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ESTA ALTERACION FISIOLOGICA SE SUELE PRODUCIR TRAS LA RECOLECCION Y PRODUCE PERDIDAS ECONOMICAS

Avances en el control
del bitter pit en manzano

En este trabajo se realiza una sucinta recopilacion de los
ultimos avances en la investigacion aplicada al contol del
bitter pit en la Estacion Experimental de Aula Dei (EEAD-

Jesus Val®, Alvaro Blanco®
y Victoria Fernandez?

" Estacion Experimental de Aula Dei (EEAD-CSIC). @ Escuela de
Ingenieria Técnica Forestal, Universidad Politécnica de Madrid.

| pardeamiento de los tejidos vege-
tales es una manifestacién de da-
fios mecanicos, ciertas alteraciones
fisiol6gicas, senescencia y reaccio-
nes de hipersensibilidad que inducen los mi-
croorganismos patogénicos. En general se
cree que el proceso de pardeamiento se pro-
duce a causa de la pérdida de compartimen-
tacion celular que provoca la oxidacion de los
compuestos fendlicos por parte de la polife-
noloxidasa, dando como resultado una poli-
merizacion de pigmentos similares a la mela-
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nina (Vaughn and Duke, 1984). Las altera-
ciones fisioldgicas de los frutos relacionadas
con calcio inducen la degradacion de la pul-
pa del fruto en zonas amarronadas corcho-
sas, que en el caso de la manzana da lugar a
distintas alteraciones fisioldgicas entre las
que destaca la denominada como bitter pit.

El bitter pit ha sido tradicionalmente rela-
cionado con la deficiencia de calcio en fruto
(Ferguson and Watkins, 1989). Los sintomas
se manifiestan generalmente tras la recolec-
cioén, durante la etapa de conservacion en frio,
lo que produce importantes pérdidas econd-
micas ya que los frutos afectados deben ser
desechados manualmente y la produccién no
puede destinarse directamente a su consumo
en fresco. Numerosos trabajos han demostra-
do la importancia de una correcta nutricion

CSIC). Se describen nuevas formulaciones y estiategias de
aplicacion foliar con calcio, un método fisico postcosecha
y el método de tincion selectiva de calcio en fruto.

calcica para obtener producciones horticolas
de calidad (Neilsen y Neilsen, 2003). Ademas,
se han descrito numerosas alteraciones fisio-
l6gicas en distintas especies hortofruticolas re-
lacionadas con desequilibrios en la nutricion
célcica que se manifiestan en los dérganos de
almacenamiento (Shear, 1975).

Recientes estudios han demostrado que
los tejidos acorchados de bitter pit, contie-
nen concentraciones mas altas de calcio,
magnesio y potasio que los tejidos sanos. Asi
mismo, estos tejidos tienen mayor actividad
polifenoloxidasa y menor concentracion de
carbohidratos (Val, 2003, Val et al., 2010).
Con respecto al perfil de proteinas de los te-
jidos del afectados por bitter pit, ademas de
otras, se ha descrito la aparicion de una nue-
va proteina en la region de 18 kDa, que tam-
bién aparece en los tejidos oxidados de los
frutos con lesiones mecanicas o atacados
por patégenos (Val et al., 2006).

Se han propuesto distintas hipétesis
que relacionan la alteracién en el homeos-
tato de calcio con la induccién de manchas
corchosas en el fruto (por ejemplo, altera-
ciones en la concentracion de giberelinas
y/0 acido abscisico) (Saure, 2005, Fergu-
son y Watkins, 1989). Sin embargo, tras
mas de cincuenta afios de experimentacion,
todavia no ha sido posible establecer estra-
tegias practicas de tratamiento que permi-
tan con certeza prevenir o controlar la apa-
ricién de calciopatias.

Tratamientos
foliares de calcio

Debido a la limitada capacidad de los fru-
tos para captar el calcio por via radicular, el bit-
ter pit y otras alteraciones similares del fruto



FIGURA 1.

Porcentaje de afeccion por bitter pit en distintas fechas post-recoleccion
de los frutos tratados durante la estacion de cultivo con distintas formulaciones de
calcio (adaptado de Blanco et al., 2010).
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La adicion de aditivos alimentarios a las soluciones de calcio,
que conferian propiedades de adherencia y prolongaban el
mantenimiento de la humedad en la superficie del fruto, fue
la clave para obtener una mejor absorcion del calcio en el
fruto y una reduccion de la tasa de bitter pit

CUADRO I.

Pardmetros de calidad de la fruta en la recoleccion y tras cuatro meses de almacenamiento en
frio. Manzanas sometidas a un pretratamiento de diez dias a bajo 0: (LOT), o directamente
almacenadas en frio normal (ST).

Post-recoleccion
Valores medios | 68,5207 | 143+0,1 | 55+0,2 | 73,003 [ -11,6:0,4 | 41,4202
Después de 4 meses de almacenamiento en frio

Lot 53,0+0,5 141+0,1 5,0+0,1 75,6+0,2 -3,8+0,2 47,6+0,1
ST 43,1£0,7 12,2+0,1 3,7+0,1 72,7+0,4 1,805 47,70 4
Significacion 000 000 000 000 000 NS

NS: no significativo; eee: significativo a p< 0,005 / Los datos son medios + SE. / SST, s6lidos solubles totales; AV, acidez valorable.

se han intentado controlar en campo median-
te la aplicacion de aspersiones foliares de cal-
cio. En manzano, la bibliografia que describe
los principios activos de calcio mas utilizados,
programas Y estrategias de aplicacion de trata-
mientos, es muy abundante (Blanco et al.,
2010). Sin embargo, en términos de calidad

de fruto y reduccién de la incidencia de bitter
pit en los cultivos, los resultados publicados
por los distintos autores no siempre son con-
sistentes. En nuestro caso, tras un estudio de
tres afios en las variedades Smoothee Golden
Delicious y Fuji, en el que se ensayaron distin-
tas estrategias de aplicacion a lo largo de la

estacion del cultivo y en el que la concentra-
cién aplicada de calcio fue tan alta que llegd a
producir efectos fitotdxicos, concluimos que a
pesar de haber obtenido un aumento signifi-
cativo solo en la piel de los frutos tratados, la
efectividad de estos tratamientos para prevenir
el bitter pit era todavia muy escasa (Val et al.,
2008). En este mismo trabajo se concluyé que
la adicion de aditivos a la solucion de asper-
sién podria ser la clave para aumentar la efica-
cia de los tratamientos de calcio evitando los
efectos fitotoxicos. En este sentido se prosiguid
la investigacion en manzano y también en me-
locotonero tardio de Calanda. La adicion de
aditivos alimentarios a las soluciones de cal-
cio (figura 1), que conferian propiedades de
adherencia y prolongaban el mantenimiento de
la humedad en la superficie del fruto, fue la
clave para obtener una mejor absorcion del
calcio en el fruto y una reduccion de la tasa de
bitter pit (Blanco et al. 2010).

Tratamientos
fisicos postcosecha

A pesar de la implicacién del calcio en la
aparicion de fisiopatias, en el caso de la
manzana, se han desarrollado estrategias al-
ternativas que no estan fundamentadas en
la aplicacion de calcio al fruto por via foliar.
La investigadora israeli Edna Pesis (Pesis et
al., 2007), trabajando con la variedad Granny
Smith, descubrié que aplicando en postco-
secha un pretratamiento de bajo oxigeno y
temperatura de 20°C, conseguia una consi-
derable reduccién de escaldado. El grupo de
investigacion Nutricion de Cultivos Frutales
de la EEAD-CSIC aplicé esta metodologia a
manzanas Golden Reinders con el fin de ve-
rificar su efecto sobre la incidencia de bitter
pit (cuadro 1y figura 2). En efecto, se com-
probé que manteniendo las manzanas en
una atmdsfera de bajo oxigeno a temperatu-
ra de 20°C durante diez dias, se consiguie-
ron reducciones significativas en el porcen-
taje de frutos afectados por bitter pit (Val et
al., 2010). Ademas, éste no fue el tnico efec-
to observado; tras cuatro meses de conser-
vacion en frio convencional, los frutos trata-
dos con bajo oxigeno mostraron valores de
firmeza mas altos que los testigos a la vez
que su coloracién fue mas brillante y amari-
lla y mas alto su contenido en sélidos solu-
bles (foto 1). De estos datos puede dedu-
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Foto 1. Apariencia externa de manzanas tras cuatro meses de almacenamiento en frio. Los frutos fueron previamente
tratados en bajo 02, 20 °C durante 10 dias (derecha) o directamente almacenados en frio convencional (izquierda).

cirse que el pretratamiento a 20°C y bajo
oxigeno confirié a los frutos tratados unas ca-
racteristicas organolépticas y de calidad ex-
cepcionales.

Tincion selectiva de
calcio en frutos carnosos

Otra de las aportaciones del Grupo de
Investigacion al estudio de la distribucion

del calcio en el fruto, de especial impor-
tancia para el diagndstico e investigacion
de las calciopatias, ha consistido en el
desarrollo de un método patentado en
2003 (Val, 2003) y publicado en 2008
(Val et al., 2008), que permite evaluar de
forma visual tanto el calcio soluble como
el insoluble en secciones de fruto (foto
2). Ademas, esta técnica puede aplicarse
facilmente con fines histolégicos.
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Foto 2. Ejemplo de tincion especifica de calcio en secciones de fruto sano (izquierda) y afectado por bitter pit (derecha). En
la parte superior se aprecia la huella de calcio soluble transferida a un soporte de papel.
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FIGURA 2.

Incidencia de bitter pit durante el
periodo de almacenamiento en frio de
manzanas Golden Reinders. Los frutos
fueron previamente tratados en bajo
0:y 20°C (LOT) durante 10 dias (final
del tratamiento indicado por la flecha)
o directamente almacenados en frio
normal (ST).
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Dias de recoleccion

Consideraciones finales

En los (ltimos afios, los trabajo del grupo
de investigacion Nutricién de Cultivos Frutales
de la EEAD-CSIC, han profundizado en la hipé-
tesis de que el incremento de la nutricién cal-
cica en el fruto puede permitir mejorar la cali-
dad del mismo y aliviar la incidencia de calcio-
patias. Por este motivo se han disefiado nuevos
tratamientos tendentes a optimizar la eficiencia
de las formulaciones de fertilizantes foliares
que permiten mejorar la captacion de calcio
por el fruto a la vez que se deberian evitan los
efectos fitotoxicos que se han observado en
distintas especies al aplicar concentraciones
altas de Ca (>250 mM) (Val et al., 2008, Val y
Fernandez, 2011). Esto es especialmente im-
portante en el contexto de nuestras condicio-
nes agroclimaticas de veranos secos y calidos
que no favorecen la persistencia de las solu-
ciones de calcio aplicadas por via foliar en con-
tacto con la piel del fruto. Debe tenerse pre-
sente que el calcio solo puede penetrar en el
fruto si se encuentra en forma idnica en una
solucidn acuosa. Las formulaciones foliares de-
ben contener agentes que permitan la adhe-
sién a la superficie del fruto y, a la vez, que
mantengan el calcio en solucién el mayor tiem-
po posible. Esta es la razon por la que se han
diseiiado nuevas formulaciones con agentes
tensoactivos que disminuyen la tension super-
ficial y permiten la distribucion de la solucién



Bibliografia w

» Blanco,A., Fernandez, V., y Val, J. (2010). Improving the performance of calcium-containing spray formulations to limit the incidence of bitter pit in apple (Malus x domes-
tica Borkh.). ScientiaHorticulturae, 127(1), 23-28.

» Ferguson, |. B. and C. B. Watkins (1989).Bitter Pit in Apple Fruit. Horticultural Reviews, John Wiley & Sons, Inc.: 289-355.

» Fernandez, V., Khayet, M., Montero-Prado, P, Heredia-Guerrero, J. A., Liakopoulos, G., Karabourniotis, G. y Heredia, A. (2011). New Insights into the Properties of Pubescent
Surfaces: Peach Fruit as a Model. Plant Physiology, 156(4), 2098-2108.

» Neilsen, G.H. yNeilsen, D. (2003).Nutritional requirements of apple. In: Ferree D.C. and Warrington 1.J. (eds), Apples:Botany, Production and Uses. Wallington: CABI Publis-
hing.pp. 267-302.

D Pesis, E., Ebeler, S. y Mitcham, E.(2007) Post-harvest low oxygen pretreatment prevented superficial scald and bitter pit symptoms in ‘Granny Smith’ apples. HortScience
42:882-883.

» Pesis, E., Ben-Arig, R., Feygenberg, 0., Lichter, A., Gadiyeva, O., Antilofyey, ., yUryupina, T. (2007).A simple pretreatment with low 02 to alleviate superficial scald in Granny

Smith apples.Journal of the Science of Food and Agriculture, 87(10), 1836-1844

Saure, M. C. (2005). Calcium translocation to fleshy fruit: its mechanism and endogenous control. ScientiaHorticulturae105 (1): 65-89.

Val, J. (2003) Avances recientes en la investigacion del bitter pit. Vida Rural 165:42-44.

Val, J. (2003) "Procedimiento visual de la distribucion de calcio en secciones de fruto”. Patente Espafiola. N° 009902672

Val, J., y Fernandez, V. (2011). In-season calcium-spray formulations improve calcium balance and fruit quality traits of peach. Journal of Plant Nutrition and Soil Science,

174(3), 465-472.

» Val,J.,, Gracia, M. A., Monge, E., y Blanco, A. (2008). Visual Detection of Calcium by GBHA Staining in Bitter Pit-affected Apples. Food Science and Technology International,
14(4),315-319.

» Val,J., Gracia, M.A., Blanco, A., Monge, E. y Pérez, M. (2006). PolypeptidePattern of Apple Tissues Affected by Calcium-related Physiopathologies. Food Science and Tech-
nology International 12(5): 417-421.

» Val,J., Monge, E., Risco, D., y Blanco, A. (2008). Effect of Pre-Harvest Calcium Sprays on Calcium Concentrations in the Skin and Flesh of Apples.Journal of Plant Nutrition,
31(11), 1889-1905.

» Val,J., Ferndndez, V., Lopez, P, Peird, .M., y Blanco, A. (2010). Low oxygen treatment prior to cold storage decreases the incidence of bitter pit in ‘Golden Reinders’ apples.
Journal of the Science of Food and Agriculture 90(3): 536-540.

» Vaughn, K. C.y S. 0. Duke (1984). "Function of polyphenol oxidase in higher plants." PhysiologiaPlantarum60(1): 106-112.

en la superficie del fruto. Sin embargo, este requisito no es suficien-
te para garantizar la efectividad de la formulacién, ya que si la formu-
lacién no contuviese un agente adhesivo, la solucion de calcio se li-
Xiviaria por gravedad, lo que es especialmente importante en la super-
ficie de los frutos: ricas en ceras, lipidos y otros compuestos
hidrofébicos (Fernandez et al., 2011). Ademas, también se han intro-
ducido agentes gelificantes con alto potencial higroscépico con el
propdsito de evitar la desecacion de la solucion de aspersion, que se
produce en la superficie del fruto, de forma practicamente inmedia-
ta en los microclimas secos y con alta temperatura ambiental.

Por otra parte, se ha abierto una nueva linea de investigacion
que permite, de forma efectiva, controlar la incidencia de bitter pit en
manzana y mejorar la calidad postcosecha del fruto, utilizando, du-
rante un corto periodo de tiempo, tratamientos fisicos como una at-
moésfera modificada de muy bajo oxigeno y temperaturas de 20°C
tras la recoleccion.

Finalmente, se ha desarrollado el uso del método de tincion es-
pecifica de calcio, protegido por patente, que puede aplicarse al es-
tudio macroscépico de tejidos de fruto u otros rganos vegetales y
también es de gran utilidad en histologia. Esta técnica es una herra-
mienta muy Gtil para la investigacion de las alteraciones de calcio en
material vegetal. ®
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