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CSIC - Nutricién de Cultivos Frutales (NCF)

El Grupo NCF aborda tanto la investigacion aplicada como basica, con el fin de evitar la incidencia de las
alteraciones fisiolégicas en especies hortofruticolas, buscando nuevas estrategias de fertilizacién foliar, a la
vez que caracteriza la influencia de los tratamientos en la morfologfa de los tejidos y superficies foliares (SEM,
TEM, histologia) y en sus propiedades fisico-quimicas y bioquimicas.. El grupo tiene fuertes vinculos con
empresas productoras de frutas y de fertilizantes, y cabe hacer notar el interés de ambos sectores (el quimico
y el agricola) en la busqueda de estrategias sostenibles para mitigar la incidencia de las alteraciones
relacionadas con el calcio.
Los objetivos del grupo son:

e Eldesarrollo de técnicas agrondmicas para mejorar la calidad de fruto

e Eldesarrollo de técnicas no destructivas para evaluar la calidad de fruto

e El estudio del metabolismo de calcio en frutales y el desarrollo de estrategias de tratamientos foliares

e Eldesarrollo de tratamientos fisicos postcosecha para disminuir la incidencia de fisiopatias

e El estudio de la proteémica del fruto y de sus alteraciones fisioldgicas

e Elestudio de alérgenos del fruto

Proyecto Life+ Multibiosol: Comienzan las pruebas de un nuevo mulching biobasado,
biodegradable y aditivado

En el marco del proyecto Life+ Multibiosol, coordinado por Aitiip Centro Tecnolégico, y en
el que la EEAD-CSIC es lider en los ensayos de campo, se quiere afrontar este reto
tecnoldgico y ecoldgico, desarrollando un film biobasado, biodegradable y que ademas
mejore las propiedades del suelo. Para ello se han iniciado las pruebas con hasta 10
materiales distintos, que tienen un grosor de 20 micras aproximadamente, afiadiendo
ademds oligoelementos que mejorardn la nutricién de las plantas, aportdndoles mds
vigor.

El objetivo de esta prueba de campo es comprobar su resistencia, biodegradabilidad y los efectos de los oligoelementos sobre la
planta y latierra.



Alérgenos en la manzanay bitter pit

El bitter pit es un desorden fisioldgico que sufren las manzanas, peras y
I1l. Identification of proteins membrillos y estd asociado a la absorcién del calcio por el fruto o a la falta de

markers overly Expressed

ella.

Los desequilibrios en la nutricién célcica inducen la aparicién de manchas en
las frutas (manzanas, peras y melocotones) en las que, el grupo NCF del CSIC
ha encontrado distintas proteinas que se han identificado como alérgenos
que pueden provocar reacciones anafilacticas en personas sensibles.

En el presente estudio, se aislaron muestras de tejidos de manzana sanos y
afectados por bitter pit. Se analizé el perfil de proteinas de estas muestras
por la tecnologfa DIGE (expresién diferencial de proteinas por electroforesis
bidimensional). Los péptidos se separaron por cromatografia liquida (LC) y
se identificaron por espectrometria de masas LTQ-Orbitrap. Mediante el uso
de colorantes de cianina (fluoréfobos), es posible en un mismo desarrollo
| electroforético, distinguir diferentes muestras de proteinas, puesto que cada
una de ellas esta coloreada con una tincién caracteristica.

Krawitzky M, Orera I, Lépez-Millan AF, Oria R, Val J. (2016) Identification of bitter pit protein markers in Malus domestica using
differential in-gel electrophoresis (DIGE) and LC-MS/MS. Postharvest Biology and Technology 111: 224-239.
DOI: 10.1016/j.postharvbio.2015.09.006

IX Simpésio Ibérico Maturacao e Pés-Colheita

Los miembros del Grupo de Investigacién, participaron en el IX Simpésio
Ibérico Maturagao e Pés-Colheita, organizado en Lisboa por la Associa¢do
Portuguesa de Horticultura (APH).

Se expusieron los siguientes trabajos desarrollados por el grupo:

* LIFE MULTIBIOSOL: Plastico biobasado, biodegradable y aditivado
para una agricultura sostenible. Resultados preliminares.

* Tratamientos fisicos de bajo impacto para mitigar alteraciones

fisiolégicas de las manzanas. O O ()
% SIMMOSIO 1860

* Minerals markers for distinguishing fruit physiological disorders.

MATLSEACAC & POS-COLMETTA ° ° o

Livtun | 2 - 4 Wovambeos 2018

Contacto: jesus.val@csic.es Telephone +34 976716139


http://dx.doi.org/10.1016/j.postharvbio.2015.09.006

Proyecto CDTi “Manzimpacto: reduccidon de fisiopatias en manzana mediante la
aplicacién de tratamientos postcosecha combinados de bajo Impacto”

El grupo de investigacién NCF participa en un Proyecto
CDTi concedido a la empresa SAT DYMA cuyo objetivo es
prolongar la vida util de tres variedades de manzana:
Golden, Verde Doncella y Reineta que se caracterizan por
una elevada calidad comercial, nutricional vy
organoléptica y al mismo tiempo presentan una alta
susceptibilidad a fisiopatias. Asf pues, el objetivo general
de este proyecto consiste en la reduccién de fisiopatias
de estas tres variedades de manzana mediante la
aplicacion de tratamientos combinados (choques
térmicos + pulsos de bajo oxigeno) e inhibidores de
etileno (1-MCP) asi como la optimizacién de Ila
conservacién a través del control de estrés de anoxia
mediante un sistema de atmdsferas controladas
dindmicas.

En este proyecto se han desarrollado estrategias para la
aplicacién de tratamientos LOT (Low Oxygen Treatment)
que han permitido proponer soluciones innovadoras de
aplicacién industrial.

Clases del Grado en Cienciay Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de

Zaragoza en laEEAD

Alumnos del grado en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza se
desplazan a la Estacién Experimental para recibir tres clases
magistrales en la asignatura del curso 2015-2016: ‘Intensificacién
en el sector de frutas y hortalizas’.

El cientifico de la EEAD-CSIC que colabora en esta actividad
docente es Jesus Val, que en calidad de Director del Instituto,
imparte una charla titulada “Presentacién Institucional de La
Estacién Experimental de Aula Dei - CSIC. Como investigador
experto en el metabolismo del calcio en frutales y en sus
alteraciones fisiolégicas asociadas, imparte otros dos
seminarios titulados: “Calcio y calidad de fruto de especies
lefiosas: teoria 'y prdctica” 'y “Nutricién y conservacién
postcosecha de manzanay melocotén”.



e/

@ The incidence of fruityphysiological disorders that cause
corky spots, such as bitter pit and lenticel blotch pit in
apples and other alterations in different plant species,
impair the organoleptic and aesthetic quality of the
fruit and cause serious losses in production.

@Calcium is a key element involved in the development
of such disorders and in fruit quality.

@Plant tissues with high calcium levels fall later in
senescence and are more resistant, not only to the
incidence of corky spots, but also to pathogen attack.

\m y



Calcium differentiates plant cells
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[{a #=  CsIC | Why calcium is so important?

Calcium (Ca) = Essential & rather immobile & transpiration flow
e Key for plant growth, development & reproduction:

e rolein e.g.: circadian rhythms, immunity, redox state, hormone
biosynthesis, signalling & signal transduction, biotic & abiotic stress
responses (Hong-Bo et al., 2008)

* In fruits: structural role in keeping cell wall integrity (Manganaris et al, 2005)

Occurrence of Ca-related disorders in horticultural commodities

o Causing major economic losses (harvest, post-harvest, etc.)

o More than 30 described in different horticultural commodities (Shear, 1975)
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csic ' Why calcium is so important?
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Calcium transport in fleshy fruits
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Blossom end rot (Tomato, Pepber, Sid
Vitrescency (Melon, Apple, ...)

Tip Burn (Lettuce)

Bitter pit (Apple)

Cracking in Stone Fruit (Peach, Cherry, ...} and citrus
Black Heart in celery

Senescency in flowers

Vitrescent dark spot in peaches



Calcium related physiological disorders:
Lenticel blotch pit & bitter pit in golden cvs










l&m csiC | Foliar fertilization to the fruit

Theory

Cuticle

Fruit surface penetration

May occur through:

e C(Cuticle

e Cuticular cracks &
imperfections

e Stomata and lenticels?

e Thrichomes & specialised
epidermal cells



I.‘i:—; csiC ' Formulation design strategy

Purpose

e.g., Mruit quality, control
deficiencies

Active ingredients
Formulation

Physical-chemical
components

properties

Adjuvants

Contact: jesus.val@csic.es



I,‘, =« CSIC ' Foliar fertilization to the fruit

e A commonly used agricultural practice
e Good method when nutrient demand > root absorbing capacity

e Alternative method e.g., in conditions = insolubility/low
availability

e Complementary strategy to root application
e |t has great potential, since:

e Environmentally-friendly strategy
= limited run off & water-soil contamination risks

e Target-oriented strategy
= aerial plant organs can be directly supplied accurate
doses

* As complementary strategy can help cut down costs and rise
agricultural returns



l,‘i =+ CSIC . Foliar fertilization to the fruit

In practical terms:

e Increasingly used in agriculture
e Chiefly to supply nutrients of reduced mobility (e.g., Fe, Mn, Zn,
Ca...)
e Traditionally used to control punctual deficiencies
e Important tool for horticultural industry to supply nutrients to
sink organs (e.g., Ca sprays & fruit quality)
e Generally positive but maybe, no plant response
e Also, risk of leaf/plant surface damage associated with:
e Spray formulation (e.g., T active ingredients; surfactants...])
e Environmental conditions (e.g., burn due to sun

exposure,....)
e Plant related factors (e.g., leaf or fruit phenology,...)



[é‘i I« CSIC | Foliar calcium fertilization to the fruit

e (Ca sprays, especially as chloride or nitrate, are recommended and
implemented worldwide as a routine measure of protection to avoid
localized Ca deficiency in the fruit and improve its quality.

e Foliar Ca applied to the leaves cannot be transported to the fruit,
therefore, it does not contribute to an appreciable increase of Ca in

this organ (Kohl, 1966).

e (Ca must be applied directly to the surface of the fruit.
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Jowrwal of Plant Nutrition, 31: 18891905, 2008 .
el . Taylor & Francis

Copyright © Taylor & Francis Group, LLC Tayhor & Franca Grengs

ISSN: 0190-4167 print /15324087 online

DOL: 1010800 19041 60802402757

Effect of Pre-Harvest Calcium Sprays on Calcium
Concentrations in the Skin and Flesh of Apples

Jests Val, Emilio Monge, David Risco. and Alvaro Blanco

Estacion Experimental de Aula Der (CSIC), Zaragoza, Spain

ABSTRACT

During 2004 and 2006, experiments were conducted that measured the absorption of
calcivm (Ca) by the fruit and assessed the effects of Ca sprays on the skin and flesh
ol apples, Frequent (1 spray/month tor 2 or 4 months) Ca treatments increased the
concentration of Ca in the skin, but not in the flesh of fruil, and several sprays were
needed to promote a prolonged increase in the concentration of Ca in the skin. Calcium
sprays did not influence the concentrations of magnesium (Mg) and potassium (K).
Foliar analyses confirmed the absorption of topical Ca by the apple tree following the
Ca sprays as the concentration of Cain leaves increased.

Keywords: Malus x domestica Borkh, calcium absorption, truit analysis, bitter pit,
mineral nutrition, calcium chlonde, fruit skin, fruit flesh
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Concentrations of Ca applied as CaCly, and the Ca concentrations in the fiesh and skin
of apples collected between 1 1o 21 days alter the Ca spray (Experiment [, 2004)

Days after treatment

Treatment | 7 14 21

Flesh
Untreated control 6,90 6.23 6.49 4.54
0.25% Ca 7.15 5.56 4.19 3.38
0.50% Ca 6.19 5.49 3.73 385
0.75% Ca 6.75 6.14 5.56 3.89
1.0% Ca 6.56 6.68 5.96 5.24
Significance ns ns ns ns

Skin
Untreated control 17.96a 16.440 12.58 1445
0.25% Ca 11.59b 18.44u 16.34 8.46
0.50% Ca 12.44ab 14.80a 10.56 10.86
0.75% Ca 18.16ac 28.47h 14.17 10.96
1.0% Ca 19.35¢ 19.22a 16.05 17.96
Significance x St ns ns

L L2

. ns: significant at P < 0.05, P < 0.001 or non-significant, respectively.
Within each column, values followed by similar letters do not differ significantly at
P < 0.05.




Ca (mg/100 g mf)

Pulpa

1/06/04

1 mayo- 1 julio
29 julio- 20 agosto
1 mayo- 1 julio- 29 julio- 20 agosto

1/07/04 1/08/04
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Fecha de muestreo

Concentracién de Ca?* en pulpa y piel de manzanas Golden tratadas con calcio en aspersién
foliar siguiendo 3 estrategias. Las flechas indican la aplicacion de calcio
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Foliar calcium fertilization to the fruit

Contents lists available at SciencaDirect

Scientia Horticulturae

journal homepage: www.elsevier.com/locate/scihorti

Improving the performance of calcium-containing spray formulations to
limit the incidence of bitter pit in apple (Malus x domestica Borkh.)

Alvaro Blanco, Victoria Ferniandez !, Jesis Val*

Estacion Experimental de Auka Dot (CSIC). Natricion Vegetal Avde. 1085 50059, Spaw
ARTICLE INFO ABSTRACT
Arnicle blrory. Laboratory and field experiments were carmed out with apples (Muhes x domestica Borkh, ) cv. ‘Golden
Recewed 16 Aprsl 2010 Reinders’, to assoss the efficacy of sodium salt of carbaxymethyt echer of cellulose (0.5% CMC) as an
”“‘“"’":""":":"' I8 August 2010 j for Ca spray formul, containimg cither Ca-chioride or Ca-propionate as active ingredient
Actapied | Sephenibs 200 (120 or 250 mM Ca). This additive significantly increased the retention of Ca-containing solutions by the
apple skin and prolonged the process of drying of the solution at room temperature, Four days after
"""“': immersion of apples in 0.5% CMC plus CaCl; or Ca-propionate solutions { 120 and 250 mM Ca) significant
m » Ca increases were recocded in the peel and cortex of treated fruits. Application to apple trees of in-season
Witser pit sprays containing 250 mM CaCl; plus 0.05% Tween 20, Ca-propionate (120 and 250 mM (a) plus 0.5%
Ca-peoplonate CMC or 250 mM CaCl; phus 0.5% CMC had no impact on fruit yield and quality, but significantly liméted
Carboxymatdyicellubose the rate of bitter pet incidence during the following 3-maonth cold-storage period, Evidence is provided
Caclum sprays that add of d to Ca speays can favour the distribution of Ca into the apple fruit
Peust quaslity mm;»mmmmcimdm«u(a related disorders over the posthanvest cold-storage period,
Humectancy © 2010 Blsevier BV. All rights reserved.
Spray resention
1. Introduction The effects of in-season spraying and/or post-harvest dipping of

apple fruits in Ca solutions have been evaluated in various studies

Bitter pit remains as one of the main problems for appie grow- in terms of e.g., bitter pit development, Ca content increase and
ing industry around the world, particularly in areas where climatic improved fruit firmness. However, inconsistent results have been
conditions are generally dry. Such physiological disorder which  often reported (van Goor, 1971; Lidster and Poritt, 1978: Hewert
develops during the period of fruit growth (l‘emnon etal, 1999),  and Watkins, 1991 Neilsen et al, 2005: Lotze and Theron, 2006;
has generally been related to calcium (Ca) d in the fruit Loeze et al., 2008: Vai et L., 2008), Recently, Vai et al. [ 2008 ) showed




M&w CsiC | Foliar calcium fertilization to the fruit

Calcium concentration (mg 100g~' FW) in the cortex and skin of untreated apples
versus the values recorded 4 days after immersion in: 0.5% CMC alone or in CaCl; and
Ca-propionate (120 or 250 mM Ca) solutions in combination with 0.5% CMC. Post-
harvest treatments were applied to ‘Golden Delicious' apples. Data are means + SE

(N=5).

Treatments Cortex Skin
Untreated control 2.024025a 1369+1.19a
CMC alone 2.124+0.03a 13.73+1.29a
120 mM CaCl, 461+183b 2999+350¢
250 mM CacCly 3.65+0.45 ab 28.42 +2.30c
120 mM Ca-propionate 5.60+069b 3289 +0.66 ¢
250 mM Ca-propionate 4414050Db 213540660

Significance

Within columns, values followed by same letter are not significantly different
according to Duncan's multiple range test (P < 0.05).

" Significant at P<0.001.




Bitter pit incidence during 3 moths of cold storage
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Foliar calcium fertilization to the fruit
‘ ! ) Smothee Golden Delicious/M9 (2012)
ot Tratamientos: 10 de julio, 10 de agosto y 31 de agaqsto..
Recoleccion: 10 de septiembre
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[{,‘ @= CsIC | Foliar calcium fertilization to the fruit

Valor medio de Ca, Mg y K (mg 100 g materia fresca) en pulpa y piel de manzaa Smoothee
Golden delicious, en recoleccion (10/09/2012) de los frutos de manzanos tratados en aspersion
foliar con CaCl, [0.5% Ca (p/v)] y dos adyuvantes, en una y en tres fechas.

Testigo 3,15 4,93 165,60
Tween 20 (1 aplic.) o | 4,27 4,80 154,46
Tween 20 (3 aplic.) % 5,08 172,97
Goma Tara (1 aplic.) Q. 3,26 5,00 173,17
Goma Tara (3 aplic.) 5,31 168,87
Significacion ns ns ns

Testigo 16,86a 39,39 292,75
Tween 20 (1 aplic.) — 22,35ab 35,22ab 278,45
Tween 20 (3 aplic.) e 30,55bc 30,31a 271,41
Goma Tara (1 aplic.) 18,57a 31,67ab 287,36
Goma Tara (3 aplic.) 35,64c 27,86a 296,14
Significacion 0,001 0,023 ns

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas del 95% entre medias aplicando el test de
separacion de medias de Waller Duncan (p<0,05).
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Conclusions

v' En especies frutales lefiosas adultas, de forma general, la Unica via de
aportar calcio al fruto es mediante tratamientos foliares.

v" Unicamente se han utilizado formulaciones que contienen compuestos de
origen natural, no téxicos, que no revisten riesgo para la salud.

v’ En este contexto, el uso de los adyuvantes adecuados permite la reducciéon
de la cantidad aplicada de fertilizantes de calcio.

v’ La determinacién de la fecha éptima de aplicacién permite reducir el
numero de aplicaciones para conseguir la eficacia maxima. Esto permite el
ahorro de materias primas, costes culturales en mano de obra y tiempo de
uso de maquinaria.

v Se ha comprobado que el uso de tratamientos foliares de calcio reduce la
aparicion de infecciones por Monilia, lo que implica una menor necesidad
de uso de fungicidas durante el desarrollo del fruto —en postcosecha no
esta permitido el uso de antifungicos-
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Chemical induction of corky spots

= Vacuum Mg?* Infiltrations

Vacuum (1 min)

+ Mg 0.12%

Sumerged (15 min)




MM cCsic | Calciopatias Prognosis
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Mm‘ csic l Calciopatias Prognosis

Days after infiltration
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h #CSIC I Tools for studying the distribution of calcium inside the fruit

Selective staining of calcium in fruit slices (patented)




h ~CsIC | Herramienta para el estudio de la distribucion del Calcio




Food Science and Technology International

hitp://fst sagepub.com

Visual Detection of Calcium by GBHA Staining in Bitter Pit-affected Apples
Val, M.A. Gracia, E. Monge and A. Blanco
Food Saence and Technology International 2008; 14, 315
DOl 10.1177/1082013208087 191

The online version of this article can be found at:
http://fst sagepub.com/cgi/content/abstract/14/4/315

J. Val.* M.A. Gracia, E. Monge and A. Blanco
Estacion Experimental de Aula Dei ( CSI1C'), PO Box 13034, 530080 Zaragoza, Spain

Bitter pit is a physiological disorder of apple fruits apparently caused by a localized calcium deficiency or
imbalance in ruits associated with low levels of calcium in the flesh. A new, highly selective method using
glyoxal bis(2-hydroxyanil, GBHA) was tested to reveal the preseénce of calcium within the fruit as a red stain.
Water-soluble and insoluble calcium was analyzed by capillary electrophoresis and atomic absorption
spectroscopy in pitted regrons, adjacent sound areas and pulp from sound apples. Both methods, sclective
calcium staining and mineral analysis, showed that calcium accumulates in the pitted areas ol apples aflected
by bitter pit. However, in mechanically intlicted wounds, the pulp of the apple was heavily stained but not the
corresponding Mingerprint, indicating a similar mechanism of insoluble calcium accumulation but a different
distribution of soluble calcium compared to the pits.

Key Words: apple, bitter pit, calcium staining, glyoxal bis(2-hydroxyanil)




Figure 1. (a) Fruit slices (left) and the corresponding
fingerprints on the filter paper (right) after GBHA
staining of: (1) bitter pit affected apple fruit, (2) sound
apple; (b) GBHA calcium staining of a thin section
of apple. The red area corresponds to a pitted zone;
(c) Magnification of sound (1) and bitter pit (2) apple
tissues following GBHA staining; (d) GBHA stain of a
fruit slice from a mechanically injured apple 6 days
after impact (upper), and the corresponding paper
fingerprint (lower).









CcsiIC . Herramienta para el estudio de la distribucién del Calcio

Tincion selectiva de calcio en secciones de fruto (patentado)

Bitter pit en Reineta
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Chemical induction of corky spots

= INJECTIONS

4 0.4% ammonium oxalate
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Chemical induction of corky spots

= INJECTIONS

4 0.4% ammonium oxalate

Selective staining of calcium in fruit slices






e Trends in caIC|um treatments

!/‘*\\/‘_N/aughb —_—

v' We have developed procedures for modeling bitter pit development
(i.e. Mg infiltration & oxalate injection)

2 v/ We have optimize methods for bitter pit prognosis

' v We discovered a differentiated new population of starch grains

' v We discovered a new 18 kDa protein in bitter pit tissues

v A novel method to reveal Calcium distribution in fruit has been published and
patented

v’ But, to be effective in apples, Calcium has to be applied at high rates which is
phytotoxic

) In summary:
v It is a tough task to deal with bitter pit
v However, novel treatments with Polysaccharide food additives (AUA) plus Ca,

seem promising in alleviating Ca-toxicity and permitting Ca-treatments increase
fruit quality (patent pending procedures)
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sz + CSIC ' Vitrescent Dark Spot: a Ca-related disorder of peaches (val, 2007; val et al

—~~ s

Late-season peach Cvs;
Aragdn, Spain (Val, 2009)

Vitrescent dark spot
affected tissue (x 50;
Fernandez, 2009)

Sound tissue (x 50; Fernandez, 2009)



[!‘i = +CSIC ' Vitrescent Dark Spot: a Ca-related disorder of peaches (val, 2007; val et al. 2009)

e Causes: not fully understood
¢ Incidence related to Ca metabolism & fruit growth & development (Quotation...);
Suggested e.g.: (Ferguson and Watkins, 1989)
e N giberellins (Gib) or Gib/ABA imbalances < environmental factors (saure, 2005)
*Problems associated with Ca*2 transporters (Park et al., 2005)

Agronomic factors I risk, e.g. (Tomala, 1999; Terblanche, et al., 1980):
e Thinning, N, K fertilisation, low crop load or excesive irrigation

Fig 1. Apple bitter pit & corky spots (Val, 2008) Fig 2. Vitrescent dark spot in peach (Val,
2007; Val et al. 2009)



tﬁ =  CSIC l Corky spot advanced stage

| Melocoton 58-GC. Procedencia: Puigmoreno
| Fecha recolaccion: 4/09/2014

; BunT2

* The ‘Corky Spot’ disorder is characterized by large areas of brownish skin.

* Damage seems to begin on the skin and then evolves into the core.
* At early stages it is like a russeting of the skin.
* |ts appearance is dehydrated with a brown coloration.

* Pulpis dark, matt, dry and corky, while VDS has always a wet pulp with a shinny appearance.



[ﬂ‘n B ccsic Minerals markers for distinguishing apple physiological disorders:
- . naturally occurred or chemically induced

Ca, Mgy K (mg 100g! de fresh matter) concentration of several apple tissues: sound pulp from
an intact, unaffected fruit bitter pit affected spot, adjacent pulp to bitter pit areas, bitter pit like
spots induced by vacuum infiltration of Mg salts; bitter pit like corky tissues induced by
ammonium oxalate subdermic injections and adjacent pulp (Diaz et al., 2006).

Fruit tissue Ca Mg K

Sound 2.51 a 5.19 a 99.86 a
Bitter Pit (BP) 6.74 ab 43.34 ¢ 150.25 b
Adjacent to BP 2.36 a 6.20 a 105.52 a
Mg like BP 10.73 be 63.28 d 120.58 ab
Adjacent to Mg like BP 3.36 a 15.42 ab 116.87 ab
Oxalate like BP 12.86 ¢ 21.25 b 121.97 ab
Adjacent to Oxalate like BP 3.53 a 5.61 a 106.82 a

Means in columns followed by the same letter do not differ (P < 0.05) according to the Waller-Duncan test



tﬂ =  CSIC Minerals markers for distinguishing apple physiological disorders:
‘ | naturally occurred or chemically induced
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Minerals markers for distinguishing peach physiological disorders:

CSIC
' all naturally occurred

Ca, Mg y K (mg 100g-1 de fresh matter) concentration of several peach tissues:
sound pulp from an intact, unaffected fruit, Vitrescent Dark pulp affected spot,
adjacent pulp to Vitrescent Dark areas, Corky Spot; adjacent pulp to Corky Spot
areas

Fruit tissue Ca Mg K

Sound 3.42 ab 6.77 a 188.80 a
Vitrescent Dark Spot (VDS) 3.45 ab 10.10 a 186.26 a
Adjacent to VDS 4.57 b 6.84 a 200.86 a
Corky Spot (CS) 3.54 ab 15.96 b 690.59 b
Adjacent to CS 2.87 a 9.33 a 261.02 a

Means in columns followed by the same letter do not differ (P < 0.05) according to the Waller-Duncan test



csiIC |

Minerals markers for distinguishing peach physiological disorders:
all naturally occurred
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[#i= csic| Conclusions

* Visual appearance of peach fruits affected by ‘vitrescente dark spot’ (VDS)
and its mineral pattern composition, differentiates this disorder from other
calcium related alterations in fruits and vegetables.

» Specifically, bitter pit patterns described by this very research team,
resemble close to those obtained from peach tissues affected by the new
disorder provisionally called ‘corky spot’ (CS) of late season peach cultivars

* Success in alleviating calcium related disorders in apples by foliar sprays has
not been equally effective to decrease VDS of late season peaches, so far.
However, efficiency to mitigate the new CS by calcium fertilization
strategies has been demonstrated.

* This new CS disorder has becoming a serious problem in recent years,
causing serious losses in crop production, distribution, marketing and
consumer sales. Therefore, it is of great interest to continue the
investigation of the causes of these physiological changes and cultural
methods that can help to mitigate them.



del laboratério al campo
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tmm csic | Transferencia a empresas

Testigo

Tratamiento




l& w=  CSIC | Industrial orchards
% fruits affected by bitter pit and lenticel blotch pit
5 months storage after harvest
Private company contract (50 ha)
34,91 %
35
30
25
20
15
10 3,34 %
s =
0

Control (T1)

CaCl2 + Goma tara (T2)




Calcio para mejorar las frutas y la salud

(/ Optimizadas estrategias de fertilizacion foliar con calcio. Grupo del CSIC Nutricién
de Cultivos Frutales de la EEAD

u En el campo:

v

v

Plantaciones comerciales de manzano con minima incidencia de BP y otras
alteraciones fisiolagicas.

En Melocoton tardio de Calanda se evita la aparicion mancha vitrescente y
corchosidad.

Mayor firmeza para mejorar aptitudes para el transporte a larga distancia
(exportacién) sin perder ni propiedades organolépticas ni textura



lﬂm csic | Transferencia a empresas

v Recuento de calciopatias (Index de calciopatias)

Manzana Reineta Gris (13/02/2013). Ensayo Calcio

Index calciopatias (BP +P)
ORrNWARULON
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w
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Y
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-
w
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indice de calciopatias observadas (Bitter Pit y Plara), teniendo en cuenta el grado y la superficie del fruto afectado, segin la ecuacién:

[(frutos sanos x 0)+(frutos calciop. grado 1x1)+(frutos calciop. grado 2x2)+(frutos calciop. de grado 3x3)+(frutos calciopatias grado 4x4)]/5




t!mm csicC | Transferencia a empresas

Conclusiones

= Se consiguio aumentar el contenido de calcio en piel, obteniéndose los niveles
mas altos del nutriente en aquellos frutos procedentes de arboles a los que se
habian realizado tres aplicaciones de calcio.
= Realizar varias aplicaciones en una horquilla estrecha de tiempo para
asegurar que todos los frutos han recibido el tratamiento en la fecha en la
que la absorcion del elemento por parte del fruto es mds alta.

= Se redujo la incidencia de fisiopatias (Bitter pit y Plara) en aquellos frutos a los
gue se habian realizado tres aplicaciones de calcio.

" Los que unicamente habian recibido una aplicacion del elemento se
mantuvieron con el indice mas elevado de fisiopatias.
» Habria que seguir ensayando para optimizar tanto el momento de
aplicacion, como el numero de tratamientos realizados.
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Alergia a frutas y verduras

ALERGENOS

Los alérgenos mas importantes son las proteinas siguientes:
PR-2: Platano, patata, tomate

PR-3 (quitinasas): Castana, aguacate, platano

PR-4 (quitinasas): Nabo, salico

PR-5 (taumatina): Manzana, cereza, pimiento, kiwi, uva
PR-10 : Manzana, cereza, albaricoque, pera, apio, zanahoria, avellana patata, perejil

PR-14 (Proteinas transportadoras de lipidos *): Melocoton, manzana, cereza, albaricoque, ciruela,
soja, esparrago, lechuga, uva y zanahoria

Profilinas: Gran variedad de frutas y hortalizas
Proteasas: Papaya, higo, pina, kiwi, soja, melon
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Polypeptide Pattern of Apple Tissues Affected by Calcium-
related Physiopathologies

1. Val* MA. Gracia, A Blanco, E. Monge and M. Pérez

Descubrimos una proteina de
18 kDa en las manchas de bitter
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Caracterizacion de la proteina de 18 kDa
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Comparaccones
(Manchas naturales e inducidas, mangoano sana,)

e Manchas
MCP Oxalato b b-p sana  patron
Reineta Golden Golden p mol




Confirmacion de alergenicidad

Lane 1 Lane 2 Lame3 Lane 4 Lanes Lane 6
MW (Standard) (Bitter Pit) (Healthy) (Bitter Pit) (Healthy) (Standard) MW
(kDa) T e g W (kDa)
74 o8 > <« 4 Analisis MALD"TOF/TOF
66.2 —f» — -3 ® . - 66.2
£t
S > ' o4 &« “ I|dentificadas por primera
vez los dos principales
- -
1 e« ' alergenos de la manzana
/| &, (Mald 1 and Mald 2) en
las manchas de bitter pit
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Evolucidon de isoenzimas de la variedad
Reineta (desde flor hasta cosecha)

' P Aorl W‘” J"'""’?‘f'f Agosto Cosecha Flor Abril Mayo Jun Jul Agosto Cosecha
Polifenoloxidaso Pevoxidaso i

Disminucién de la intensidad de color conforme avanza el
desarrollo del fruto.

1%

Mayor actividad de las isoenzimas estudiadas en los | e
estadios iniciales de la evolucion del fruto. .
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Fostharvest Rology and Technology 111 (2016) 224. 239

Contents lists available at ScienceDirect

Postharvest Biology and Technology

Jjournal homepage: www.slsevier.com/locate/postharvblo

Identification of bitter pit protein markers in Malus domestica using @c“m
differential in-gel electrophoresis (DIGE) and LC-MS/MS

M. Krawitzky®", I. Orera®, AF. Lopez-Millan?, R. Oria®, J. Val*

* Deparvment of Phant Nuertion, Estocidn Experimenl de Auwlo Det (EEAD-CSIC), Avda. Morsafiana 1005, 50059 Zoraguza, Spain

® Proteomicy Unit, Gertro hevestigociones Somédicas Aragde (CTBAL Instituto Aragonds de Clencins de b Sokad (IACSL NSAragun. ProteoRed ISQIN momber,
Zurqgozy, Spain

“ Tecmokgia de dox Alimentos, Facultad de Vetermaria, Undversidad de 2aragomm, Migudf Servet, 177, 50013 Zaragoza, Spain

ARTICLE INFOD ABSTRACT

Articke history: Bitter pit is a physiological disorder that occurs in apple, pear and quince and has Jong been associated
Received 5 Apeil 2015 with calcium uptake or lack thereof. In the present study, pooled biological Malus domestica proteins
’“""‘: ‘:'ﬂ“'“‘“’ ’k"'ﬁ""z;fs““““ 2015 were collected from healthy and naturally occurring bitter pit fruit. Protein samples (bitter pit and
Ascepied ) Sptem healthy) were analyzed with differential in-gel electrophoresis (DIGE) and SameSpots software was used

Avallable ol 2000 to compare gel spots by intensity. Identified spots (p < 0,05) were spot picked and trypsin digested,

Peptides were separated by liquid chromatography (LC) and submitted to LTQ-Orbitrap mass

:z:‘:":: spectrometer to infer protein identification. A total of 200 + 5 protein spots were detected, 41 spots
Appie classified as having p < 0.05 and were successfully identified by their peptide sequence listed in an online
Pathogenesis-related (FR) proteins M. domestica database, Thirteen spots were identified as having p = 005 and a minimum 2-fold change,
DIGE Several pathogenesis-related (PR} proteins belonging to three PR families, PR-5 (103-fold), PR-
LTQ-Obityap 8/chitinase (35.5-fold ) and PR- 10 (6.8-fold) were upregulated in bitter pit sampled tissues. Three proteins

mnvolved in several metabolic processes including ethylene blosynthesss (3.3-fold ), glycosyltransferase
reactions in metabolism {2.3-fold) and metal biding {111-fold) were found to be overly expressed in
healthy sampled tissues. This research provides a significant advance in the knowledge of protein
expression alterations occurring in bitter pit in comparison with sound tissues,



ti‘im csic |

Healthy Bitter Pit

Fig.4. Distnibution of total bitter pit and healthy Malus domestica protems identified using SameSpots software, Significant proteins (p < 0.05) are displayed as circles and the
arcle overlap represents non significant proteins.



Ca-related disorders Foliar fertilization to the fruit

Contents lists available at SciencaDirect

Scientia Horticulturae

journal homepage: www.elsevier.com/locate/scihorti

Improving the performance of calcium-containing spray formulations to
limit the incidence of bitter pit in apple (Malus x domestica Borkh.)

Alvaro Blanco, Victoria Fernandez !, Jesis Val*

Estacion Experimental de Auke Dot (CSIC). Notricion Vegetal Avde. 1085 50059, Spaw
ARTICLE INFO ABSTRACT
Arnicle blrory. Laboratory and field experiments were carmed out with apples (Males x domestica Borkh, ) cv. ‘Golden
Recewed 16 Aprsl 2010 Reinders’, to assoss the efficacy of sodium salt of carbaxymethyt echer of cellulose (0.5% CMC) as an
”“‘“"‘":""‘"‘:;""' I8 August 2010 adjuvant for Ca spray formulations containing oither Ca-chloride or Ca-propionate as active ingredient
Actapied | Sephenibs 200 (120 or 250 mM Ca). This additive significantly increased the retention of Ca-containing solutions by the
apple skin and prolonged the process of drying of the solution at room temperature, Four days after
"""“'_‘: immersion of apples in 0.5% CMC plus CaCl; or Ca-propionate solutions { 120 and 250 mM Ca) significant
m » Ca increases were recocded in the peel and cortex of treated fruits. Application to apple trees of in-season
Witser pit sprays containing 250 mM CaCl; plus 0.05% Tween 20, Ca-propionate (120 and 250 mM (a) plus 0.5%
Ca-peoplonate CMC or 250 mM CaCl; phus 0.5% CMC had no impact on fruit yield and quality, but significantly lmuee
Carboxymatdyicellubose the rate of bitter pet incidence during the following 3-maonth cold petiod, Evid is provid
Caclum sprays that add of d mﬁmmanhmmemmhmwdommmﬁmx
Peust quaslity and belps to reduce the incidence of Ca-related disorders over the postharvest cold-storage period,
Humectancy © 2010 Blsevier BV. All rights reserved.
Spray resention
1. Introduction The effects of in-season spraying and/or post-harvest dipping of

apple fruits in Ca solutions have been evaluated in various studies

Bitter pit remains as one of the main problems for appie grow- in terms of e.g., bitter pit development, Ca content increase and
ing industry around the world, particularly in areas where climatic improved fruit firmness. However, inconsistent results have been
conditions are generally dry. Such physiological disorder which  often reported (van Goor, 1971; Lidster and Poritt, 1978: Hewert
develops during the period of fruit growth (l‘emnon etal, 1999),  and Watkins, 1991 Neilsen et al, 2005 Lotze and Theron, 2006;
has generally been related to calcium (Ca) d in the fruit Loeze et al., 2008: Vai et L., 2008), Recently, Vai et al. [ 2008 ) showed
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CIENCIA AVANCES EN FRUTICULTURA

| Mejorar algo excelente es el reto al que se enfrenta un equipo cientifico multidisciplinar que estd investigando como
aumentar la calidad del melocoton de Calanda. El proyecto abarca desde su genética hasta ¢l modo en que debe ser cultivado y comercializado

En busca del melocoton diez

ocos melocotones hay co-

mo los de Calanda. Un fru-

to dulce, firme y carnoso
que parece casd imposible de mejo-
rar. Pero como dice el archicomoci-
do lema publicitario, «i ible is
nothings (nada es imposible) y o
reto es, ahora, crear un fruto diez,
Para ello, clentéficos de tres institg-
tos de prestiglo (el Centro de Inves-
tigacion y Tecnologda de Aragdn-
CITA, ¢l CSIC, y ln Universidad de
Zaragoza) lideran un proyecto de
investigacion en el que se estd tra-

bajando con el melocoton de Ca-
landa para, entre otras cosas, con-
SCRUIT piczas mids carmosas, firmes
y dulces; hacerlas resistentes a via-
jes de mides de kildmetros (incluso
cuando la cadena de frio se rompa),
voombatir los hongos v enfermeda-
des que sucken atacarkas, Todo cul-
dado i medido al detalle: desde las

_ vars S QUE S& CTUZAN para me-

jorar Jos resultados, hasta L calidad
del fruto cunndo estd en el drbol y
que debe conservar tanto si es con-
sumado agui comeo si estd destina-

Una investigacion multidisciplinar

do aacabar en la mesa de un exclu-
sivo cliente europeo o asiatico,

Otro reto es lograr nuevas varie-
dades tan buenas o mejores como
Las que ya existen que anticipen el
periodo de oferta de este tipo de
melocotin, que actualmente es e
ltimo que se comercializa -de me-
diados de septiembre hasta la pri-
mera decenas de noviembre-, Asi se
mejorard su vida dtil y su rentabili-
dad. Con este objetivo, también se
vit 2 intentar disminuir la caida de
fruto antes de su cosecha.

El desafio no es ficil, porque el
mehocoron de La DO, Calanda cum-
ple ya con unas normas muy exi-
gentes, y es ¢ Gobierno de Aragdn
el que financia la segunda fase de
este reto (hubo ya un estudio ante-
rior que se interrumpid en 2001, De
momento, y hasta junio, se van a
destinar cerca de 100,000 curos, y el
compromiso es gue habra financia-
clon para otras dos anualidades

Trabajo flor a flor
Dentro del que se conoce como

I ALGUNOS OBJETIVOS I

Lograr un fruto de exce- Obtener varledades que Lo ideal seria cbtener va- Avanzar en laformade ha-  Lograr formas de comer-
lonte cabidad gustativa, sufran a minima caida riedades con frutos de cer frente a algunas fi- clalizacidn més innova-
mds firme, con un mejor de frutos antes de 1 re- morfologia simitar y que siopatias y problomas doras, como desarrollan-
equiibrio entre los azo- cogida y que permitan maduren escalonada- detectados actualmente, do, por ejemplo, envases
cares y la acidez, y un adelantar la cosecha al mente segin o periodo compo la mancha vitres- Inteligentes que manten-
color uniforme. 20-25 de agosto. de comercializacion, centa, gan la calidad lograda.

Amurillo Tardio del Bajo Aragon
hay tres clones sefeccionados (Jes-
e, Evalsa y Calante) que son los
que estan reconockdos dentro de b
D. O. El programa de mejora del
medocoein de Calanda s Inicio en
la primera fase de la investigacion
actual y depende del investigador
José Manuel Alonso de la Unidad
1+D de Hortofruthcultura del CITA.
Alonso Heva varias temporadas
cruzando estas variedades permiti-
das con otras de la zona que pue-
den ayudar a mejorar ko que existe
actualmente. Esta abor es muy k-
boriosa y meticulosa: primero se
castran las flores def drbol entero y
se dejan solo los pistilos, que for-
man la parte reproductiva femeni-
na de ka planta. De la otra variedad
a cruzar se sacan las anteras (la par-
te terminal de estambre de la flor)
que se encarngm de produis el po-
len y posteriormente se polinizan
manualmente, flor a flog, los pistilos
del arbol castrado.
. Sitodo va bien y no se producen



C) Del arbol a la mesa

Recoleccién, conservacion y
comarcializacikén: La Univers:
dad de Zaragoza trabaja en vamos
frentes, como los emases inteli-
gantes y que 56 logre un enfria-
miento rapido y controdado. Las

Al detalle. Hasta ahota se han pariodo posteosecha of control
rmalizado mas de 9 cnuzamentos

derentes antre las varledades
actuales de la DO (Jesca,
Calante y Evaisa) y otras

de fnterés, también au- grados. Combinando
toctonas, £l CITA esty las bajas temperaty.
dia, adernds, muchos

ras con la medifi-

ORrOs ASPRCLDS, COMD CHCHN GASB05A

| gestion del agua y ded entorno de
los nutrientes en las atmdsferas pro-
parcelas, fa carga 1ectoras se

da frutos de cada pueds optimi-
arbol (akgo decisi- 2ar |a conser-
Vo en términos de vackon. Los ba-
rentabilidad) y of fios y trags-
medo de lograr RS 51
variedades mds perficiales son
resistantes, chives,

B) Un fruto de calidad
Cuando o mefocoton estd todavia

resulta dificll si se tieno on cuerta
en el arbol, se estudian multitud de

que &l producto se embolsa,
nspectos . caa on pueds Alergix El melocoton es el princi-
Aclareo: Un aclareo excesivo en el : ajorar su calidad y aviar  pal simento inductor de akengia en
Fruto ded medocotonero se traduce - fl tamcidencia de calciopatias y pro-  adultos y mayores de 5 shos enel
&0 un aumento del peso medio de blemas comolamancha witrescen-  drea mediterrdnea. Por @50 56 va a
cada pieza, pero tambeén en una te. Hay que encontrar la manerade  esticdiar su protecasca.
duccion totad de & producclon. aplicar el calclo y dste queda adhe-  Embolsado: Se propane sustitisr

Se analizard dénde esth of equili- Mancha vitrescente. ridio & la superficie del fruto duran-  las bolsas de paped que se usan
brlo. e &l mayor tempo posible, ko que  ahora por otras blodegradabiles.
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A todo este trabajo que engloba
seleccion, culdado de las condicio-
nes de cultivo y crecimiento y eva-
luackin del fruto, se suma el del
CSIC, vital cuando ef fruro estd cre-
ciendo en la ramsa En este caso, hay
un clemento esencial para la vida y,
por ende, pari ln calidad del melo-
cotdn: ¢l calcio,

B calcio, fundamental
wEl calcho o3 esenclal para los plan-
tas, porgue las células vegetales po-
seen pared celular y necesita el cal-
cio para ser rigidas. Ademis, cste
netis como cementante y da firme-
za al frutow, explica Jesds Val, direc-
tor de la Estacion Experimental del
Aula Ded (CSIC), elero en ¢l em-
pefo de hacer frutos mis grandes
y boniton se fuerza a ks naturaleza
y se¢ plerden otras cualidades. No
solo esto, sino que el frito tiene po-
o calcio y puede sufrir alteracko-
nes fisiologicas causan man-
chas ¥ otros problemass enfatiza
De hecho, ahi esti la mancha vi-
trescente, uno de los problemas que
mds devalia el producto, Por eso,
parte de su trabago serd el de probar
estrategias de dltima generacidn
con aplicaciones foliares de calcio
4 la plel de los melocotones que
Ecrmiun que la solucion quede ad-
erida aungue haya humedad,
Cuiindo se aplica este calcio y o
ma se aplica (hay que recordar que
el fruto se embolsa) es decisivo.
Con esto, tal vez este tipo de man-
chas puedan controlarse y, ademds,
e logrard un fruto mds firme.

Ewases

No obstante, todos estos avances

caerian en 200 roto §i no se actua-
ra tamblén sobre la tecnologia post
cosecha. Desde el grupo de inves-
tigackdn de 1a Universidad de Zara-
goza en Teenologéa de los Alimen-
tos tratan de encontrar las mejores
soluciones para la conservacion del
fruto y su transparte una vez reco-
lectado. «Hay que mantener [a ca-
lidad fograda en ef campo hasta la
mesa, aungue para ello tengamos
que stmular viajes en avidn de va-
rias horas o posibles eventualida-
des porque se plerda, por elempla,
la cadena de frios, explican Rosa
Oria y Maria Eugenia Venturini
No solo hay que elegir medios y
utillajes de recoleccion adecuados,
sino aplicar sistemas de prerefrige-
macion que consigan que ¢l fruto no
se estropee, De hecho, s durante el
lodo post cosecha el control de
temperatura no es ¢l adecuado
pueden producirse daflos poe frio,
y algo comm que el melocotdon csaé
aentre 2y 7 grades puede ser muy
dafino para ¢l También se van a
probar badios y cepillados que com-
batan los mahos que suelen proli-
ferar debido a que ¢ melocotin es
rico en agua y az0cares; y se van o
cobseguir atmdsferas dptimas pam
que los frutos viajen' protegidos.
Para esto, resultard decisivo que se
disciien envases inteligentes v que
estos se pruchen simulando retra-
%05 en ¢l transporte, cambios de
temperatura, ete. Por supuesto, un
equipo de catadores entrenados
evaluarin el aroma o ¢l sabor de ca-
da una de estas pequedias obras de
arte on bas que tantos talentos estin
lavirtiendo sus esfuerzos.
LARA COTERA

Izda a dcha: Rosa Oria (UZ), Jesds

Val (TSIC), 1. Manuel

Alonso (CITA) y Eugenia Veturini (UZ), « wosne

La ciencia, al servicio de un fruto
aragonés protegido en todo el mundo

Aragon s la segunda
comunidad con mis me-
locotonervs. El reto sigue
siendo diferenciar al de
Calanda de imitaciones e
incrementar su beneficio

ZARAGOZA. La Ciencia se pone
al servicio de un producto que es
en s mismo un fendmeno caltu-
ral, historico y social, Clentificos
del CITA, ¢l CSIC y la Universs-
dad de Zaragoza suman esfuer-
208 para retomar eate proyecto y
lograr lo mejor de lo mejor, por-

quru-Lanc ya de que el melo-
cotdn de Calanda es, de por si,
excelente,

Por delante, muchos retos de
consumo, de prestigio y econd-
micos. Aragon ¢5 la segunda co-
munidad con mds superficie de
melocotonero (18159 ha), por de-
tris de Catalufia, Un 11.3% de to-
do este campo (2.049 ha) se cul-
tiva en Teruel y, un amplio por-
centaje estd destinado a comer-
cializarse como Melocotdn de
Calanda, In inica D. O. protegida
de esta fruta en Espafia

Su produccion data de ka Edad
Media, y desde 1965 se embolsy

ol fruto, El mercado espatiol es of
principal destino (95%), pero se
et intentando abrir nuevos ho-
rizontes, como el alemin o ¢l sui-
20,
La D.O., ademds, necesita ser
competitiva frente a otras zonas
limitrofes que tamblén estin em-
pezando a producir melocoton
embolsado, Incluso con los clo-
nes permitidos por ka Denomi-
nacion, aprovechindose de la
marca. Por eso, 5 un plus’ con-
sepir un material vegetal espe-
citico para la D.O. que mejore La
ya sobresaliente calidad actual
LC
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