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Resumen

El pardeamiento enzimatico (PE) es uno de los principales problemas que afectan a la
calidad y limitan la vida qtil de la fruta minimamente procesada. El PE se suele medir
de forma objetiva con colorimetros, cuyo uso practico para el fenotipado de grandes
cantidades de fruta se ve limitado por la velocidad de pardeamiento, la irregularidad de
la intensidad de PE sobre la superficie cortada, y el que el area de medida es muy
pequeiia. En un proyecto previo (RTA2015-00052-C02-00) se demostré que el analisis
de imagen de fotografias digitales de alta resolucion de lotes de frutos facilitaba el
fenotipado masivo del PE, generando una prueba de concepto del proceso, que se ha
desarrollado en el seno del proyecto APPLECUT (PID2019-108081RR-C22), creando
una metodologia completa y automatizada para el analisis del PE en lotes de fruta. En
este trabajo se presenta la metodologia desarrollada, que se aplica a 57 accesiones de
manzana tradicional de las colecciones de UPNA y CITA, asi como a 11 variedades de
referencia con grado de PE conocido. El PE se evalu6 en lotes de 10 frutos por variedad,
a los que se tomaban fotografias a intervalos regulares desde justo después del corte
hasta una hora después. El flujo de trabajo automatizado desarrollado para el analisis
identificaba los frutos presentes en las fotos y obtenia el valor medio de color CIELab
de toda la superficie expuesta para cada uno. La intensidad del PE se calcul6 ajustando
curvas de regresion del cambio de color desde el momento del corte. Se observé un
amplio rango de intensidades de PE, con diferencias de hasta cinco veces entre las
variedades con mas y menos PE. El amplio rango de situaciones permitié definir cinco
clases de intensidad del PE. Se han encontrado variedades tradicionales con PE bajos o
muy bajos y comparables a los de las referencias con menos PE. Los resultados muestran
el potencial del germoplasma tradicional para diversificar la oferta varietal e introducir
nuevas caracteristicas en mejora.

INTRODUCCION

El pardeamiento enzimatico (PE) es uno de los principales problemas que afectan a la calidad
y limitan la vida 1til de la fruta minimamente procesada. El PE se suele medir de forma
objetiva con colorimetros, cuyo uso practico para el fenotipado de grandes cantidades de fruta
se ve limitado por la velocidad de pardeamiento, la irregularidad de la intensidad de PE sobre

la superficie cortada, y el que el area de medida es muy pequefia. En un proyecto previo
(RTA2015-00052-C02-00) se demostro que el analisis de imagen de fotografias digitales de
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alta resolucion de lotes de frutos facilitaba el fenotipado masivo del PE, generando una prueba
de concepto del proceso, que se ha desarrollado en el seno del proyecto APPLECUT
(PID2019-108081RR-C22), creando una metodologia completa y automatizada para el
analisis del PE en lotes de fruta (Miranda et al., 2019). En este trabajo se presenta la
metodologia desarrollada, que se aplica a 57 variedades de manzana tradicional de las
colecciones de UPNA y CITA, asi como a 11 variedades de referencia con grado de PE
conocido, seleccionadas tras un andlisis previo de diversidad genética y que forman parte de
la seleccion de un conjunto minimo de accesiones que optimiza la representatividad de la
variacion genética del manzano conservado en las colecciones espafiolas (Miranda et al.
2018).

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Durante la campafia 2020 se evaluaron 19 variedades locales la coleccion de la UPNA
(Pamplona) y 38 de Aragon de la coleccion del CITA (Zaragoza), junto con 11 variedades
comerciales de referencia. Los frutos se cosecharon en el momento en que su madurez, segin
el indice de almidon CTIFL superaba el valor 6, ya que minimiza la influencia del estado de
maduracion sobre el nivel de oxidacion (Fig. 1), y se conservaron en camara frigorifica a 5°C
durante una semana antes de realizar la caracterizacion.

Determinacion del nivel de oxidacion

La determinacion del nivel de oxidacion se hizo mediante andlisis de imagen a partir de
fotografias realizadas en condiciones estandarizadas. El sistema de adquisicion de imagenes
consistié en una camara digital Olympus OM-D MKII con un objetivo macro de 30 mm 1:3.5,
disparando en RAW. Las muestras se iluminaron con paneles LED Nanguang CN-576C
ajustados a 4400 K y dispuestos para proporcionar una iluminacion uniforme y evitar las
sombras. Se incluyd una placa de comprobacién de color en cada fotografia para facilitar el
balance de blancos y las correcciones de color. Se colocaron lotes de 10 mitades inferiores de
fruta bajo la camara y se tomaron 10 fotografias a los 0, 5, 10, 15, 25, 30, 45 y 60 minutos
después del corte. Se utilizo un script de evaluacion del color para el software de anélisis de
imagenes de codigo abierto Fiji (Schindelin et al., 2012) que automatizaba el proceso de
extraccion del fondo y la identificacion de las mitades individuales de la fruta, transformaba
la imagen RGB original en imagenes que contenian los valores de color L*, a* y b* y obtenia
el promedio de los valores de color de toda la superficie de la fruta. El pardeamiento en cada
momento de muestreo se calculdo como la diferencia de color CIE normalizada (AE*) desde
el momento del corte. Se ajustaron relaciones de regresion logaritmica entre AE* y el tiempo
tras el corte para cada fruto, y se obtuvieron los valores ajustados correspondientes a los
minutos 30 y 60.

Clasificacion de las variedades en niveles de oxidacion

Los valores de oxidacion ajustados se emplearon para clasificar las variedades por niveles de
oxidacion a los 30 minutos (D30) y a los 60 minutos (D60) empleando la metodologia de
Royo et al (2017), en la que las clases se definen en funcion de la variabilidad existente dentro
y entre variedades. El proceso se ha realizado mediante scripts de R que automatizan el
proceso de calculo y clasificacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo un amplio rango de intensidades de PE en las variedades analizadas (Fig. 2), con
diferencias de hasta cinco veces entre las variedades con menos PE (Golden, Royal Gala) y
las que mas (U 257, C 196). Media hora tras el corte, los niveles medianos de oxidacion
(D30) estuvieron en el rango 4,3-25,5, mientras que una hora tras el corte (D60) el rango fue
5,4-29,0. El aumento del nivel de oxidacion dependio de la variedad, de forma que los valores
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de D30 en la mayor parte de las variedades fueron un 80-90% de los observados al final. Los
niveles de oxidacion de las variedades de referencia comercial estaban de acuerdo con lo que
se describe de ellas en la bibliografia disponible. Se han encontrado variedades tradicionales
con PE bajos o muy bajos (C_116, U 134) y comparables a los de las referencias con menos
PE. El amplio rango de situaciones encontrado permitio definir cinco clases de intensidad del
PE en los dos tiempos evaluados, y, en la mayor parte de los casos, las variedades quedaron
clasificadas en los dos momentos dentro de la misma categoria. Como se puede observar en
la Fig. 2, las siete variedades que cambiaron de clase en D60 estaban en D30 en los limites
(inferior o superior) de la clase asignada en ese momento. Asi pues, los resultados obtenidos
hasta el momento sugieren que, a la hora de caracterizar variedades por su nivel de PE,
bastaria con obtener los valores a la media hora tras el corte. Los resultados muestran el
potencial del germoplasma tradicional para diversificar la oferta varietal e introducir nuevas
caracteristicas en mejora.
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corte (arriba) y 60 minutos tras el corte (abajo), indicando qué variedades cambian de
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Fig. 2. Clasificacion de las accesiones segun su nivel de oxidacion a los 30 minutos tras el
categoria entre los dos momentos de observacion.



