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INTRODUCCIO GENERAL

1.- ANALISI DEL SECTOR DE LA FRUITA DOLGA

En els ultims anys, la produccié de fruita dolca, especialment poma i pera, s’ha incrementat
considerablement. L’'excedent creat en el sector i el fet d’haver de competir amb la resta de
paisos de la UE, grans productors i exportadors de fruita, en fan dificil la comercialitzacio.

Aixi, doncs, per ser competitius en el mercat europeu, cal desviar els esforcos cap al factor
qualitat en detriment de la quantitat.

En els proxims anys, les pautes de produccié i comercialitzacié incidiran molt en la bona
presentacio de la fruita i en la seva preséncia continuada en els mercats. L’existéncia d’una
amplia xarxa d’instal-lacions frigorifiques permet conservar la fruita i comercialitzar-la
escalonadament al llarg de tot I'any; i enllagar practicament una campanya amb la seglent.
Actualment, la capacitat frigorifica total de Lleida és d’'uns 2.400.000 m® (Garcia de Otazo,
1996).

Pel que fa al cultiu mundial del perer, la UE, amb un 26% de la produccié global i amb una
superficie de 143.000 ha, ocupa el segon lloc després de la Xina. Els principals paisos
productors sén Italia (44% de la produccid), Espanya (21%) i Franca (13%) (Iglesias, 1998).
A I'Estat Espanyol es van produir durant la campanya del 2000, 665.000 tones de pera.
Catalunya, i més concretament, la zona fructicola de Lleida, son les principals zones
productores, amb més del 50% de la produccié total (MAPA, 2000). La perera és actualment
I'espécie més important a les comarques de Lleida, amb una superficie de 19.029 ha (any
2000) i amb una produccié de 331.302 tones I'any 2001 (DARP, 2001). Pel que fa a la
distribucio de varietats, la que ocupa el primer lloc al nostre pais, tant en volum de produccio
com en superficie de conreu, és la Blanquilla, seguida molt de prop per la Conference.

La pera Blanquilla ocupa el cinqué lloc a la UE: només un 8% de la produccié europea és
d’aquesta varietat. L’Estat Espanyol n’és practicament I'inic productor (Iglesias, 1998). La
seva qualitat organoléptica, el seu rendiment unitari i el fet que tingui una marcada preséncia
quantitativa en la conservacio frigorifica, fan d’aquesta varietat una de les més apreciades
(expressid que sovint no implica que hagi de ser una de les meés cotitzades). A més, hi ha
molta exportacié d’aquesta varietat a causa de la precocitat de les seves produccions
respecte a la d’altres paisos europeus. També hem de dir que es veu sotmesa a un procés
d’arrancada de plantacions velles, que en I'actualitat no es renoven amb el mateix ritme.

En definitiva, per tal d’assegurar la rendibilitat d’aquesta varietat en el nou marc del comerg
global, cal millorar la qualitat del producte, millora que passa per I'eliminacié i/o disminuci6
de les pérdues derivades del procés de frigoconservacio, tan elevades en aquesta varietat.
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2.- LA PERA BLANQUILLA | LA SEVA FRIGOCONSERVACIO

2.1.- Caracteritzacio varietal

Aquesta varietat, denominada Blanquilla, Blanqueta, De Agua, i majoritariament Blanca de
Aranjuez, prové d'una seleccié dins d'una poblacié de “Agua de Aranjuez” realitzada a
I'Estacié Experimental d'Aula Dei (Saragossa).

El fruit és de calibre petit, amb un pes mitja de 120 a 130 g. La seva forma tipica és piriforme
i a vegades ovoidal. Els fruits partenocarpics soén de tipus piriforme allargat, forma que sovint
s'identifica erroniament amb l'originaria de la varietat. L’epidermis, de color verd, és llisa i
fina. La polpa és blanca i fina, perd a la vora del cor la textura és lleugerament granulosa.

Es una de les varietats de fruita dolga amb millors qualitats organoléptiques: en el seu grau
de maduresa Optima té una exquisida fragancia i molt bon gust. Aquesta excel-lent qualitat
solament s'aprecia quan s’aconsegueix la maduresa organoléptica adequada, fet que no
sempre passa, ja que, com veurem, €s una varietat que es veu sotmesa a un forta
especulacio: el fet de ser objecte de conservacions molt llargues obliga a recol-lectar el fruit
quan aquest és encara massa verd.

Botanicament, la seva floracié, que s’inicia durant la segona quinzena de marg i la primera
d'abril, és, per regla general, abundant; per a obtenir una produccié abundant i de qualitat
és necessaria la polinitzacié creuada. Es forca sensible a les gelades primaverals, fet que
comporta l'aplicacié d’acid giberelic, amb la consequient obtenci6é de fruits partenocarpics.
Madura entre uns 140 i 150 dies després de plena floracid, a la zona de Saragossa (Carrera,
1986) i la seva recol-leccio vindra determinada en funcié de la finalitat dltima del producte.

2.2.- La maduracio del fruit

La maduracié és un procés natural, forca complex, que millora les caracteristiques dels
fruits. El principal objectiu de les baixes temperatures de conservacio i de l'aplicacié de
'atmosfera controlada (AC) és disminuir la maduracié i la senescéncia del fruit i, en
consequeéncia, allargar-ne la vida util, tot mantenint els seus atributs de qualitat.

Alguns fruits, com sén les pomes, les peres, els préssecs, els tomaquets i altres, presenten
un important augment de I'activitat respiratoria durant la maduracié i sén capagos de produir
etileé (C,H,4) com a resposta a baixes concentracions d’aquest. Aquest fenomen rep el nom
de climateri (Recasens, 1986). Els fruits climatérics a nivells baixos d’etilé (alguns cops de
'ordre de 0,1 ppm) poden induir la maduracidé, com a conseqiéncia del procés autocatalitic
de l'etile. Com a resposta a l'etile, els fruits passen d’'un estadi preclimatéric al climateri
propiament dit, augmenten la taxa respiratoria i comencen a tenir lloc els diferents processos
relacionats amb la maduracid. En canvi, en els fruits no climatérics com la taronja, el llimé, la
maduixa, la pinya, la cirera i altres, la produccio de I'etilé és petita i no es dona el procés
autocatalitic.

L'etile és sintetitzat a partir de I'aminoacid metionina a partir del qual es forma l'acid 1-
aminociclopropé-1-carboxilic (ACC), que és lintermediari d’aquesta hormona (Lieberman,

4.



INTRODUCCIO GENERAL

1979). Per la seva sintesi es requereix O,, i no es forma sota condicions d’andxia. A més,
l'addici6 de CO, en l'atmosfera de conservacié facilita no solament la inhibicid de la
respiracié sind també la disminucié de la produccié d’etilé i consequientment frena o alenteix
la maduracié. Aixo és degut al fet que el CO, i I'etilé competeixen pel mateix lloc d’unié de
I'etilé (Burg i Burg, 1969). En peres, la produccié d’etile és inhibida per una pressio entre 5 i
20 KPa de CO,. Malgrat tot, De Wild et al. (1999) van mostrar que en peres tractades amb
1-metilcicloprope (MCP, compost que bloqueja els efectes de I'etile, probablement pel fet
que competeix pels llocs d’'unié amb l'etile), el CO, també tenia un efecte d’inhibicié en la
produccié d’etilé. Aixd suggereix que la inhibicid del CO, per la produccié de l'etilé no
solament té lloc a nivell de la unié amb el receptor.

En definitiva, una baixa concentracié d’'O, i un alt nivell de CO, inhibeixen la maduracié i la
produccié detile. En aquelles espécies on la taxa de produccido d’etilé és elevada,
'avantatge principal de I'AC és l'efecte sobre I'accié mateixa de I'etile. En canvi, en els
cultivars amb una taxa de produccié d’etilé baixa, 'AC actua inhibint-ne la produccié i la seva
accio.

En la pera Blanquilla, el grau de maduresa del fruit en el moment de la recol-leccié és un
factor clau, ja que en ser una varietat d'estiu que sovint aconsegueix els millors preus durant
els mesos de marg i abril (alguns anys també els pitjors), ens veiem obligats a periodes de
conservacio de l'ordre d'uns 9 mesos. Com a referéncia, podem citar que es pot conservar
en fred normal fins al desembre i en atmosfera controlada (AC) fins al mes de juny. Ara bé,
per a aconseguir aquests objectius és necessaria una recol-leccié primerenca, perd en
aquest cas el desenvolupament del climateri no es realitza plenament, cosa que doéna lloc a
fruits sense aroma i/o gust i de textura seca, i provoca que hi hagi risc d'escaldat comu i que
sovint sigui necessaria una postmaduracio; amb la qual cosa, la pera deixaria d'interessar al
consumidor. D’altra banda, una recol-leccié tardana suposaria un increment en el risc de
determinades fisiopaties com la descomposicio interna i/o el cor marré (Carrera, 1986; De la
Plaza, 1986a i 1986b; Herrero, 1987), a la vegada que s'escurcaria el temps de conservacio.
D’aix0 es desprén que determinar el moment de la recol-leccié és de vital importancia,
sobretot ara que es consolida l'interés que alguns paisos comunitaris com ara ltalia han
demostrat per aquesta varietat.

2.3.- La conservacio en atmosfera controlada

En un primer moment, la utilitzaci6 de 'AC com una alternativa a la frigoconservacié
convencional es va caracteritzar per un increment en el nivell de CO, i va ser utilitzada
comercialment per primera vegada en pomes a Anglaterra I'any 1929 (Thevenot, 1979). A
partir d’aquestes primeres aplicacions en els anys 30 i 40, la tecnologia va anar evolucionant
fins a l'aparicié dels analitzadors de gasos paramagnétics i per infrarojos, que van permetre
el gran desenvolupament industrial a finals dels anys 60 de 'AC com a nova tecnologia de
frigoconservacio.

El principi de funcionament de ’'AC en cambres frigorifiques de conservacié de fruita es basa
en la modificacié de cadascun dels components gasosos de I'atmosfera: 'oxigen es redueix
d'un 21% a un 1-3%, el dioxid de carboni augmenta d’un 0,03% a un 0,5-5%; la part restant
és de nitrogen. D’entre les noves aplicacions tecnoldgiques de qué ha estat objecte aquesta
atmosfera, la que ha tingut una major repercussio, a partir dels anys 80, és 'AC amb baixos
nivells d’'O, Segons el nivell d’O, present a la cambra, podem parlar de I'atmosfera
anomenada LO (Low Oxygen), que té un nivell 'O, entre I'1,9 i I'1,4%; i de I'atmosfera ULO
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(Ultra Low Oxygen), amb un valor entre I'1,3 i el 0,9% (Recasens, 1997). La concentracio de
CO, ha de mantenir-se baixa, malgrat que per alguns autors poden aconseguir-se valors fins
i tot del 3% (Graell, 1995). Ara bé, aquests valors s’han d’agafar solament com a referéncia,
ja que variaran d’uns fruits als altres en funcié del grau de tolerancia per a cada espécie i
varietat.

Les espécies de fruita dolga que s’adapten millor a una mitja o llarga conservacié frigorifica
son principalment les pomes, les peres i, en menor grau, altres tipus de fruits com sén els
préssecs, les cireres, els albercocs, etc.

La finalitat ultima de I'AC és allargar el periode de conservacio del fruit i aixd s’aconsegueix
retardant els diversos processos catabolics que condueixen a la senescéencia. Aquest retard,
alhora s’aconsegueix gracies a 'accié combinada de les baixes temperatures juntament amb
una disminucioé de 'O i/fo un augment del CO,,

Una de les majors consequiéncies de I'AC és la reduccio de la taxa de respiracié (Smock,
1979). EI CO, inhibeix la glucolisi i frena I'activitat d’enzims especifics del cicle de krebbs,
com ara la succinat deshidrogenasa (Kader, 1986). En canvi, I'accié de 'O, provoca la
pérdua d’efectivitat de les oxidases, concretament de la citocrom oxidasa (Woltering et al.,
1994). Nombrosos treballs han demostrat que I'accié combinada de 'O, i del CO, té un
efecte inhibidor en l'etilé (Bufler i Streif, 1986), malgrat que I'efecte de I'oxigen sembla molt
més important (Plich, 1987). L’atmosfera controlada, a més de disminuir la produccio d’etilé,
mantenir la fermesa i I'acidesa, i retenir els solids solubles, permet mantenir la qualitat
organoléptica del producte.

Malgrat tot, la conservacié a llarg termini, especialment a alts nivells de CO, pot portar a
lacumulacié d’acetaldehid i d’etanol. Aquests compostos sovint desenvolupen olors
desagradables, alteren el sabor del fruit i poden arribar fins i tot a causar la mort cel-lulari la
desorganitzacié de l'estructura del fruit. A més, un nivell massa alt de CO, també pot
conduir a algunes alteracions en el fruit com ara, en el cas de la nostra varietat, el cor marré
i la descomposicio interna o llocat (Ke i Rodriguez-Sinobas, 1991). Altres respostes dels
fruits en I'atmosfera controlada de baix O, i/o alt CO,, a més de la induccié de les vies
fermentatives (Ke et al., 1990), s6n I'acumulacié de succinat i/o d’alanina (Monning, 1983) i
la disminucié del pH i 'ATP (Lange i Kader 1997, Nanos i Kader 1993).

La pera Blanquilla és una varietat que sovint es conserva en AC, pero presenta el problema
de ser una de les varietats més sensibles al CO,. L’accié del CO, li pot provocar diferents
alteracions durant el procés de conservacié: la descomposicio interna o llocat i el cor marré.
Segons De la Plaza (1986a), per tal d’evitar aquests danys per CO,, no s’hauria de superar
una concentracioé del 2-3% d’aquest gas per un nivell del 3% d’oxigen, i si, a més, el grau de
maduresa a la collita ha superat I'0ptim, convenen fins i tot atmosferes exemptes d’aquest
gas. D’acord amb aix0, un dels altres reptes que se'ns presenten per fer de la Blanquilla una
varietat competitiva, és la millora de la seva qualitat via I'eliminaci6 i/o disminucié d’aquestes
alteracions. Malauradament, aquestes representen la principal font de pérdues durant el
procés de conservacid, amb un valor mig anual al voltant del 4% del total emmagatzemat
(Palazon, 1984; Herrero, 1995).
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3.- EL COR MARRO | EL LLOCAT

S’agrupen sota el terme d’alteracions fisioldgiques o fisiopaties (physiological disorders) un
conjunt d’anomalies en l'aspecte i en la qualitat organoléptica dels fruits que no sén degudes
a un organisme patogen. Els fruits més sensibles a patir fisiopaties en postcollita sén aquells
que tenen un periode de conservacié més perllongat, el qual sovint també esta associat a
unes condicions de conservacié més complexes. En el cas de pomes i peres s’han descrit
fins a 15 alteracions diferents (Murga i Palazén, 1984), en canvi, en fruita d’és amb un
periode de conservacio molt més curt, se n’han descrit només 6 o 7 (Snowdon, 1990).

La pera Blanquilla després del periode de frigoconservacié, tant en fred normal com en AC,
pot presentar dues fisiopaties molt tipiques com sén la descomposicié interna o llocat i el cor
marré. Aquestes dues, a més de ser les responsables de moltes de les peérdues
ocasionades en el periode postcollita, tenen el greu inconvenient que no s’aprecien
externament. Es a dir, un consumidor pot estar a punt de menjar una pera amb molt bona
aparenca exterior i pot trobar a linterior una d’aquestes dues fisiopaties, les quals,
evidentment fan que el fruit no sigui comestible.

3.1.- Terminologia

A vegades és dificil fer una determinaciéo exacta d’algunes fisiopaties: la terminologia
emprada i la descripcié dels seus simptomes poden crear, i creen, moltes confusions. A
més, quan parlem d’aquelles que tenen una problematica comu al cor marrd, existeix una
gran polémica i ambiguitat a 'hora de denominar-les.

El problema s’agreuja encara bastant més quan aquestes alteracions fan referéncia a la
varietat Blanquilla, ja que en tractar-se d’'una varietat local hem d’utilitzar la bibliografia
existent d’altres varietats de pera.

Com a termes generals que fan referéncia a una simptomatologia similar, tenim,
Brown heart = “cor marré”. Terme forca general que fa referéncia a una alteracié bastant
localitzada del cor sense referir-se de forma concreta a alteracions de la polpa (Fotografia

1). Aquest terme pot incloure els dos segtients:

e Core browning = ‘“enfosquiment del cor”. Enfosquiment de la zona del cor i
lleugerament de la polpa.

o Cavities = “cavitats”. Problema forca més especific que consisteix en l'aparicié de
cavernes en la zona del cor que, posteriorment, poden estendre’s a la polpa.
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Fotografia 1.- Exemple tipic de cor marré en la varietat Blanquilla. El cor marré és resultat d’alts
nivells de CO, en I'atmosfera de conservacio. A més, la sensibilitat s'incrementa quan les peres han
estat recol-lectades massa tard.

Internal breakdown = “descomposicié interna”. També apareix sota els noms de core
breakdown i internal browning. En catala es coneix com el llocat de les peres, i, més
concretament, com el llocat de la Blanquilla (Fotografia 2). Aquest és un problema més
especific que combina I'enfosquiment amb una descomposicié de caracter tova del cor i la

polpa.

A partir d’aquest punt, solament ens referirem al cor marré com a sindnim del brown heart
amb preséncia o no de cavitats a la polpa i, al llocat o descomposicié interna com a sindnim
del terme internal breakdown.

BLANGUILLA - SALIDA 1

CAMARA G CO
- DESCOMPOSICION INTERNA
E e LAk INDICE 4

15

Fotografia 2.- Exemple tipic de descomposicié interna o llocat en la varietat Blanquilla. La
descomposicié interna esta molt relacionada amb l'estat de maduresa a la collita.
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3.2.- Definicions i simptomatologia

La mateixa confusid, a la qual féeiem referéncia anteriorment, existeix també si revisem a la
bibliografia qué s’entén per cor marré segons els diferents autors. A més, una mateixa
alteracio fisiologica pot manifestar-se de forma molt diferent en funcid de I'espécie i de la
varietat en la qual es doni. Malgrat aix0, tots els autors estan d’acord que el cor marré és
una d’alteracid6 que en un grau normal de desenvolupament no presenta cap anomalia
externa sobre els fruits afectats, de manera que a simple vista es podria afirmar que el fruit
esta sa. Pel que fa a la simptomatologia interna del cor marré, aixi 'han descrita els
diferents autors;

- Per Herrero, 1982 i Herrero i Guardia, 1992: Es una alteracié tipica de peres. En les
primeres etapes de la seva aparicié pot observar-se un enfosquiment de color marré en
els teixits propers a les cavitats seminals, aixi com la preséncia d'un liquid dens i brillant
al voltant de les llavors. Posteriorment, la polpa propera al cor presenta un enfosquiment
general i, apareixen dins del fruit unes cavitats caracteristiques que poden arribar a
aconseguir una grandaria considerable. La polpa propera a aquestes cavernes adquireix
un aspecte sec i cotonos.

- Per Palazén, 1984: Aquesta alteracié s’inicia en la zona del cor amb petites zones
marronoses, que més tard s’estendran a tota la zona carpel-lar i a la polpa. Els teixits
afectats son secs, tenen una aspecte semblant al suro i hi ha sovint cavitats, que en
alguns casos poden arribar a fer-se de mida considerable perd sense arribar a afectar
mai la pell del fruit (Taula 1).

- Per De la Plaza, 1986b i 1989: El cor marr6 és un problema d’intoxicaci6 amb
desorganitzacio cel-lular que, en un principi, és de tipus humit amb lesions d’aspecte
cotonds. Posteriorment presenta un aspecte sec i cavitats distribuides, en general, en
forma radial, conseqiiéncia de la pérdua d’aigua dels teixits danyats i de la seva posterior
suberitzacio. Segons aquest autor, en alguns casos, pocs perd, es pot apreciar una
lleugera deformacié externa.

- Per Bondoux, 1994: Aquesta fisiopatia comenga amb un enfosquiment pericarpel-lar,
ferm i humit. Després, aquest enfosquiment pot estendre’s al parénquima cortical i, amb
la consequent pérdua d’aigua dels teixits danyats, es poden formar cavitats forca
extenses.

En el moment de definir la descomposicié interna o llocat els simptomes queden més clars,
almenys pel que fa referéncia a aquesta varietat.

- Per Herrero, 1982 i Herrero i Guardia, 1992: El percentatge d’area afectada és important.
Es caracteritza per la descomposicio de la polpa a partir del cor, la qual avanga com una
taca de color beix translucid. Es produeix també un remolliment general del fruit.

- Per Palazon, 1984 Es caracteritza per una descomposicio del mesocarpi de caracter tou
i humit, que es produeix a partir del cor amb un color marré translicid. Aquesta coloracié
marré pot estendre’s totalment o parcial a la polpa i arribar fins a la pell. S’identifica pel
fet que els teixits sdbn molt tous i aquosos, amb escasses o nul-les cavitats, que en tot
cas serien molt petites (Taula 1). El procés d’aquesta alteracié és molt rapid i fins i tot en
estat avancat es pot donar una decoloracié de I'epidermis del fruit.
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A continuacié es presenta una taula centrada en la pera Blanquilla que ens permetra
delimitar clarament I'abast de cadascuna d’aquestes dues alteracions, atenent-nos, és clar,
als simptomes visuals que s’hi poden observar.

Taula 1.- Diferencies entre la descomposicio interna o llocat i el cor marré de la pera Blanquilla.

DESCOMPOSICIO INTERNA COR MARRO

Textura Tova i aquosa Seca

Coloracié Marré Marré

Cavitats Escasses i petites (*) Frequents i grans

Zona afectada Cor i practicament tota la polpa  Cor i lleugerament la polpa
Rapidesa d’extensio Elevada Reduida

Font: I. Palazén, 1984. “Estudio de los problemas patolégicos de la conservacion de peras y
manzanas en la provincia de Zaragoza”. (*) La varietat Blanquilla no presenta cavitats.

Malgrat que els simptomes d’aquestes dues fisiopaties sén diferents o lleugerament
diferents en la varietat Blanquilla, quan els fem extensius a la resta de varietats de pera,
sembla que aquestes diferéncies no sén tan clares.

En linies generals, com hem vist, molts autors creuen que es tracta de dos desordres
diferents, malgrat que puguin ser ocasionats per causes molt similars. Rarament una pera
afectada per llocat presenta cavitats; i a l'inrevés, en les afectades per cor marré no es déna
la descomposicio tipica del llocat. Ara bé, el que no esta tan clara és la relacié entre
I'enfosquiment del cor, i/o parcialment de la polpa, i la preséncia de cavitats. De la Plaza
(1986b i 1989) i Bondoux (1994), suposen que hi ha una certa relacié entre I'enfosquiment i
la preséncia de cavitats. Per aquests dos autors, en un primer estadi es déna un
enfosquiment de la polpa de tipus humit, el qual, posteriorment i com a conseqiiéncia de la
pérdua d’aigua, pot donar lloc a la formacio de cavitats. Per Hall i Scott (1977), el cor marré
també comenga amb un enfosquiment de tipus humit que pot estendre’s a tota la polpa. Per
Pierson et al. (1971) aquesta simptomatologia interna freqlentment esta associada a
simptomes externs semblants a I'escaldat.

3.3.- Factors causants del cor marro i el llocat

Si, com hem vist, la determinacié exacta de les fisiopaties no és facil, el repte el tenim quan
volen saber quines son les causes que les provoquen. Sortosament, aquestes causes es
poden agrupar en quatre grans blocs: els factors precollita, 'estat de maduresa en el
moment de la recol-leccid, les condicions de conservacio i els accidents de manipulacié. Per
realitzar un bon diagnostic sempre és necessari conéixer bé les condicions de cultiu i de
conservacio de la fruita (Bondoux, 1994). Les alteracions fisioldgiques que apareixen en les
peres durant la conservacio frigorifica estan relacionades amb la interaccié de diversos
factors de camp (adobat, regs, estat de maduresa, etc.) i de cambra, fet pel qual és
extraordinariament dificil establir quina és la causa exacta que provoca la seva aparicio
(Garcia de Otazo, 1986). En el cas de les dues fisiopaties en estudi, ens centrarem en els
tres grups primers ja que, com se sap, aquestes dues alteracions no son pas degudes a
defectes de manipulacié.
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3.3.1.- Factors precollita

Les condicions de camp en les quals ha crescut i s’ha desenvolupat el fruit son d’extrema
importancia. Els factors climatologics, la nutricid i/o adobat, l'aportacié d’aigua, els
tractaments precollita i tots els aspectes relatius al cultiu condicionen la vida postcollita dels
fruits (Kays, 1999).

3.3.1.1.- La nutricié mineral

Com se sap, en el periode postcollita els fruits han de sobreviure a partir de les reserves que
han acumulat abans de la collita, les quals depenen de tots els factors i condicionants que
han intervingut en el creixement del fruit (Dilley, 2000). No sempre els factors més optims
per al creixement del fruit sén els millors per una bona conservacié (Watkings, 2000).

Fins al moment poc se sap sobre la influéncia que poden tenir els factors nutricionals en la
descomposici6 interna i el cor marro. La fertilitzacié nitrogenada pot ser un dels factors que
origina la preséncia de desordres fisiologics en peres, com els enfosquiments interns
(Gherghi et al., 1980). Concretament, peres de la varietat Conference fertilitzades amb alts
nivells de nitrogen presentaven al final del periode de conservacié una major incidéncia de
cor marrd (Lentheric et al., 1997). Una possible explicacio és la proposada per Taulavuori et
al. (1997), segons el qual, I'excés de nitrogen disponible en el sol pot causar deficiéncies de
magnesi i potassi en els teixits, les quals, al seu torn, poden incrementar I'estrés oxidatiu i,
en consequliéncia, els danys ocasionats per alteracions fisioldgiques.

No existeix una relacié directa entre alguns macronutrients com el K, Ca, Mg o P i el
desenvolupament del cor marré en peres Conference (Streif et al., 2001), perd aplicacions
de bor en precollita poden controlar l'alteracid, ja que redueixen la permeabilitat de les
membranes i augmenten el calci i 'ascorbat en els fruits tractats (Xuan et al., 2001). A més,
el bor pot protegir el sistema cel-lular de l'atac dels radicals lliures (Streif et al., 2001).
Aquesta teoria esta recolzada en el fet que aplicacions de bor han incrementat el contigut
d’acid ascorbic (Cakmak i Rémheld, 1997; Xuan et al., 2001). Estudis posteriors també van
demostrar que tractaments foliars amb bor en peres Conference feien disminuir la incidéncia
de cor marré durant la seva conservaciéo en AC (Xuan, 2001; Vilaplana, 2002). Segons la
bibliografia, I'aplicacid6 de bor augmenta I'assimilacié del calci per part de la planta i aixi
també es redueixen els desordres relacionats amb aquest element (Dixon et al., 1993). El
calci sembla ser un element important per una bona conservacio de la fruita (Bangerth,
1979), ja que té un paper primordial com a estabilitzador de les membranes cel-lulars i com
a activador de determinats enzims (Bush, 1995). Se sap també que el bor té efectes
especials en mantenir I'estructura i la integritat funcional de les membranes cel-lulars, i de la
paret cel-lular (Marschener, 1995). A més, aquest element pot millorar el sistema de defensa
cel-lular contra els radicals lliures (Cakmak i Rédmheld, 1997), els quals es poden originar
sota altes concentracions de CO, en I'emmagatzematge. No obstant, una excessiva
quantitat de bor pot incrementar la incidéncia del llocat (Marlow i Lescher, 1984). En un
estudi realitzat en peres Blanquilla, es va veure que el contingut mineral de les peres sanes
era lleugerament diferent al que presentaven les peres afectades per cor marré (Delhom,
1982). Aquest autor va trobar diferéncies significatives en els ratis de K/Mg, K/(Ca+Mg),
N+10, P+K.
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3.3.1.2.- Altres factors de camp

Com a altres factors importants cal esmentar les condicions de camp (Luton i Holland, 1986)
i les condicions climatiques (Kays, 1999), les quals durant el creixement sén definitives per
induir o prevenir I'aparicié d’alteracions durant el periode postcollita. En la nostra varietat,
climes frescos i plujosos en les dates properes a la recol-leccié afavoreixen la incidéncia de
cor marro (De la Plaza, 1986b). Hi ha una més alta incidencia de cor marré en els paisos de
pluges abundants, com ara Alemanya i Holanda, que no pas en els paisos de clima
mediterrani.

La preséncia de cor marrd i, més concretament, de cavitats en la varietat Conference esta
fortament relacionada amb la carrega de I'arbre (Roelofs i De Jager, 1997). Una baixa
produccié sembla estimular la incidéncia de cavitats. Segons Roelofs i De Jager (1997), la
posicié del fruit en I'arbre també afecta a la incidéncia d’aquest desordre. Aixi, fruits situats
en la part superior de I'arbre, perd no al cim, soén més susceptibles de presentar aquesta
alteracio.

En la varietat Blanquilla, s’ha vist que aplicacions amb acid giberelic GA3 (De la Plaza,
1986b) fan augmentar la susceptibilitat al cor marré. Pero per ara aquesta sembla ser més
una relaci6 indirecta que no pas una causa directa com a tal. Se sap que aplicacions amb
GA3 fan augmentar el calibre del fruit i redueixen o anullen el nombre de llavors i,
analogament al CO,, disminueixen la respiracio i modifiquen I'equilibri hormonal.

3.3.2.- El grau de maduresa a la collita

Esta ampliament reconegut que el grau de maduresa que tenen els fruits quan sén
recol-lectats afecta al desenvolupament de diversos desordres fisiologics. A diferéncia de
I'escaldat, el qual té lloc en fruits més immadurs (Anet, 1972), la incidéncia del llocat i del cor
marré augmenta significativament quan els fruits sén recol-lectats excessivament madurs
(Pierson et al., 1971). En la varietat Blanquilla, una maduresa fisioldgica avancada en el
moment de la collita aixi com una maduresa avancada del cor (mesurada mitjancant
I'acidesa) potencien el desenvolupament d’aquestes dues alteracions (De la Plaza, 1986b;
Herrero, 1982; Herrero i Guardia 1992; Palazén, 1984). El desenvolupament del llocat
s’accentuara encara més si aquesta varietat es destina a conservacié en fred normal
(Herrero, 1982). En canvi, quan la collita té lloc en un estat poc avancat de maduracié (6,4 a
7,3 kg de duresa amb punxo de 8mm), el fruit presenta una gran resisténcia a I'enfosquiment
intern (Carrera, 1986).

Malgrat que la relacié entre I'estat de maduresa a la collita i el desenvolupament d’aquestes
fisiopaties esta forca comprovat, es desconeixen encara les bases bioquimiques que el
regulen. Se sap que aquesta relacioé és bastant complexa i que té molt poc a veure amb els
canvis en els parametres de qualitat que tenen lloc durant la maduracié. El factor causal
sembla ser més d’origen bioquimic, i pot ser el resultat dels canvis que tenen lloc en el
metabolisme antioxidatiu quan els fruits han estat recol-lectats massa tard. Un increment en
la maduracié dels fruits va associat a un baix contingut d’antioxidants, com sén I'ascorbat i
el glutatié (Lentheric et al., 1999).

Quan parlem de recol-leccions tardanes no hem d’oblidar el concepte de senescéncia

prematura. Aquesta, en el cas de fruits climatérics, implica nivells massa elevats d’etilé ja en
el moment de la collita; alhora, implica alteracions que es manifesten en general com un
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reblaniment dels teixits, textura farinosa de la polpa i, sovint, enfosquiments interns. La
descomposicié interna o llocat (senescent breakdown) és, alhora, un exemple de
senesceéncia accelerada, freqlient en la varietat Blanquilla després de periodes de
conservacio prolongats en fred normal (Recasens, 2000). Una forma de minimitzar aquests
desordres és actuant sobre el propi mecanisme de la maduracio i evitar aixi la produccio
d’etilé (Brackmann i Waclawosky, 2000). Per aixd també és convenient refredar el fruit
immediatament després de la collita. Les atmosferes controlades o els xocs amb CO, sén
també eficagos per retardar I'aparicid de la senescéncia.

3.3.3.- Condicions de conservacio

Les propies condicions de conservacio son, en general, el principal desencadenant de les
alteracions: especialment, la temperatura i la concentracié dels gasos en I'atmosfera de
conservacio. Esta ampliament reconegut a la bibliografia que els sistemes de conservacio
condicionen en gran manera la vida postcollita del fruit.

3.3.3.1.- La temperatura

Com és ja molt conegut, la fruita un cop recol-lectada es colloca en fred perquée a
temperatures baixes el metabolisme s’alenteix i, amb ell, tots els processos de la maduracio
(Lara i Vendrell, 2000). S’ha de tenir en compte, pero, que cada fruit t& una temperatura
llindar per sota de la qual les alteracions del metabolisme soén irreversibles. Per exemple,
fruites de zones temperades que poden conservar-se fins a temperatures properes a 0 °C,
poden també presentar alteracions degudes al fred. En el desenvolupament d’aquestes
alteracions també hi intervenen factors com el temps d’exposicié a aquesta temperatura i la
humitat relativa de I'atmosfera de conservacié (Paull, 1999).

La pera blanquilla no és una varietat sensible al fred sind que suporta bé temperatures
properes i lleugerament inferiors a 0 °C. Les temperatures baixes es poden considerar com
un factor que accentua I'accio del factor causant o principal com pot ésser, per exemple, una
alta concentracié de CO,. Segons De la Plaza (1986a i 1986b), I'efecte combinat de baixes
temperatures i altes concentracions daquest gas son la causa principal del
desenvolupament del cor marré en la varietat Blanquilla.

3.3.3.2.- Nivell de CO, i d’O;

La concentracio dels gasos en les cambres de conservacié condicionen la vida del fruit i la
seva evolucié durant la maduracié. Baixos nivells d’O; i alts nivells de CO, alenteixen la
respiracid i la produccio d’etile, perd també poden afectar a altres processos fisiologics
associats amb la qualitat (Beaudry, 1999). En aquest cas poden apareixer algunes
fisiopaties relacionades o bé amb un metabolisme anaerobic, o bé amb els efectes que pot
tenir un alt nivell de CO, sobre les diferentes espécies i varietats (Mitcham et al., 1995;
Carrier 1995). El punt de compensacio anaerdbica varia segons cada espécie i varietat; fins i
tot, segons l'estat de maduresa del fruit. Per exemple, en peres verdes aquest agafa valors
del 1,6-1,7% d’O, mentre que, en peres madures els seus valors oscil'len entre el 2-5%
d’O, (Nardin, 1990).

Diversos treballs posen de manifest que un alt nivell de CO,, especialment si 'atmosfera és
pobra en O,, és el responsable de 'aparicié de cavitats i de I'enfosquiment de la polpa en
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varietats sensibles de poma i en la majoria de les varietats de pera (Recasens, 1997). En
varietats de pera com la Blanquilla i la Conference un nivell elevat de CO, pot provocar les
alteracions conegudes com el cor marré i la descomposicio interna, que es donen quan el
percentatge d’aquest gas en I'atmosfera supera el llindar de tolerancia del fruit (Recasens,
2000). Un alt nivell de CO, és el factor determinant del cor marrd, perd I'accié d’aquest es
veu forga agreujada per altres factors, com sén: recol-leccions tardanes, baixos nivells
d’oxigen, temperatures massa baixes... (De la Plaza, 1986b). En canvi, altes concentracions
de CO, en forma de xocs d’aquest gas, provoquen l'efecte contrari (Larrigaudiére et al.,
2000; Lentheric et al., 2003). Segons aquests autors, peres Conference sotmeses a xocs de
CO, d’una concentracié del 10% i del 15% d’aquest gas, presentaven una disminucio forga
significativa de la incidéncia de cor marré.

Per Kader (1992), la minima concentracié d’O, tolerada en peres és d’un 2% i la maxima de
CO, tolerada és també aproximadament d’'un 2%. Segons Hall i Scott (1977), per evitar la
descomposicio interna en cambres de fred normal, el nivell de CO, no hauria d’excedir I'1%.
En AC, els cultivars menys sensibles (Barlett, Bosc, Doyenne de Comice) poden superar
concentracions del 2%, mentre que les més sensibles, com la Blanquilla i la Conference,
solament toleren bé concentracions per sota de I'1%. Segons Herrero i Guardia (1992), el
cor marrd es produeix a causa d’'un excés de CO, en I'atmosfera de conservacio; i, més
concretament, I'enfosquiment intern té lloc quan en 100 g de polpa hi ha una concentracio
de 100 mg de CO,; en casos greus poden arribar a formar-se cavitats de grans dimensions.
El llocat també es veu agreujat considerablement per I'efecte d’'una alta concentracioé de CO,
(De la Plaza, 1986a); pero I'efecte desencadenant d’aquesta alteracio en fred normal és la
senescencia del fruit accelerada per una recol-leccié tardana (Herrero i Guardia, 1992).

3.3.3.3.- Altres factors d’interés

Un fruit a temperatura ambient produeix més CO, que un fruit fred. Aquest fet posa de
manifest la importancia de refredar de forma rapida el fruit per tal de reduir la respiracio i la
preséncia de desordres relacionats amb el CO, La incidéncia de cor marré i de llocat en
peres Conference després de la conservacié augmenta si els fruits no sén immediatament
refrigerats (Roelofs i De Jager, 1997). Segons aquests autors, si peres d’aquesta varietat
son refredades immediatament després d’haver-se recol-lectat i si, a més, es retarda
I'establiment de I'atmosfera controlada un periode minim de 3 a 4 setmanes, es minimitza
I'aparicié de cor marré. En peres Blanquilla, un periode més aviat curt entre la recol-leccio i
el comencament de la conservacio sense haver refrigerat els fruits, és un factor que
contribueix a l'accié del CO, i per tant augmenta la incidéncia de cor marré (De la Plaza,
1986b). La utilitzacié de la prerefrigeraci6 abans de l'entrada en cambra frena el
desenvolupament del llocat i del cor marré en la pera Blanquilla (Herrero i Guardia, 1992 ).

Altres factors també importants sén una adequada renovacio de l'aire i no sobrepassar la
densitat d’emmagatzematge en el cas de I'atmosfera normal. També es pensa, en la
interaccio entre el CO, i I'etilé intern com a possible causa del cor marrd; aixi, doncs,
eliminant l'etilé de la cambra es redueix considerablement la incidéncia d’aquest desordre
(Scott i Willis, 1974).
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4.- BIOQUIMICA DEL COR MARRO | DEL LLOCAT: HIPOTESIS DE
TREBALL

Es desconeixen encara les causes bioquimiques d’aquestes dues alteracions. Malgrat tot, hi
ha diversos autors que han proposat diferents hipotesis per tal d’explicar els metabolismes
que hi estan involucrats. A continuacio es presenten les hipotesis que poden tenir una major
rellevancia per ajudar a elucidar la bioquimica d’aquestes dues alteracions.

4.1.- Hipotesi I: El cor marré i el llocat com a consequéncia de
I’enfosquiment enzimatic i de I’accié de la PPO

Els fruits i els vegetals sovint pateixen enfosquiments interns i/o externs durant la seva
conservacio i processatge. En el cas dels fruits, aquest enfosquiment sempre és molt més
elevat en el cor que en la polpa. A més, I'enfosquiment de la polpa mai ha estat observat
sense un enfosquiment del cor; fet que suggereix que I'enfosquiment comenca al cor i
s’estén cap a la polpa (Larrigaudiére et al., 1998). Segons Porritt et al (1982), aquests
simptomes sén similars als que presenten els fruits afectats per descomposicié interna o per
cor marro.

L’enfosquiment enzimatic és degut principalment a I'oxidacié natural dels compostos fendlics
en quinones, les quals, un cop polimeritzades, donen lloc a pigments de color vermell6s-
marronds (Mathew i Parpia, 1971; Murata et al., 1995). El principal enzim implicat en
aquesta oxidacioé és la polifenoloxidasa, PPO (Mayer i Harel, 1979). La PPO és un enzim
que es troba als cloroplasts (Hutcheson i Buchanan, 1980), malgrat que en pomes també
s'ha trobat en els mitocondris (Nicolas et al., 1994; Mayer, 1987). En els teixits de les peres,
tres compostos fenolics representen més del 90% del contingut de fenols: I'acid chlorogénic,
el més abundant, I'(-)-epicatechin i la procianidina B2 (Amiot et al., 1995) i aquests estan
localitzats en els vacuols (Yamaki, 1984). Per tant, que el fruit sigui més o menys susceptible
d’enfosquir dependra de I'activitat de la PPO, del contingut de fenols, o bé d'ambdés (Goupy
et al., 1995). Perqué es pugui iniciar, pero, la reaccié de la PPO, cal que el substrat i 'enzim
estiguin en contacte, fet que, com sabem, no es déna inicialment.

La poca correlacié entre I'activitat de la PPO i la tendéncia a I'enfosquiment, ha estat bastant
documentada en diversos fruits (Amiot et al 1992; Cheng i Crisosto 1995) i aixd indica que
aquest enzim no és el factor limitant de I'enfosquiment enzimatic. Perd, la PPO es troba
principalment al cor dels fruits, que és la zona on I'enfosquiment és més intens (Murata et
al., 1995). Segons Larrigaudiére et al. (1998), [lactivitat de la PPO sembla no estar
implicada directament en el desenvolupament del cor marré i de la descomposicioé interna en
peres Conference. Fruits alterats per cor marré presentaven l'activitat de la PPO clarament
inhibida. En canvi, en el primer estadi de desenvolupament de la descomposici6 interna si
que s’observa un increment de I'activitat d’aquest enzim (Larrigaudiére et al., 1998). Aquesta
diferéncia mostra que els dos desordres probablement es deuen a processos fisioldgics
diferents, els quals estan encara per establir. Sembla ser que la PPO esta implicada en
l'ultim esglad del desenvolupament d'aquestes dues fisiopaties; per tant, I'enfosquiment
enzimatic és una consequeéncia indirecta dels dos desordres (Larrigaudiere et al., 1998).
Segons Veltman et al. (1999a), la reaccié s'inicia quan a causa de la desintegracié de les
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membranes entren en contacte la PPO i els fenols. Aixi doncs, la PPO i els fenols sén
importants per al desenvolupament del cor marré perd no soén limitants; una baixa activitat
de la PPO és suficient i a més els fenols sén prou abundants perqué la reaccié es pugui
portar a terme (Veltman et al., 1999a).

4.2.- Hipotesi Il: ElI cor marrd i el llocat com a consequiéncia del procés
fermentatiu

La disminucié de la concentracié d'oxigen en I'AC produeix un descens de la intensitat
respiratoria a causa de les pérdues d'efectivitat del sistema enzimatic. Aquesta disminucio6 té
un limit bioldgic, que senyala el pas de la respiracio aerobica a l'anaerdbica, amb la
consequent produccié final d'etanol (Figura 1). Aquesta ruta metabdlica s’anomena
fermentacio.

Piruvat /\ < / G-6-P
ATP ADP NADH NAD
_w €O » ACETALDEHID / » ETANOL
PDC ADH
FERMENTACIO
Acetil CoA

Etil acetat

Cicle Acids
Tricarboxilics
Cadena transport

d’electrons

H,O

RESPIRACIO

0,

Figura 1.- Representacié simplificada de la via fermentativa (en negreta) i de la respiracio aerobica
(cicle dels acids tricarboxilics o de krebbs i cadena de transport d’electrons). Enzims involucrats en la
fermentacié: PDC (Piruvat descarboxilasa) i ADH (Alcohol deshidrogenasa).

La reducci6 en la concentracié d'oxigen no és I'unic factor que condueix a la fermentacio.
Alltes concentracions de CO; i un avancat estat de maduresa també porten a la fermentacio
i consequentment a l'acumulacié d'acetaldehid i etanol, els quals produeixen una accio
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toxica en el fruit (Pesis et al., 1988; Ke et al., 1994). Segons Peppelenbos (1996), la
fermentacio també té lloc en alguns fruits sota condicions de normoxia.

Canvis en la fermentacié han estat associats amb I'enfosquiment dels teixits i amb la mort
cel-lular (Kader, 1986; Lidster et al., 1990). A més, altres autors (Pesis et al., 1988; Volz et
al., 1998) han trobat alts nivells d'acetaldehid i d’alcohol en fruits danyats. S’han considerat
sovint els metabolits de la fermentacid6 com la causa d'alguns desordres que apareixen
durant la conservacié (Peppelenbos i Odsterhaven, 1998). Perd, quin metabdlit juga un
paper més important en el possible desenvolupament dels desordres? A més a més, els
desordres son conseqliéncia de la disminucié energética que comporta el metabolisme
fermentatiu?

Per Kader (1986), hi ha una relacié directa entre la concentracié d'etanol i la incidéncia de
desordres. Perata i Alpi (1993) també fan referéncia als efectes toxics de I'etanol pero
solament a molt altes concentracions, les quals mai es troben en les plantes. Segons Pfister-
Sieber i Brandle (1994), la relacié directa entre la concentracié d'aquest compost i la
incidéncia de desordres no esta del tot clara. A més, quan els productes amb altes
concentracions d'etanol son exposats a altes concentracions de CO,, I'etanol pot ser
remetabolitzat, cosa que ddna lloc a altes concentracions d'acetaldehid (Nanos et al., 1992;
Mateos et al., 1993; Pfister-Sieber i Brandler, 1995). En canvi, I'acetaldehid ja es mostrava al
1928 com un compost més toxic que l'etanol (Peppepenbos i Odsterhaven, 1998). Perata i
Alpi (1991), entre altres autors, van reafirmar els efectes toxics que tenia I'acetaldehid en els
teixits de les plantes. Ara bé, no esta clar si aquest s'acumula en suficient quantitat per a
causar els esmentats danys (Jones 1989).

La fermentacié, a més de I'acumulacié dels compostos anteriorment esmentats, també
comporta una disminucié considerable en la produccié d’energia. Segons Pfister-Sieber i
Brandle (1994), els danys es produeixen quan es dona el metabolisme fermentatiu i sén
deguts basicament als canvis que es donen en el metabolisme energétic. Els desordres,
probablement, sén deguts a una baixa produccié d'energia (baixa produccié d'ATP i
acidificacio del pH), la qual no és suficient per a mantenir la funcionalitat de les cél-lules
(Peppelenbos i Odsterhaven, 1998). Saquet et al. (2000) han relacionat el cor marré amb els
nivells d'ATP i amb el rati ATP/ADP, i han demostrat, aixi, que els canvis d'energia actuen
precedint els factors que produiran els desordres.

En la varietat Blanquilla, la formacié d’etanol i acetaldehid, resultat del procés de fermentacié
que va lligat a la descomposicid dels teixits, esta directament relacionada amb la incidéncia
de la descomposici6 interna (Recasens, 2000). Una concentracié mitjana d’etanol superior a
150 ppm en el suc d’'una mostra de 30 peres, indica una predisposicid dels fruits a patir
I'alteracié en un curt espai de temps si s’allarga la conservacié (Ganau et al., 1999).

En canvi, en el desenvolupament del cor marrd, no sembla haver-hi una relacié directa entre
I'activitat enzimatica implicada en el procés de la fermentacio i I'aparicid d’aquesta fisiopatia
(Recasens et al., 1997). En peres de la varietat Anjou, s'ha trobat un increment en l'activitat
de la PDC, induida per una baixa concentraci6 d'oxigen (<1%), préviament a la manifestacio
dels desordres SBS (taques fosques a la pell) i PBC (cor marré i sucés); s’utilitza I'activitat
de la PDC com a indicador bioquimic d'aquests dos desordres (Chen 2000).
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4.3.- Hipotesi lll: El cor marré i el llocat com a consequéncia del procés
oxidatiu

4.3.1.- L’estrés oxidatiu

A nivell general, els fruits presenten una rapida resposta als canvis de les condicions
ambientals (Litchtenthaler, 1996). Per exemple, un estrés provocat per baixes temperatures
pot portar a 'acumulacié d'espécies actives de l'oxigen (AOS), tals com el Oy i el H,O,
(Prassad et al., 1994). Aquests compostos son particularment reactius i poden causar de
forma indiscriminada la peroxidacidé dels lipids de la membrana i la desnaturalitzacio de
proteines (Halliwell i Gutteridge 1989). Hi ha evidéencies que el radical superoxid (O, °) esta
implicat en reaccions que alteren la funcié de les membranes cel-lulars en flors (Mayak et al.,
1983) i té un paper important en el procés de maduracio del fruit (Lacan i Baccou, 1998).
Com a consequéncia, I'habilitat que tingui el fruit per a protegir-se i/o metabolitzar els
radicals lliures i les AOS, sera un element molt important que determinara la vida postcollita
del fruit.

4.3.2.- Les espécies actives de I'oxigen

Les espécies actives de I'oxigen (AOS, de l'anglés active oxygen species) sén metabolits
que participen en el creixement i desenvolupament de les cél-lules i, per tant, duen a terme
un paper molt important en el metabolisme cel-lular quan es produeixen de forma controlada.
Poden ésser produides per la llum, les altes temperatures, la invasié de patogens...; és a
dir, per qualsevol situacié d’estrés com pot ser la conservacié en AC. Les AOS sobn
intermediaris toxics que provenen de les degradacions successives de l'oxigen, tal com es
presenta en la figura 2.

02 +e _>02'- +e + 2HJr —> H202 +e + 1HJr —> ‘OH + HQO

e_
+
H+

2 H0

Figura 2.- Esquema de les successives reduccions de l'oxigen i formacio dels seus intermediaris
reactius (Salin, 1988).

Durant aquesta reaccié metabdlica es poden generar espécies amb electrons no aparellats
anomenades radicals lliures, com el radical superoxid (O™ ) i el radical hidroxil (OH™) o altres
espécies amb I'habilitat de captar electrons com el peroxid d'hidrogen (H,O,) (Scandalios,
1997). L'aparicié d'aquests radicals pot produir forca danys a les cél-lules, especialment a
les membranes i al material genétic. Les AOS so6n els principals mediadors dels danys
oxidatius en la senescéncia de les plantes (Azcon-Bieto i Taldn, 1993).
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El radical OH és un dels oxidants més potents que es coneix i també el més reactiu. Pot
reaccionar practicament amb tot tipus de molécules presents en els sistemes biologics, i pot
afectar a les membranes, on origina radicals lipidics per reaccid amb els acids grassos
insaturats. Aquests, a la vegada, inicien una série de reaccions de peroxidacié que
condueixen, d’'una banda, a la modificacid de la funcionalitat de les membranes, amb la
consequent alteracié del metabolisme cel-lular, i, d’'una altra, al col-lapse i la mort cel-lular
(Frank 1985; Halliwell i Gutteridge, 1989; Azcoén-Bieto i Talon, 1993). També poden
reaccionar amb les proteines, originar la inactivacioé d’alguns enzims i provocar mutacions en
I'’ADN (Frank 1985; Scandalios, 1997).

El radical OH", a diferéncia de I'anié superoxid i del peroxid d’hidrogen, s’escapa de I'accié
enzimatica, de manera que solament se’n pot previndre la formacié eliminant els metabolits
de l'oxigen precursors d’aquests radicals (Sandalio i del Rio, 1991). En aquesta acci6
protectora hi poden intervindre diferents compostos antioxidants que actuen com a
segrestadors dels radicals, sent d’especial importancia I'acid ascorbic i el glutatié (Sandalio
et al., 1988; del Rio et al., 1990).

L’anié superoxid (O,) és un radical poc reactiu perd molt agressiu bioldgicament; és capacg
de recorrer grans distancies dins la ceél-lula, fins al punt de poder arribar a travessar les
membranes cel-lulars (Sandalio et al., 1988). La seva toxicitat, malgrat que en un principi es
pensava que era altament destructiu, prové basicament de la generacié d’espécies bastant
més reactives que ell, com és el radical OH". Aquest es forma quan el radical superoxid es
combina amb el peroxid d’hidrogen segons la reaccié seglient (Scandalios, 1993).

HO,+0y 5 "HO+OH +0,

Com a antioxidants solament es coneixen I'acid ascorbic i 'enzim SOD; a partir d’aquest
ultim el radical superdxid donara lloc al perdxid d’hidrogen. La reduccié d’aquest radical per
I'ascorbat, tiols, ferrodoxina o ions Mn, també porta a la produccié de peroxid d’hidrogen
(Asada i Takahashi, 1987).

El peroxid d'hidrogen és un dels constituents del metabolisme oxidant de la planta, el qual
pot actuar com a oxidant i com a reductor, encara que té una reactivitat relativament pobra
amb la majoria de molécules organiques. Es un oxidant fort, capag d'iniciar, en el lloc on
s’acumula, danys oxidatius que poden portar a la destruccié de les funcions metabodliques i a
la pérdua de la integritat cel-lular (Foyer et al., 1997). Es I'espécie activa de I'oxigen amb
més agressivitat biologica, capa¢ de difondre’s rapidament a I'altre costat de la membrana
cel-lular. Es relativament toxic i esta involucrat en la generacié del radical hidroxil (OH").

El peroxid d’hidrogen és produit pel radical superdxid a través de dismutacié espontania, o
bé a partir de la reaccid catalitzada per I'enzim superdxid dismutasa (SOD) (Takeda et al.,
1997). Es el producte de reaccions que tenen lloc en els peroxisomes, en els cloroplasts i
també en els mitocondris (Boveris, 1984). Donat el seu potencial redox extremadament
positiu, el H,O, és una molécula inestable que reacciona amb molts compostos reduits i és
facilment degradada per la catalasa (CAT). També pot ésser eliminada per altres vies com
son: via de I'ascorbat mitjancant I'ascorbat peroxidasa (APX), i via altres peroxidases com la
POX (Figura 3); aquestes, perd, poden originar radicals lliures durant el procés,
especialment de substancies fenodliques (Sabater, 1990).
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Figura 3.- Metabolisme del peroxid d’hidrogen.

4.3.3.- Els sistemes antioxidants

Els canvis en el metabolisme antioxidant sén una caracteristica de la resposta de les plantes
a canvis en les condicions ambientals. Com a resposta a l'estrés, les plantes normalment
augmenten els components del seu sistema antioxidant (Jahnke et al., 1991; Schoner i
Krause, 1990). Aquesta resposta es pot donar a diferents nivells (Scandalios, 1997):

- Produccié d’ACS.

- Resposta del sistema de defensa antioxidant com a consequiéncia de 'augment d’AOS.

- Actuacio dels enzims antioxidants involucrats en la detoxificacié del peroxid d’hidrogen i
en la proteccio de la paret cel-lular.

4.3.3.1.- Els compostos antioxidants no enzimatics

Els antioxidants actuen reduint la velocitat d’autooxidacio, o no permeten la propagacio de la
reaccidé en cadena (Loury, 1972). Entre les molécules que tenen propietats antioxidants es
troben els anomenats antioxidants no enzimatics. Aquests inclouen diversos compostos de
baix pes molecular, com I'ascorbat (vitamina C), el glutatid, I'a-tocoferol i els carotenoides,
que semblen actuar inactivant els radicals lliures (Taula 2).

L’ascorbat juga un paper molt important en la destruccié de les AOS: és un dels captadors
de radicals lliures més important en les plantes; evita, aixi, el dany oxidatiu (Noctor i Foyer,
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1998). El glutatié és el tiol predominant en les plantes i és un important antioxidant que
intervé en la regeneracio de I'ascorbic (Foyer i Halliwell, 1976; Law et al., 1983). Veurem
detalladament en un altre apartat la regeneracié de I'acid ascorbic mitjangant el cicle AA-
GSH.

La vitamina C o acid ascorbic (AA), descoberta per Albert Szent-Gyodrgyi al 1928, és un
compost forca important en la dieta humana i es presenta fonamentalment en fruits i
hortalisses. Es sintetitzat a partir dels sucres en el citosol de les céllules i la forma natural
en qué es troba en els aliments és l'isomer L. La forma D- només té un 10% d’activitat
vitaminica i és la que normalment s’afegeix als aliments amb proposits tecnologics, no
nutritius.

S’ha demostrat que l'acid ascorbic és essencial en molts processos fisiologics de les
plantes, com el creixement, la diferenciacio i el propi metabolisme (Foyer 1993). Té altres
funcions més especifiques com la conversié de I'ACC en etileé (Smith et al., 1992); i, en la
fotosintesi, elimina el perdxid d’hidrogen format durant la fotoreduccio en el fotosistema |
(Smirnoff 1996).

Ara bé, la seva funcié més coneguda, que és la que ens interessa en aquest estudi, és la
d’actuar com a reductor de les AOS i minimitzar aixi els danys causats per I'estrés oxidatiu.
Es un antioxidant practicament insoluble en greixos i olis. En els sistemes aquosos té
activitat antioxidant solament a concentracions elevades (10 M). La seva estabilitat es veu
modificada per diversos factors com la pressio parcial, el pH, la llum, els enzims, els
catalitzadors metal-lics (com Cu?* i Fe**) i la temperatura.

L’acid ascorbic es troba en els cloroplasts, en el citosol i en els vacuols; si bé entre el 20 i el
40% d’aquest esta localitzat en el cloroplast. Aquest organul conté els enzims necessaris per
la seva regeneracié ja sigui via MDHAR (monodehidroascorbat reductasa) bé via DHAR
(dehidroascorbat reductasa), com es veura més endavant.

4.3.3.2.- Els sistemes enzimatics

El mecanisme enzimatic de proteccié contra I'estrés oxidatiu involucra una série amplia
d’enzims antioxidants com la superoxid dismutasa (SOD) i la catalasa (CAT), els quals tenen
un paper important en 'eliminacié de les AOS, concretament en la formacié i degradacio del
H,O, respectivament. Altres enzims, com l'ascorbat peroxidasa (APX), la dehidroascorbat
reductasa (DHAR), la monodehidroascorbat reductasa (MDHAR) i la glutatié reductasa (GR)
es troben especialment involucrats en la regeneracio de I'ascorbat i netegen el H,O, que hi
pugui haver en els cloroplasts i en els mitocondris.

Altres enzims antioxidants com les peroxidases (POX) actuen eliminant I'excés de peroxid
d’hidrogen acumulat en la paret cel-lular.

El sistema SOD-CAT

La SOD i la CAT formen el sistema antioxidant més eficient (Scandalios 1993, taula 2). La
seva accié combinada permet convertir el perillés radical superoxid (O, ) i el peroxid
d’hidrogen (H-O. ) en aigua i oxigen molecular.
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La superoxid dismutasa forma part d’un grup de metaloenzims que constitueix una defensa
primaria de les cél-lules davant el radical O,". Existeixen tres families principals de SODs que
es diferencien en el metall del seu grup prostétic. Fe-SODs, Mn-SODs i Cu,Zn-SODs
(Sandalio i del Rio, 1991). Aquests isoenzims son presents en molts teixits, si bé en baixes
concentracions.

La SOD protegeix a les cél-lules dels efectes dels radicals lliures com el O,, format en
diverses reaccions enzimatiques. En solucions aquoses aquest mateix anié sofreix una
dismutacio mitjancant I'accié de I'enzim SOD segons la reaccio seguent (Equacio 1).

SOD
20, + 2 H* > H, 0, + O, Eq 1

L’eliminacié del radical O, en els cloroplasts es dut a terme pels isoenzims Cu,Zn-SOD i/o la
Fe-SOD, amb formacié de H,O,, que, a la vegada, és eliminat pel cicle ascorbat-glutatio,
donat que aquests organuls no tenen activitat catalasa (Halliwell 1987; Asada i Takahashi
1987). En els mitocondris, la preséncia de Mn-SOD i Cu,Zn-SOD regula la produccioé de
radicals superoxid (Rabinowitch i Fridovich, 1985). En els peroxisomes també ha estat
demostrada la preséncia de les mateixes SODs que en el mitocondri.

La catalasa, que basicament es troba en els mitocondris i els peroxisomes, catalitza una
reaccié en la qual una molécula de peroxid d’hidrogen actua com a donadora i una segona
molécula actua com acceptora d’atoms d’hidrogen, segons la reaccio (Equacio 2) (Whitaker,
1994).

CAT
2H,0, —  » 2H,O0 + O Eq 2

Malgrat que aquest enzim no necessita un donador d’electrons, es necessiten altes
concentracions de CAT per a eliminar una baixa concentracio de H,O, (Asada 1992).

Dins del peroxisoma es troben segregats la majoria dels enzims catalasa que utilitzen el
peroxid d’hidrogen i el descomponen en aigua i oxigen (Lehninger, 1987).

La capacitat dels teixits de protegir-se enzimaticament del radical superoxid disminueix amb
l'edat de les plantes (Sung 1996). Aixi, la superoxid dismutasa total disminueix en els
cotiledons a mesura que el teixit es torna senescent (Pauls i Thompson, 1984). Molts estudis
també han demostrat que I'activitat de la catalasa disminueix durant la senescéncia (Frenkel
1978; Dhinsa et al., 1981).
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Taula 2.- Sistema d’enzims antioxidants en plantes superiors segons Scandalios (1993).

Localitzacio Tipus Font d’AOS Sistema Productes Proteccié no
Subcel-lular d’AOS Enzimatic enzimatica
generats Protector
Oy PSII SOD H,0, Flavonoides
H>0, Enzimatica APX DHA, GSSG Carotenoides
CLOROPLAST i NADP” Xantofil-les
o - tocoferol
GSH | AsA
Oy Transportd’e” SOD H,0,
MITOCONDRI H,0, Enzimatica POX H,O
APX H,O i DHA
CAT H,O i O,
Oy Enzimatica SOD H,0, AsA
CITOSOL H,O, CAT H,O i O, GSH
APX H,O i DHA
POX H,O
GLIOSIXOMA H,O, B-oxidacio CAT H,O i O,
i
PEROSIXOMA H,0, Fotorespiraci6 CAT H,Oi O,

El cicle ascorbat-glutatié

Un mode alternatiu a la CAT per a la destruccio del H,O, sén les peroxidases. Aquestes es
troben ampliament distribuides en la cél-lula i, a més, la seva afinitat amb el H,O, és més
gran que la que presenta la CAT. Les peroxidases, malgrat ser efectives a baixes
concentracions, necessiten d’un donador d’electrons i d’un sistema regenerador d’aquest
(Asada 1992). En el cas de les plantes, el substrat reductor més important per a la
detoxificacié del H,O, és 'ascorbat (AA), i també el glutatié (GSH), el qual permet regenerar
'ascorbat.

Un exemple de peroxidasa molt utilitzat per detoxificar el H,O, és I'enzim ascorbat
peroxidasa (APX). Aquest mecanisme opera en el cloroplast, en el mitocondri i en el
citoplasma (taula 2).

L’ascorbat peroxidasa (APX) utilitza dues molécules d’ascorbat per a reduir el H,O, a aigua,
amb la consequent formacioé de dues molécules de monodehidroascorbat (MDHA; figura 4).

El MDHA té una vida curta: si no és rapidament reduit, dona lloc a ascorbat i a
dehidroascorbat (DHA). Dins de la cél-lula (per exemple en el plasmolema o en la membrana
tilacoidal), el MDHA pot ser reduit directament a ascorbat. EI donador d’electrons per la
reduccié del MDHA pot ser el citocrom-b, la ferrodoxina reduida o el NAD(P)H. Aquesta
reaccio és catalitzada per la MDHA reductasa, la qual es troba en molts compartiments
cel-lulars. A més de la regeneracié enzimatica i no enzimatica de l'ascorbat a partir del
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MDHA, la rapida desproporcié del MDHA significa que sempre es produeix una quantitat de
DHA. Aquest es reduit a ascorbat per I'accido de I'enzim DHA reductasa, el qual utilitza el
GSH com a substrat reductor. Aquesta reaccio genera glutatié disulfit oxidat (GSSG), el qual
pot tornar a ser reduit a glutatié mitjancant 'accié de I'enzim glutatio reductasa (GR) utilitzant
el NADPH. En cas que el DHA no sigui rapidament reduit a ascorbat, sera catabolitzat a
productes de 2 i 4 carbonis, com son l'oxalat i el tartaric, que poden acumular-se a molt altes
concentracions (Loewus 1988).

L’eliminacié del H,O, mitjangant aquest conjunt de reaccions es conegut com el cicle de
'ascorbat — glutatié. En definitiva, segons aquest cicle, I'ascorbat i el glutati6 mitjangant
I'accié de quatre enzims permeten la reduccié del H,O, a H,O utilitzant els electrons derivats
del NAD(P)H.

Un altre enzim que també intervé de forma indirecta en aquest cicle és 'ascorbat oxidasa
(AAO), el qual oxida I'ascorbat a acid dehidroascorbic (DHA) segons la reaccié de la figura 4
(Lin i Varner 1991; Loewus 1980). La funcio bioldgica d’aquest enzim no esta clara pero se
sap que participa en el sistema redox de 'acid ascorbic (Weis 1975). La seva localitzacié
cel-lular tampoc esta ben determinada. Ha estat localitzada a la paret cel-lular on té un paper
important en la reorganitzacié d’aquesta, durant el rapid creixement dels fruits de les
cucurbitacies (Lin i Varner, 1991).

GSSG NADP*

DHA =7
€y

H20

NADPH+H"

H.0, AA GSH

NADH+H* (2-A4-

AAO

NAD*+ 2H* 2AA° ——> 2DHA +4H" + 4¢

Figura 4.- Cicle de regeneracié de I'ascorbat.

Altres peroxidases

Les peroxidases es localitzen en les parets cel-lulars i catalitzen I'oxidacié d’un substrat,
utilitzant el poder oxidant del peroxid d’hidrogen o dels hidroperdxids organics. En sén
exemples la guaiacol peroxidasa, la glutatié peroxidasa, la citocrom-c peroxidasa i la NADH
peroxidasa. El substrat generalment és un compost aromatic (tirosina, fenols...), encara que
també poden actuar sobre compostos no aromatics com I'acid ascorbic.
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La reaccio pot ésser de dos tipus segons els productes formats (Figura 5). Poden donar lloc
a un dimer entre restes de fenols enllagats a polisacarids i formacié de ponts entre els
fenols (1a reaccio) (Azcon-Bieto i Talon, 1993).

2 AH,
H,0,/((ROOH)  2H,0/(ROH+H,0) 2

Figura 5.- Reaccio de les peroxidases (Azcon-Bieto i Talon, 1993).

L’altre tipus de reaccidé (2a reaccio) donara lloc a I'oxidacié del substrat sense produir una
dimeritzaci6é (dehidroascorbat). La funcié d’aquests enzims en la paret cel-lular és doble:
primer, la formacié de dimers, cosa que provoca modificacions estructurals en la paret (1a
reaccid); segon, I'eliminacié de perdxids sense modificar I'estructura de la paret (2a reaccio).
Ambdues reaccions competeixen pel H,O,.

4.3.4.- El paper de I’acid ascorbic i del seu metabolisme en la prevencioé del cor
marré i del llocat

En resposta a determinades situacions d’estrés, les plantes normalment incrementen molts
dels components del seu sistema antioxidant (Jahnke et al., 1991; Schéner i Krause, 1990).
Un augment en la quantitat d’ascorbat ha estat associat a determinades situacions d’estrés
(Walker i Mckersie, 1993). Ponting i Joslyn, al voltant del 1948, ja van relacionar I'oxidacio
de I'AA amb I'enfosquiment dels teixits i van observar que I'enfosquiment no es donava fins
que tot 'AA estava oxidat. El 1960, Bogdanski va relacionar el cor marré amb la desaparicio
d’acid ascorbic i va observar que les zones més alterades per aquest desordre presentaven
una menor concentracio d’aquest compost. Posteriorment es va comprovar I'existéncia d’'una
relacié entre la disminucié en la quantitat d’ascorbat i una menor capacitat per a previndre
els danys oxidatius (Noctor i Foyer, 1998). Veltman i Peppelenbos (1998) van relacionar la
disminucié d’AA durant la conservacié en AC amb desordres fisiologics, com el cor marro. A
més, van observar que fruits amb un alt contingut d’AA solament desenvolupament
lleugerament la fisiopatia (Veltman i Van Schaik, 1997). Segons Eccher Zerbini et al. (2002)
el cor marré s’inicia en peres Conference quan el nivell d’AA ha disminuit per sota d’un
determinat valor llindar. Aquesta disminucié també s’ha observat en la senescéncia de les
plantes (Borracino et al., 1994).

Ara bé, com protegeix 'AA a les macromolécules vitals dels danys oxidatius? L'AA actua
captant molécules d’oxigen o agents reductors i intervé en reaccions redox, gracies a la
seva funcié eno-diol (Sabater, 1990). La molécula de I'acid ascorbic actua captant un radical
lliure (R ") i es transforma de manera transitoria en un radical que pateix una dismutacié per
donar dues substancies no radicals (Figura 6). L’AA en preséncia d’'oxigen s’oxida facilment i
es transforma, de manera reversible, en acid dehidroascorbic (DHA), que posteriorment, en
preséncia d’aigua passa a acid 2,3-dicetoguldnic, amb la consequent pérdua d’activitat
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vitaminica. EI DHA és inestable a pH superior a 6, en descomposar-se, dona lloc a I'acid
tartaric i a 'oxalat.

|
C-0OH C-0-
R-+ | | —> RH + | |
C-0H C-0OH
I |
acid ascorbic ac. semihidroascorbic
| \ | |
CcC-0O C-0- C=0 C =0OH
| | + ] - | + ]
C-0H C-0H C=0 C =OH

ac. dehidroascorbic

Figura 6.- Mecanisme antioxidant de I'acid ascorbic (Sabater, 1990).

4.4.- Hipotesi IV: El cor marré i el llocat com a conseqliéncia del procés
de senesceéncia i de la peroxidacié de membranes

La senescéncia comporta una série de processos complexes que condueixen a la mort d’un
organ o de tota la planta. El propi procés de la senescéncia implica multiples i complexos
canvis metabolics que poden estar associats al desenvolupament de les fisiopaties; algunes
d’elles sén la manifestacié d’aquest fenomen. La descomposicio interna en la pera Blanquilla
és un exemple de senescéncia accelerada (Recasens, 2000).

Entre els molts canvis metabdlics que aquesta comporta, cal esmentar els seglents:
increment de la sintesi d’etilé i, per tant, de la maduracié en si; reduccié del metabolisme
respiratori (Knee, 1980) i, com a conseqliéncia, reduccié de la produccié d’ATP (Andreev et
al., 1993); augment del metabolisme fermentatiu i produccié de radicals lliures. Aquests
darrers, en abséncia d’un sistema de proteccio eficient, produiran la peroxidacié dels lipids
de les membranes i finalment la degradacié d’aquestes amb tot el qué aixd0 comporta.
També s’ha de tenir en compte 'accio de les poliamines, en ser substancies captadores de
radicals lliures, tenen una acci6 antisenescent i estabilitzadora de les membranes (Tiburcio
et al., 1993).

4.4.1.- L’alteracio de les membranes cel-lulars

El deteriorament de les membranes cel-lulars és un fet demostrat en la senescéncia de les
plantes i és el resultat del catabolisme dels lipids i de les proteines de la membrana. Com
passa amb la senescéncia, el procés de maduracio del fruit també implica un deteriorament
de les membranes cel-lulars (Rogiers et al., 1998).
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Aquesta pérdua de la integritat de les membranes pot estar associada a 'accié de les AOS i,
especialment, al radical OH’, o bé a I'accié enzimatica d’alguns enzims com les lipases i la
lipoxigenasa (LOX) (Figura 7). El radical OH’, tret que sigui metabolitzat, pot causar la
peroxidacio dels lipids de les membranes i la desnaturalitzacié de proteines (Halliwell i
Gutteridge, 1989). Aquest radical lliure com a causant dels danys de peroxidacio és descrit
com un important mecanisme mediador en la maduracio i senescéncia del fruit (Lacan i
Baccou, 1998). Pauls i Thompson (1984) van associar increments de l'activitat de la LOX
amb danys oxidatius.

ETILE

gt

Receptor

gt

Fosfoli -D .
osfolipasa Acid
fosfatidic

FOSFOLIPID

Fosfatidate

H+ Ca2+
(f fosfatase
Increm:t a¥ i H Ca**

GOTEIG Calmodulina o
Diacil

Danys Formacio de la fase ) Glicerol
ATPases de gel i disminucié Hidrocarbons
de la fluidesa

o

Peroxids d’acids Aldehids

2rassos \
Radicals eid "
lliures LIPOXIGENASA cid gras [liure

Figura 7.- Representacié esquematica de les reaccions involucrades en el deteriorament de les
membranes. La naturalesa autocatalitica del cicle prové de I'acumulacié dels productes de degradacio
dels lipids, els quals condueixen a la desestabilitzaci6 de la membrana i a la pérdua de
compartimentacio (Paliyath i Droillard, 1992).

4.4.1.1- La peroxidacio de les membranes

La peroxidacié dels lipids de la membrana pot ser la causa, o una de les causes, de la
desestabilitzacié de les membranes i aquesta, com a conseqléncia, pot portar a la
descompartimentacio intracel-lular (Veltman et al., 1999b).
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Durant la peroxidacié lipidica, I'oxigen molecular O, és incorporat als acids grassos

poliinsaturats (XH) per formar hidroperoxids de lipids (R-OOH). Un iniciador (X ') promou la
peroxidacio; més ben dit, aquesta comenga amb la reaccié anomenada d’iniciacié (Equacié

1),

R (\/T\/:\/ )+ X" » R+ X-H Iniciacio 1.

R +0, » R-00 Addicié d'O; 2.
R-O0 "+ XH # R-OOH + X" Propagacid 3.
R'+R " » RR Terminacié 4.
R +R-00 p R-O0-R Terminacié 5.

En la reaccié d’iniciacié es forma un radical alquil (R o Eq 1). Aquests radicals alquils
facilment poden afegir O, i formen un radical peroxil (R-OO °, Eq 2) i, segons es mostra en
'equacié 3, la reaccid es va propagant. Aquestes tres primeres reaccions constitueixen la

reaccidé en cadena, ja que el radical X que inicia I'atac en la reaccidé 1 es regenera en la
reaccid 3, i atacara una altra molécula d’acid gras poliinsaturat i aixi successivament. Les
reaccions 4 i 5 son de terminacié.

Com a resultat d’aquest procés de peroxidacid s’han arribat a mesurar més de 100
productes diferents. Com a indicadors del grau de deteriorament de les membranes s’ha de
mesurar el contingut en malonaldehid (MDA) o bé els continguts de penta i eta. D’acord
amb aix0, Veltman et al. 1999b, van mostrar que peres Conference afectades per cor marré
produien i emetien eta i, alhora, van afirmar que la quantitat d’'eta emesa es podia
correlacionar amb el grau d’'alteracié. Es desconeix, pero, si la quantitat de meta produida
depeén de la severitat de I'enfosquiment i de la formacié de cavitats (Veltman, 2002).

4.4.1.2.- La lipoxigenasa (LOX)

La lipoxigenasa (LOX), també coneguda com lipoxidasa i caroté oxidasa, catalitza I'oxidacié
dels acids grassos que contenen un enllag cis,cis-1,4-pentadié; en la reaccio es produeixen
els corresponents hidroperoxids, els quals provoquen danys biologics a les membranes.
Moltes lipoxigenases tenen poca afinitat pels acids grassos esterificats, i prefereixen com a
substrat acids grassos poliinsaturats lliures, com I'acid linoleic i I'acid a-linolénic (Tood et al.,
1990). Els hidroperoxids obtinguts en la reaccié poden ser metabolitzats per diferents vies.
Una d’elles és la que déna com a producte alcohols i aldehids, com el MDA, el qual serveix
per a quantificar la importancia del procés de peroxidacio dels lipids. També es pot obtenir,
per una altra via, acid jasmonic, el qual esta directament implicat en la senescéncia; o bé,
per una via alternativa, radicals lliures.

La LOX, en la majoria dels teixits de les plantes, esta implicada en els processos de
senescéncia (Marcus et al., 1988). Els hidroperoxids dels acids grassos poden causar la
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senescencia per diversos mecanismes: la inactivacio de la sintesi de proteines, la inhibicié
de l'activitat fotoquimica en els cloroplasts i el deteriorament de les membranes cel-lulars
(Hildebrand 1988). EI primer pas en l'oxidacio dels fosfolipids de les membranes és
I'alliberacié dels acids grassos per part de les diferents lipases; més concretament, per la
fosfolipasa A,. Els radicals lliures (més especialment, el radical superdxid) promouen
l'alliberament dels acids grassos insaturats (San Filippo et al., 1976). Seguidament es pot
donar la peroxidacié d’aquests acids grassos per part de la LOX.

4.4.2.- Consequiéncies de I'alteracié de les membranes

El procés de peroxidacié condueix a un increment de la permeabilitat de les membranes
amb la conseqlient pérdua de calci, fet que comporta un deteriorament d’aquestes i una
pérdua de les seves funcions metaboliques. En aquest estat, les membranes deixaran
passar substrats inicialment compartimentats i, per tant, es podran desenvolupar reaccions
d’oxidacié enzimatica que conduiran a I'enfosquiment enzimatic. Veltman (2002) estableix la
hipotesi que l'inici del desenvolupament del cor marré té lloc, almenys parcialment, quan es
doéna la disrupcio de les membranes intracel-lulars i la descompartimentacié. Ara bé: com i
sota quines condicions so6n danyades les membranes? Frenkel i Patterson (1973) van
observar que peres sota determinades concentracions de CO,, presentaven alteracions en
diversos organuls, com els mitocondris, els vacuols i els plastidis.

4.5.- Hipotesi V: Altres factors probablement involucrats en aquests
desordres

4.5.1.- Grau de difusio del CO, dins la cél-lula

Una de les principals causes del cor marré i del llocat és el CO,. La concentracié d’aquest
gas dins del fruit dependra de lintercanvi de gasos. Aquest intercanvi esta governat per la
produccié de CO; i el consum d’oxigen, d’'una banda, i, d’una altra, pel transport d’aquests
gasos cap a la cél-lula. Una de les dificultats amb qué es troben aquests gasos és la baixa
porositat i la resisténcia a la difusié que presenta el teixit de la pera (Williams i Patterson,
1964; Dadzie et al., 1996; Streif 1999). Segons Rajapakse et al., (1990), la principal via
d’intercanvi pel O, i el CO, és a través de les lenticel-les del fruit. La fase aquosa dins del
fruit és una altra barrera especialment per I'O,, ja que la solubilitat d’aquest gas en aigua és
considerablement menor que la solubilitat del CO,. Aixd porta a una acumulaciéo de CO,
dins dels espais intracel-lulars i en la fase aquosa (De Wild i Peppelenbos, 2001). Perd tenint
en compte que el pH del citoplasma en peres esta comprés entre 7 i 7,5 (Nanos i Kader,
1993), la majoria d’aquest gas (80-90%) estara present en forma de bicarbonat (De Wild i
Peppelenbos, 2001), el qual, en tractar-se d’'una molecula gran, t¢ molt dificil el seu pas a
través de les membranes.
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4.5.2.- Disminuci6 de I’energia disponible

Una altra hipotesi que podria explicar el desenvolupament d’aquestes fisiopaties en peres,
és la caiguda de la concentracié d’ATP per sota d’un determinat nivell (Peppelenbos i
Odsterhaven, 1998). Com ja és conegut, el CO, disminueix notablement la respiracié i, per
tant, potencialment condueix a una disminucié de la produccié ATP. Nanos i Kader (1993) i
Lange i Kader (1997) van relacionar la preséncia de desordres amb la disminucio d’ATP i
també amb la disminucié del pH intracel-lular. Saquet et al., (2000) també van relacionar el
cor marrd en peres Conference amb els nivells d’ATP i amb el rati ATP/ADP, i van mostrar
que la disponibilitat d’energia pot ser un factor fonamental per a explicar la incidéncia
d’'aquests desordres. Aquests mateixos autors, en canvi, no van trobar cap mena de relacio
entre les concentracions de NAD(H) i NADP(H) i la incidéncia de desordres en peres
Conference. Segons Veltman et al., (2002), el cor marré pot ser iniciat pel fet de no haver
suficient energia disponible per a mantenir I'estructura de les membranes. En cél-lules de
patata s’ha trobat una relaci6é directa entre el metabolisme energétic i la integritat de les
membranes (Rawyler et al., 1999).

4.5.3.- Accié toxica d’algunes substancies

Un altre fet que també podria conduir a aquests desordres és l'acumulacié de certes
substancies toxiques. Segons Williams i Patterson (1962), un increment en la concentracio
de CO, portaria a inhibir l'activitat de la succinat deshidrogenasa, la qual, com a
consequéncia, conduiria a l'acumulacié d’acid succinic. Per Hulme (1956), aquests
desordres son causats essencialment per la toxicitat de I'acid succinic i, per Monning (1983),
aquesta toxicitat es veuria accentuada per 'acumulacio d’alanina.

De tota manera, sembla bastant clar que cap dels parametres anteriors no pot explicar per si
sol el desenvolupament d’aquestes dues alteracions. El llocat i el cor marré soén,
segurament, una combinacié de tots ells (AA, AOS, nivells i produccié d’ATP...) i potser,
d’alguns més.
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OBJECTIUS

L’'objectiu principal d'aquesta tesi és avancar en el coneixement de les alteracions
fisiologiques del cor marré i del llocat de la pera Blanquilla. Concretament, es volen
determinar les causes involucrades en l'aparicid i el desenvolupament de les fisiopaties
esmentades, segons es detalla en els objectius seguents:

1.

Estudiar I'efecte de diferents atmosferes de conservacio, especialment la d’alts nivells de
CO,, sobre la incidéncia del cor marrd i del llocat en la pera Blanquilla.

Avaluar la incidéncia d’aquestes dues alteracions en funcié de I'estat de maduresa a la
collita. Determinar el moment optim de la collita per tal de minimitzar I'aparicié d’aquests
desordres.

Determinar si el cor marrd i el llocat sén dues fisiopaties diferents o bé sén dues
manifestacions diferents d’'una mateixa alteracié. Caracteritzar-les en funcié dels factors
que les determinen i en funcié del temps d’aparicid.

Caracteritzar la via o vies bioquimiques implicades en l'aparicid i el desenvolupament

tant del cor marré com del llocat. Aquest objectiu es concreta en I'estudi dels seglents

punts:

e Determinar el paper del metabolisme fermentatiu en cadascuna de les alteracions.

e Determinar la importancia del metabolisme antioxidatiu en el desenvolupament
d’'aquestes alteracions.

o Determinar la relaci6 amb els processos de peroxidacio de les membranes per tal
d’establir la importancia d’aquest procés en el desenvolupament dels desordres.

Confirmar amb I'analisi multivariant els resultats obtinguts préviament amb les analisis
bioquimiques.

Establir mitjangcant l'analisi multivariant diferents models de prediccié per a cada
alteracio. Estudiar-ne i avaluar-ne la seva posterior aplicacio.

Proposar un parametre com a marcador, a ser possible facil de determinar, capag¢ de
predir I'aparicié dels desordres i/o de detectar els fruits alterats. Comprovar mitjancant la
técnica de classificacié de I'analisi multivariant si el marcador proposat permet distingir
els fruits alterats dels sans.
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