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RESUMEN:

Laberenjena es un cultivo anual, su periodo de cosecha comienza en primavera (noviembre-diciembre) y culmina en otofio (mayo),
ya su requerimiento de alta luminosidad y clima célido determina la extension de dicho ciclo. La polinizacién y posterior desarrollo
de semillas, como asi también la anatomia celular de los frutos en distintas etapas del crecimiento, son factores de calidad del fruto
que podrian ser afectados por los cambios de temperatura durante las estaciones; aunque no existen trabajos hasta el momento
en donde se determine dicha relacidn en berenjena. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del estado de
crecimiento y estacion de cosecha sobre la microestructura y contenido de semillas de berenjena. Se trabajé con berenjena violeta
en dos estados de crecimiento definidos por la longitud de los frutos: baby o E1 (9cm) y comercial 0 E2 (17c¢m); cosechados en tres
estaciones dentro de su ciclo de produccién: primavera (Pdiciembre), verano (V-marzo) y otofio (O-mayo). Se analizé la tasa de
crecimiento, laanatomia del tejido epidérmico y endocdrpico mediante microscopia dptica, y el espesor dela cuticulay contenido de
semillas mediante andlisis de imdgenes (Image]). La velocidad de crecimiento disminuyé con el avance de las estaciones, tardandose
en O entre 2 y 3 veces mds en alcanzar los E1 y E2, respectivamente, que en P y V. En cuanto a la estructura celular, con el avance
del crecimiento se observé un aumento del tamafio celular y de los espacios intercelulares. A su vez, los frutos en O presentaron
células menos turgentes, con una mayor desorganizacién y alcanzaron un menor espesor de cuticula. El tamano de las semillas
aumenta con el crecimiento del fruto, no asi el nimero. El nimero y tamafo de semillas fue mayor en los frutos cosechados en V
¢ intermedio en frutos cosechados en O. Por los resultados observados podemos concluir que la estacidon de cosecha es un factor
determinante. Los frutos cosechados en O fueron los mas afectados en su anatomfa celular y los cosechados en V presentaron
mayor desarrollo de semillas.

PALABRAS CLAVE: andlisis de imagenes, microscopia, Image], epicarpio, endocarpio.

ABSTRACT:
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The eggplantis an annual crop, its harvest period begins in spring (November-December) and culminates in autumn (May), and the
extent of this cycle requirement was determined by high luminosity and warm climate determines. The pollination and subsequent
development of seeds, as well as the cellular anatomy of the fruits at different growth stages, are fruit quality factors that could
be affected by the temperature changes during the seasons; although no works were found in eggplant. The aim of the present
work was to evaluate the effect of growth stage and harvest season on the anatomy and content of eggplant seeds. Violet eggplant
was harvested with two growth stages defined by their length: baby or E1 (9 cm) and commercial or E2 (17 cm); harvested at
three seasons within its production cycle: spring (December), summer (March) and autumn (May). Several determinations were
made: growth rate, anatomy of the epidermic and endocarpic tissues (optical microscopy), cuticle thickness and seed content
(image analysis by Image]). The growth rate decreased with seasons, taking in Autumn 2 to 3 times more to reach the E1 and
E2, respectively, than in spring and summer. An increase in cell size and intercellular spaces was observed with the advance of
growth. In turn, fruit harvested in autumn showed less turgid cells, with a greatest disorganization and smallest thickness of cuticle.
The seeds size increased with the growth of the fruit, while the seed number remained unchanged. The number and size of seeds
were higher in the fruits harvested in summer. While in autumn, the lowest seed growth was observed. Results showed that the
harvesting season is a determining factor. Fruit harvested in autumn were the most affected at the cellular anatomy, and fruit
harvested in summer showed a high seeds development.

KEYWORDS: image analysis, microscopy, Image], epicarp, endocarp.

INTRODUCCION

La berenjena es un fruto de climas célidos, con alto requerimiento luminico. Llega a tolerar temperaturas
de hasta 40-45 °C, aunque la 6ptima estd comprendida entre 23- 25 °C. A pesar de ser un cultivo anual,
hacia el final del ciclo productivo nos encontramos frente a una planta mds agotada, con diferente tasa de
crecimiento y actividad metabdélica; que combinada con la temperatura ambiente puede ser otro factor clave
en influir sobre la calidad del fruto, principalmente los aspectos de sabor y firmeza. En general, las semillas
son las responsables del sabor amargo de los frutos, por lo cual un contenido excesivo de las mismas no seria
de gran aceptacién. A su vez, la firmeza es considerada un aspecto clave y determinante de la aceptacién por
parte del consumidor, ya que seria rechazado tanto un fruto excesivamente blando como rigido.

Los frutos se cosechan generalmente cuando han alcanzado un 80% de su tamano final, en estado inmaduro
(Lawande y Chavan, 1998); aunque actualmente existe una tendencia en el consumo de frutos baby o de
crecimiento reducido, aportindole un valor agregado. Los estados de crecimiento influyen sobre la calidad
de un fruto, y algunos factores ya fueron estudiados, como lo es el contenido nutricional de los mismos y
la firmeza (Zaro y col. 2014). Sin embargo, ain no se ha estudiado cémo se ve afectado el contenido de
semillas ni la microestructura del tejido a lo largo del crecimiento del fruto. La polinizacién es un proceso
determinante parael contenido de semillas de un fruto, y la misma depende en gran medida del genotipo, pero
también de las condiciones climéticas como la temperatura, la humedad, la energfa luminosa y el fotoperiodo
(Kowalska, 2008). Asi también la estructura celular podria ser afectada por las condiciones climaticas y en
consecuencia la firmeza del fruto; mas atin en condiciones de bajas temperaturas que podrian causar dafo
por frio ya en el cultivo. Aun siendo la temperatura de cultivo un factor que juega un rol fundamental sobre
los parametros de calidad mencionados, no existen trabajos hasta la fecha en donde se estudie su efecto en
berenjena. Por ello en el presente trabajo se estudié como se ve afectada la calidad de frutos de berenjena en
dos estados de crecimiento: baby (E1) y comercial (E2) cosechados en tres estaciones desde el inicio hasta
el final de su ciclo productivo: primavera, verano y otono; estudiando especificamente la microestructura
como factor determinante de la firmeza, y el contenido de semillas a través del analisis de imigenes como
herramienta actual.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se emplearon berenjenas violetas (Solanum melongena L.) cv. Monarca producidas en
invernaderos de La Plata (Buenos Aires, Argentina). Frutos recién cuajados se marcaron y midieron los
dfas (days after fruit set o DAFS) necesarios para alcanzar distintos estadios de crecimiento definidos por la
longitud de los frutos desde 0,09 a 0,21 m. Se definieron y cosecharon dos estados de crecimiento: baby o
Estado 1 (E1: 0,09 m) y comercial o Estado 2 (E2: 0,17 m) para ser estudiados en tres estaciones a lo largo del
ciclo productivo: primavera-P (diciembre 2015), verano-V (marzo 2016) y otofio-O (mayo 2016). El rango
de temperatura ambiente fue de 14-26 °C, 14-25°Cy 5-15 °C en primavera, verano y otofio, respectivamente.
Treinta frutos de cada estado y estacién de cosecha fueron cosechados y transportados al laboratorio para
ser estudiados. El andlisis de imdgenes fue empleado en el presente trabajo para analizar la composicién de
semillas y microestructura del tejido.

Analisis anatémico

Fijacién. La cuticulay la anatomia del tejido de berenjena fueron analizadas por métodos de microscopia.
Cinco rodajas de frutos distintos fueron cortadas de la zona ecuatorial del fruto y fijadas inmediatamente con
FAA70 (formol: 4cido acético glacial: etanol 70%) hasta su andlisis (Johansen, 1940).

Espesor de cuticula y anatomia del tejido epidérmico. Para el estudio del tejido epidérmico se cortaron
secciones longitudinales de la zona mas periférica, que incluye a la piel, de las rodajas fijadas (Figura 1). Para
la deteccion de la cuticula se introdujeron los cortes por 15 min en Sudan IV y luego se diferenciaron en
etanol 70% por 1 min. Las secciones se montaron en un gel de glicerina. El color rojo indica la presencia
de componentes lipofilicos, en este caso la cuticula del fruto. Se us6 un microscopio de luz (Gemalux), las
imdgenes se capturaron con una cdmara (Moticam 1000), una amplitud de 100x y 400x y se analizaron
mediante el software Image Plus 2.0. El espesor fue expresado en pm.

FIGURA 1

Imagen de una rodaja de la zona ecuatorial de berenjena en donde se
diferencia al tejido epidérmico (1), del endocdrpico: externo (2) y central (3)

Anatomia del tejido endocarpico de la pulpa. Secciones del endocarpio de la regién externa (a partir de
los 8 mm en direccion de la piel hacia el centro, sin incluirlo) y central de la pulpa (“corazén” del fruto)
de las rodajas fijadas fueron cortadas manualmente (Figura 1). Dichas secciones se decoloraron, lavaron y
montaron en gel de glicerina con 80% de safranina. Se usé el mismo microscopio de luz, cimara y analizador
de imagenes anterior, y una magnificacién de 100x.

Numero y tamafio ocupado por semillas en la rodaja. Para determinar el contenido de semillas quince
rodajas de diferentes frutos fueron cortadas de la zona ecuatorial (5 mm de espesor) y escaneadas (Scanner
HP DeskJet F4480) 30 min después del corte a fin de permitir el pardeado de las mismasy con ello una mejor
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deteccién por parte del software. Se determiné el numero y tamano de semillas, empleando un software de
andlisis de imagenes (Image J2.0). Los resultados se expresaron en m2 .

Analisis estadistico

Se definié un disefio factorial y los resultados fueron analizados mediante ANOVA. Las medias fueron
comparadas mediante el test LSD de Fisher con P<0,05 Empleando el software INFOSTAT.

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento de los frutos

Aunque la berenjena puede ser consumida en sus distintos estados de crecimiento, los productores cosechan
alaberenjena cuando han alcanzado un 80% de su tamano final, siendo éstos los frutos de tamano comercial.
Sin embargo, actualmente podemos encontrar también en el mercado frutos de tamafo pequefio conocidos
como baby que le otorgan un valor agregado al producto. En nuestro trabajo definimos a los estados, por
su ongitud, en baby o E1 (0,09 m) y comercial o E2 (0,17 m). Ha sido reportado que se tarda entre 15-35
dias para alcanzar el estado comercial, pero en el presente trabajo observamos que depende de la estacion de
cosecha. En Py V se necesitaron entre 10 y 20 DAFS para llegar a los tamafios E1 y E2, respectivamente;
mientras que en O se necesitaron 26 y 52 DAFS respectivamente, siendo cerca de 3 veces més lento (Tabla
1). Ast podria estimarse que los frutos crecieron cercade 1 cm/dfaen Py V,y 0,3 cm/dfaen el O.

TABLA 1
Dias luego de la fructificacién (DAFS) y longitud alcanzada por los frutos en las tres

estaciones estudiadas: Primavera, Verano y Otono. Se seleccionaron dos estados de
crecimiento definidos por la longitud: E1 (baby) y E2 (comercial). Valores con letras distintas
indican diferencias segun test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05

Primavera Verano Otofio
;'T::] Longitud (m) ;T:; Longitud (m) Fd?:ss} Longitud [m)
E1 10 0.08940.006 10 0.09140.009 26 0.09240.008
12 012180004 13 0.120£0.004 35 0.12320.009
14 n.xsnu.m}a: 16 0.154 :a.m; 43 G.ISIIH.M_IL
E2 16 ﬁ.l?liﬂ.ﬂﬂ#h 20 n.unn.mah 52 0.170 :n.mah
19 0.21080.005 27 02110002 62 02110006

Anatomia celular del tejido epidérmico y endocérpico de los frutos. La anatomia y fisiologia de los
vegetales puede verse afectada tanto por el propio crecimiento del fruto como por factores caracteristicos de
cada estacion climatica tales como exposicion a la luz solar, temperatura ambiente y amplitud térmica. Sin
embargo, la anatomia de la berenjena durante el crecimiento del fruto y/o la temporada de cosecha no ha
sido descripta previamente. En el presente trabajo, la anatomia de la pulpa de berenjena se evalué mediante
microscopia 6ptica sobre rodajas de la zona ecuatorial de la fruta. Para mas detalle el tejido se diferenci6 en
epidérmico, que comprende epidermis, epicarpio y las primeras capas celulares del endocarpio (Figura 2 A-
F); y endocarpico, a partir de la anterior hasta el centro de la rodaja, dividiéndose este tltimo a su vez en:
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seccién externa (zona alrededor de los 8 mm en direccién de la piel hacia el centro) (Figura 2 G-L) y seccién
interna (endocarpio profundo, en el corazén del fruto) (Figura 2 M-Q).

Tejido epidérmico Tejido endocarpico
El E2 E1l E2 El E2
Seccion externa Seccidn interna

Primavera

100 um i‘

FIGURA 2
Imégenes de microscopia 6ptica de tejido epidérmico (A-F) y endocdrpico de berenjena
seccionado en periférico (A-I) y central (J-Q) en tres los dos tamanos estudiados:
baby o E1 y comercial o E2; cosechados en tres estaciones diferentes: Primavera,
Verano y Otono. Magnificacién del tejido epidérmico 400X y del endocirpico 100X

Verano

Otofio

Dentro de lo que denominamos tejido epidérmico (Figura 2 A-F) podemos encontrar: la epidermis,
constituida por una capa de células redondeadas, empaquetadas y cubiertas por una cuticula de naturaleza
lipidica; el epicarpio, el cual se extiende a través de unas pocas capas celulares adyacentes y muestra un aspecto
compacto; y por ultimo se visualizan unas primeras capas del endocarpio, en donde las células comienzan a
diferenciarse, adquieren una forma mds alargada y un mayor tamano, como asi también aparecen moderados
espacios intercelulares. En las estaciones P y V (Figura 2A-B y 2C-D) se observé un aumento en el espesor
de la cuticula y en el tamano celular con el crecimiento del fruto. En cambio, en la estacién O (Figura 2E-
F) el espesor de la cuticula no pareciera modificarse con el crecimiento del fruto, hacia el E2; y a su vez se
observé un menor numero y tamano de las células del epicarpio y con cierta pérdida de integridad celular. Este
proceso se manifest6 también por una deformacién y pérdida de globosidad de las primeras capas celulares
del endocarpio.

Por otro lado, a medida que avanzamos hacia el centro del fruto, dentro de lo que denominamos tejido
endocérpico (Figura 2 GQ), las células se encuentran interconectadas por ramificaciones dando lugar a la
formacién de espacios intercelulares, que llegan a ser, en la seccidon interna del fruto, grandes lagunas o cimaras
aerenquimaticas debido al gran crecimiento y alargamiento de las células y sus ramificaciones. Por lo que
dentro de lo que denominamos seccién externa del tejido endocérpico (Figura 2G-L) se observé un tejido
més compacto, con células més redondeadas, ramificaciones mas cortas y menores espacios intercelulares que
los hallados en la seccién interna (Figura 2M-Q). Al igual que lo observado para el tejido epidérmico, en
el tejido endocarpico tanto externo como interno se observé un incremento en el tamano celular, como asi
también en los espacios intercelulares con el crecimiento del fruto para todas las estaciones estudiadas. En
Py V, al igual que en el tejido epidérmico, los frutos se comportaron de manera similar, no observindose
mayores diferencias de la anatomia celular entre dichas estaciones. Sin embargo, en la estacién O se observé
una pérdida de la integridad y mayor desorganizacién celular tanto en el tejido endocirpico externo (Figura
2 K-L) como interno (Figura 2 P-Q). En similitud a lo hallado por otros autores (Zhang y Chen, 2006) a
medida que las berenjenas crecen el tejido se torna més esponjoso. Este comportamiento resulta similar al
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trastorno relacionado con un almacenamiento a baja temperatura observado en los frutos de carozo llamado
leatheriness, donde el fruto muestra una textura seca y con alto grado de engrosamiento de la pared celular
(Luzay col., 1992; Juy col.,, 2001).

Finalmente, podemos decir que la anatomia celular de los frutos cosechados en O se vio afectada por las
condiciones estacionales, tanto en el tejido epidérmico como endocérpico externo e interno.

Espesor de cuticula. Cuando el fruto crece en tamano, la cuticula continta recubriéndolo a expensa
de un continuo proceso de sintesis y deposicion de diversos componentes que le otorgara la extensién y
rigidez necesaria. Es asi que la cuticula podra engrosarse o no dependiendo de diversos factores, aunque en
general tiende a engrosarse a medida que el fruto se desarrolla. Su espesor puede variar entre los 0,5 y 15
um dependiendo de la especie vegetal y el estado de desarrollo del fruto (Jenks y col., 2002). Sin embargo,
no se encuentran estudios sobre los cambios cuticulares durante la ontogenia del fruto de berenjena, lo cual
presenta un alto interés para un posterior manejo y calidad de los frutos. En nuestro trabajo observamos
un aumento hasta en tres veces del espesor de la cuticula con el crecimiento del fruto, aunque la magnitud
dependi6 de la estacidon de cosecha estudiada (Tabla 2). Se observé un comportamiento diferencial segtin la
estacion de cosecha para los frutos en el estado de crecimiento E2. Asi, en Py V el espesor de la cuticula se
incrementé entre 3 y 2 veces, respectivamente, desde el fruto E1 al E2 (Tabla 2); mientras que, en laestaciéon O
el espesor de la cuticula se mantuvo constante en un valor aproximado de 1,4 pm (Tabla 2). Estas variaciones
se evidencian claramente en las micrografias de los frutos de la Figura 2 A-F. Se ha reportado que la sintesis de
compuestos cuticulares puede ser afectada por factores ambientales (Jetter y col., 2006; Stark y Tian, 2006)
ya que las células epidérmicas requiere gran cantidad de energfa y la coordinacién de actividad de numerosas
enzimas para la biosintesis de la cuticula (Bargel y col., 2006; Yeats y col., 2010; Tafolla-Arellano y col., 2013).
Asi, durante el O las bajas temperaturas reinantes podrian ser las responsables del menor espesor de cuticula,
debido a una menor biosintesis de la misma.

TABLA 2
Espesor de cuticula, tamafio de semillas y ntimero de semillas de los frutos baby o E1'y
comercial o E2 en las tres estaciones estudiadas: Primavera, Verano y Oroilo. Valores con letras
distintas indican diferencias segin test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05

E1 E2
c a
Primavera 4 ;4 1.9
Espesor de cuticula & N
Verano
(um) LU.-_ 1.0:
Otofio 1.4 1.3
4 -]
Primavera s 1.6
Tamanfo de semillas d a
& 2 Verano
0 m ) EI_EL 1.zb
Otofio 0.9 1.7

C C
Primavera 14 31

Numero de semillas Verano a1 102
b b

Otofo 43 49

Contenido de semillas. A través del analisis de imagenes se calculd el nimero y tamano de las semillas.

El tamano de las semillas se incrementé con el crecimiento del fruto, siendo la estaciéon de cosecha un
factor determinante para evaluar dicho pardmetro. El tamano de semilla en frutos E2 fue un 75% mayor en
V que en Py O (Tabla 2 y Figura 3), indicando que la disponibilidad de nutrientes fue més eficiente en esta
estacion de cosecha.
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Contenido de semillas

El E2

Primavera

Verano

Otofio

FIGURA 3
Imdgenes de rodajas de berenjena baby o E1 y comercial o E2

cosechadas en tres estaciones diferentes: Primavera, Verano y Otono

El numero de semillas se mantuvo constante a lo largo del crecimiento del fruto, lo cual se condice con
el hecho de que, en general, el nimero de semillas es definido por la polinizacién al momento del cuajado
del fruto (Kowalska, 2008). El nimero de semillas fue entre 3 y 2 veces mayor en V respecto de P y O,
respectivamente (Tabla 2 y Figura 3). Esta marcada diferencia puede deberse a que tanto el tamafio como
numero de las semillas estdn relacionados con la polinizacion y fertilizacién de las flores, procesos que se ven
favorecidos con temperaturas ambientales templadas (Kowalska, 2008; Polverente y col., 2005; Lawande y
Chavan, 1998) como las registradas en el V. El nimero de semillas de frutos cosechados en O fue intermedio
entre Py V (Tabla 2 y Figura 3), debido tal vez a que las temperaturas ambientales son atin elevadas al inicio
de esta estacidn, tiempo al cual debiera sucederse la polinizacién y fertilizacién. En resumen, en la estacion
V se obtuvieron frutos con mayor tamafio y nimero de semillas. En la estacién O, los frutos presentaron un
numero intermedio de semillas.

CONCLUSION

El crecimiento del fruto conlleva cambios anatémicos, los cuales fueron afectados por la estacion del ano en la
que crecen. Asi, frutos de tamafio comercial E2 cosechados en Otofio presentaron una cuticula mas delgada,
un menor nimero y tamano de las células del epicarpio, y pérdida de la integridad y mayor desorganizaciéon
celular tanto en el tejido endocarpico externo como interno.

Mientras que, tanto el tamafo como nimero de semillas fue significativamente mayor en frutos de tamafio
comercial E2 cosechados en la estacién Verano, y con un nimero intermedio de semillas aquellos cosechados
en Otono.
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