letras diferentes en sentido vertical evidencian diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05),
test de Kruskal-Wallis.

‘Evidencian diferencias significativas (5%) entre las variedades para un mismo tratamiento de
extraccion.
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A partir de estos resultados no se logré demostrar que a menor cantidad de cera
cuticular hay mayor o menor permeabilidad de cuticula que disminuiria la incidencia a
partidura, aunque se pueden ver diferencias en el patron de partidura en algunos
tratamientos. No obstante, si se puede estimar que ‘Regina’ tiene una mayor
permeabilidad en la cuticula invertida, que simula la salida de agua del fruto (Cuadro 4).
Por otra parte, se consiguid establecer una correlacion negativa no significativa (p <
0,05) entre la variable partidura y permeabilidad, que relaciona la mayor permeabilidad
con la disminucion en la ocurrencia de partidura, con un coeficiente de correlacion de
Pearson de -0,26.

Asimismo es recomendable realizar una cuantificacion de cera mas precisa 0
determinar mas especificamente la cantidad de alcanos de 29 carbonos presentes en la
cera cuticular de las cerezas estudiadas y su respectiva remocion por los diferentes
tratamientos de extraccion, para verificar su relevancia en la permeabilidad de las
cuticulas, y asi relacionar de mejor manera como estos alcanos modifican la
permeabilidad y la incidencia a partidura.

Diferencia de masa

Dado la diferencia de peso durante todos los momentos observados (Apéendice I11), se
determind que la ganancia de masa por entrada de agua necesaria para producir
partidura en ‘Rainier’ es alrededor de un 4% (+ 2,7), mientras que en ‘Regina’ 6,5% (+
3,8).

Por otra parte, se observo que la partidura se produce incluso con una pérdida de masa,
en los tratamientos de extraccion quimica de cera con cloroformo (T2) y hexano (T3)
mas la extraccion mecanica con hexano (T6) en la variedad Rainier (Apéndice IlI
Figuras 2, 3 y 6 respectivamente, comparados a las Figuras 1, 4 y 5 del mismo
Apeéndice). De esta manera, una reduccion de la cantidad de cera en la cuticula de estos
frutos altera su permeabilidad, favoreciendo la salida de agua desde el fruto al medio en
que estaban sumergidos. En este sentido se postula que existe un cambio desde un flujo
de potencial osmotico, fendmeno que produce la partidura de frutos de cereza (Sawada,
1931; Verner y Blodgett, 1931; Christensen, 1976; Balbontin et al., 2013) a un flujo por
difusion, que igualmente produce partidura. No obstante Knoche et al., 2000b,
afirmaron que el flujo de agua a través de la membrana cuticular de la fruta de cerezas,
es a traves de difusion.

Ademas, se encontrd una correlacion positiva, pero no significativa (p < 0,05) entre la
ganancia de masa Yy la ocurrencia de partidura, obteniendo un coeficiente de correlacion
de Pearson de 0,36, por lo que en este caso, la partidura se ve explicada en un 36% por
la ganancia de masa a traves de la entrada de agua, lo que ratifica en si que hay varios
procesos involucrados en la partidura de fruta de cerezas.

Para estos resultados no se desestima el rol que tiene el agua en la partidura de frutas de
cereza, ya que es el principal factor que lo produce (Sekse, 1998), sin embargo no se
pueden pasar por alto otros factores que estan involucrados en la partidura como el
tamano de la fruta, la cantidad de solidos solubles (Tucker, 1934; Christiensen, 1975) y
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firmeza de la pulpa (Christiensen, 1996), componentes cuticulares como cantidad de
estomas, grosor de la cuticula, grosor de las células epidermales, nimero de células de
la epidermis, grosor de la subepidermis, nimero de capas de células de subepidermis
(Demirsoy y Demirsoy, 2004), ademas se pueden estudiar y buscar otras caracteristicas
que otorgan tolerancia o susceptibilidad a la partidura (Peschel y Knoche, 2012) para
asi descubrir todos los factores involucrados en este fenémeno.
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CONCLUSIONES

La remocion de cera cuticular altera su permeabilidad modificando el flujo de entrada y
salida de agua a los frutos, provocando cambios en el patron de partidura.

Los factores involucrados en el proceso de partidura no acttian de forma independiente.

La partidura de frutos en la variedad Rainier se produce con un 4% de ganancia de masa
por entrada de agua, mientras que para ‘Regina’ con un 6,5%.

La variedad Rainier con los tratamientos de extraccion de cera quimica con hexano (T3)
y cloroformo (T2) junto con la extraccion de cera mecanica con hexano (T6), sufrieron
una modificacion en el flujo de agua, pasando desde un potencial osmotico a uno por
difusion.

La salida de agua desde los frutos produce igualmente partidura.
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APENDICE

Apéndice I. Curvas de permeabilidad de cuticulas.
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Figura 1. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Rainier bajo la
condicion testigo.
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Figura 2. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Rainier, bajo la
condicion de extraccion quimica de cera con cloroformo.
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Figura 4. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Rainier, bajo la
condicidn de extraccion mecanica de cera con pafiuelo.
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Figura 5. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Rainier, bajo la
condicion de extraccion mecanica combinada con cloroformo.
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Figura 6. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Rainier, bajo la
condicion de extraccion mecénico combinado con hexano.
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Figura 7. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Regina, bajo la
condicion testigo.

0,35

0,3

0,25
R? =0,9982
02 3

0,15

@ Normal

R2 =0,9987

0,1 // M Invertida
0,05 I/

0 5 10 15 20 25 30
horas

Figura 8. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Regina, bajo la
condicidn de extraccion quimica de cera con cloroformo.
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Figura 9. Curva de comportamiento de permeabilidad para la variedad Regina, bajo la
condicion de extraccion quimica de cera con hexano.
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Figura 10. Curva de omportamiento de permeabilidad variedad Regina, bajo la
condicidn de extraccion mecanica de cera con pafiuelo.
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Apéndice I1. Resultados del ensayo partidura in vitro en el tiempo

Cuadro 1. Resultados del ensayo de partidura in vitro para las variedades Rainier y
Regina a las 4 horas, expresados en porcentaje de fruta partida.

Tratamientos de extraccion de cera Rainier Regina®
(%) (%)
Testigo (T1) 85 + 37 ¢t 5+ 22 ns?
Quimico con cloroformo (T2) 30 + 47 b? 5+ 22
Quimico con n-Hexano (T3) 5+22 a 0+0
Mecanico con pafiuelo (T4) 85 + 37 ¢t 0+0
Mecanico mas cloroformo (T5) 35+ 49 b! 0+0
Mecanico mas n-Hexano (T6) 10+ 31a 0+0

Letras diferentes evidencian diferencias significativas (p<0,05), test de Kruskal-Wallis.

Evidencian diferencias significativas (5%) entre las variedades para un mismo tratamiento de
extraccion.

2No evidenciaron diferencias significativas en los tratamientos para ‘Regina’.

Cuadro 2. Resultados del ensayo de partidura in vitro para las variedades Rainier y
Regina a las 6 horas, expresados en porcentaje de fruta partida.

Tratamientos de extraccion de cera Rainier Regina
(%) (%)

Testigo (T1) 90 +31 d! 20+41 b
Quimico con cloroformo (T2) 35+49 b! 5+22 a
Quimico con n-Hexano (T3) 20+41 a 10+ 31a
Mecanico con pafiuelo (T4) 95 + 22 dt 25+44 b
Mecanico mas cloroformo (T5) 55+51 ¢! 25+44 b
Mecénico mas n-Hexano (T6) 25+44 a 10+31 a

Letras diferentes en sentido vertical evidencian diferencias significativas (p<0,05), test de Kruskal-
Wallis.

!Evidencian diferencias significativas (5%) entre las variedades para un mismo tratamiento de
extraccion.



32

Cuadro 3. Resultados del ensayo de partidura in vitro para las variedades Rainier y
Regina a las 8 horas, expresados en porcentaje de fruta partida.

Tratamientos de extraccion de cera Rainier! Regina
(%) (%)

Testigo (T1) 90+3lc 35+48 cd
Quimico con cloroformo (T2) 45+51a 5+22 a
Quimico con n-Hexano (T3) 40+50a 10+ 3la
Mecanico con parfiuelo (T4) 100+ 0d 40+50 d
Mecanico mas cloroformo (T5) 70+47Db 30 + 47 bc
Mecanico mas n-Hexano (T6) 45+51a 25+44 b

Letras diferentes en sentido vertical evidencian diferencias significativas (p<0,05), test de Kruskal-

Wallis.

'Representa a la variedad con mayor diferencia significativa en todos los tratamientos.

Cuadro 4. Resultados del ensayo de partidura in vitro para las varieades Rainier y

Regina a las 10 horas, expresados en porcentaje de fruta partida.

Tratamientos de extraccion de cera Rainier Regina
(%) (%)

Testigo (T1) 100 + 0 d* 55+51c¢
Quimico con cloroformo (T2) 55+ 51 at 10+31a
Quimico con n-Hexano (T3) 65 + 49 bt 10+ 31a
Mecanico con pafiuelo (T4) 100 + 0 d! 50+51c
Mecanico mas cloroformo (T5) 90 +31¢t 40+50D
Mecanico mas n-Hexano (T6) 55+51a 55+51c

Letras diferentes en sentido vertical evidencian diferencias significativas (p<0,05), test de Kruskal-

Wallis.

‘Evidencian diferencias significativas (5%) entre las variedades para un mismo tratamiento de

extraccion.

Cuadro 5. Resultados del ensayo de partidura in vitro para las variedades Rainier y

Regina a las 12 horas, expresados en porcentaje de fruta partida.

Tratamientos de extraccion de cera Rainier Regina
(%) (%)

Testigo (T1) 100 + 0 d* 70+47¢
Quimico con cloroformo (T2) 65 + 49 b? 15+37a
Quimico con n-Hexano (T3) 75 + 44 ¢t 10+31a
Mecanico con pafiuelo (T4) 100 + 0 d! 75+44c¢
Mecénico mas cloroformo (T5) 95 + 22 d* 55+51b
Mecanico mas n-Hexano (T6) 55+51a 60+50b

Letras diferentes en sentido vertical evidencian diferencias significativas (p<0,05), test de Kruskal-

Wallis.

Evidencian diferencias significativas (5%) entre las variedades para un mismo tratamiento de

extraccion
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Apéndice I11. Variacion de peso en ensayo de partidura in vitro.
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Figura 1. Variacion de peso en ensayo de partidura in vitro en tratamiento testigo para
las variedades Regina y Rainier.
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Figura 2. Variacion de peso en ensayo de partidura in vitro en tratamiento de extraccion
de cera quimica con cloroformo para las variedades Regina y Rainier.
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Figura 3. Variacion de peso en ensayo de partidura in vitro en tratamiento de extraccion
de cera quimica con hexano para las variedades Regina y Rainier.
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Figura 4. Variacion de peso en ensayo de partidura in vitro en tratamiento de extraccion
de cera mecénico con pafiuelo para las variedades Regina y Rainier.
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Figura 5. Variacion de peso en ensayo de partidura in vitro en tratamiento de extraccion
de cera mecénico combinado con cloroformo para las variedades Regina y Rainier.
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Figura 6. Variacion de peso en ensayo de partidura in vitro en tratamiento de extraccion
de cera mecanico combinado con hexano para las variedades Regina y Rainier.
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