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RESUMEN

El cultivo de manzanas en el Alto Valle del Rio Negro se realiza en un clima
caracterizado por alta radiacion y elevadas temperaturas. Estos factores ambientales
promueven condiciones de estrés oxidativo en el fruto, generando en los mismos Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs). ElI aumento de EROs causa pérdida de integridad de las
membranas celulares y cambios en la respuesta antioxidante. En frutos de manzana que se
desarrollan a plena radiacion solar (PRS) se observan dafios en los tejidos expuestos
denominado ‘“quemado de sol” o "asoleado". Este problema causa importantes pérdidas
econdmicas debido a disminucion de la produccion de frutos de buena calidad. EI propdésito de
este trabajo ha sido examinar el efecto de PRS en el dafio de las membranas celulares, las
respuestas antioxidantes durante el crecimiento de los frutos de manzanas “Braeburn”
(susceptible al asoleado) y “Red Delicious” (resistente) expuestos al sol vs. sombreados y el
uso de caolin como pantalla solar.

La peroxidacion de lipidos y pérdida de electrolitos aument6 hacia la madurez, y fue
mayor en los frutos que permanecieron expuestos a PRS. En fecha de recoleccion la variedad
Braeburn (BR) presentdé 7% mas oxidacion de lipidos que Red Delicious (RD).

La exposicion temprana de los frutos a estrés por elevada radiacién solar mostroé una
respuesta adaptativa induciendo enzimas y compuestos antioxidantes relacionados a los ciclos
del glutation-ascorbato y catalasa, en ambos cultivares. Estos ciclos operaron en rangos
diferentes en las distintas variedades de manzanas estudiadas. La mayor susceptibilidad que
manifestd BR podria ser explicada por su alta capacidad de eliminar radicales superdéxido pero
una baja aptitud para degradar el peroxido generado, esto quedd evidenciado a través de una
disminucion en la actividad de catalasas y baja sintesis de glutation. A estas caracteristicas
metabolicas se sumd que los frutos de BR estdn méas expuestos al sol debido a las
particularidades morfoldgicas de ésta variedad.

Las pulverizaciones de caolin redujeron la temperatura de la superficie de los frutos
debido a que reflejan los rayos del sol y de esta forma se observé que actud previniendo, hasta
un cierto grado, la quemadura del sol en manzanas.

Avanzar en el conocimiento de las respuestas antioxidantes es importante para disefar

variedades transgenicas de manzana menos susceptibles a la quemadura del sol.



Palabras claves: Malus domestica, estrés oxidativo, radiaciéon solar, antioxidante,

catalasa, superoxido dismutasa, ascorbato-glutation, asoleado, caolin.



ABSTRACT

In apple fruits, environmental factors such as intense solar radiation and high
temperature lead to oxidative stress conditions, and they generate Reactive Oxygen Species
(ROS). The increase in ROS concentration is accompanied by membrane damage and changes
in antioxidant response. Fruit development under solar stress is positively correlated to
“sunburn” damage. Sunburn causes multi-millions dollar annual losses to the apple growers.
In this work we examine the effect of full solar radiation (FSR) on cellular membrane
damage, the antioxidant responses during growth of sun-exposed vs. shaded apple fruits from
“Braeburn” (susceptible) and “Red-Delicious” (resistant) cultivars, we evaluate the adaptive
development of sun-exposed vs. shaded fruit of apple and the use of kaolin like a protection
agent.

Membrane damage evolution during apple growth was similar for Red Delicious (RD)
and Braeburn (BR), in both varieties the increase in tissue temperature caused by FSR
generated an increase in peroxidation of the lipid that was positively correlated to electrolyte
leakage.

The early exposure of apple fruits to light stress would cause an adaptive response,
inducing antioxidant enzymes and compounds related to the ascorbate-glutathione and
catalase cycle, in both cultivars. These cycles operates in different ranges that depends on the
apple varieties. The highest susceptibility to sunlight shown by BR could be explained by its
higher capacity to eliminate superoxide radicals but a low capacity to degrade the generated
peroxide, through a diminished in catalase activity and the lower synthesis of glutathione. In
BR, the ascorbate-glutathione cycle would have a lower efficiency to detoxify ROS. Also,
fruits of BR are exposed more to the solar radiation due to its particular morphological
characteristics.

The agronomic application of kaolin reduced fruit surface temperature by reflecting sun

rays and it prevents, to a certain degree of exposure, sunburn damage in some apple cultivars.

The advances in apple antioxidant response knowledge is important to design sunburn

resistant transgenic varieties.

Keywords: Malus domestica, oxidative stress, solar radiation, antioxidant, catalase,

superoxide dismutase, ascorbate-glutathione, sunburn, kaolin.
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Las condiciones ambientales que caracterizan a las regiones con clima arido o semiarido
promueven estrés oxidativo en los vegetales. Los 6rganos afectados varian dependiendo de la
especie. En pomaceas y otros vegetales se observa que frutos que se desarrollan expuestos a
altas temperaturas y radiacién solar, tipicas de la estacion de crecimiento de las zonas
productoras, sufren dafio oxidativo asociado al desarrollo del desorden fisiologico
denominado “asoleado o golpe de sol” (Foto 1) (Curry, 1996; Yuriy col., 2000-a).

Foto 1: Manzana var. Fuji con sintoma de
“golpe de sol o asoleado”.

En condiciones normales los organismos aerdébicos estan continuamente formando
especies reactivas de oxigeno (EROs) tales como radicales superéxido, peroxido de hidrogeno
y radicales hidroxilos (Buchanan y col., 2000). Cuando a estos organismos se le imponen
condiciones que favorecen el estrés oxidativo, se establece un desbalance que resulta en un
exceso de produccion de EROs que causan dafio oxidativo con destruccion de lipidos,
pigmentos, proteinas y acidos nucleicos (Tausz y col., 1999). Por lo tanto el oxigeno, que es
esencial para la existencia de la vida aerdbica, se torna perjudicial bajo condiciones de estrés.

Los organismos vivientes han desarrollado mecanismos protectores que hasta
determinado limite son capaces de minimizar los efectos de las EROs. Estos procesos

involucran componentes de tipo enzimatico y no enzimaticos que regulan la presencia de
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EROs en las células. Entre las enzimas las mas importantes en los procesos antioxidantes son
la Superéxido Dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), Glutatibn Reductasa (GR, EC 1.6.4.2),
Ascorbato Perdxidasa (APX, EC 1.11.1.11) y Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) (Bowler y col.,
1992). En cuanto a los componentes no enzimaticos se encuentran el glutation (GSH), acido
ascorbico (AsA), compuestos fendlicos, carotenoides y tocoferol (Foyer y col., 1994). En los
ultimos afios se han realizado investigaciones con el objetivo de relacionar la capacidad
antioxidante de numerosos Organos vegetales con la tolerancia a distintos tipos de estrés
(Pastori y Foyer, 2002; Hodges y col., 2004).

En horticultura, la obtencion de plantas transgénicas que presenten elevada actividad de
enzimas antioxidantes ha sido objeto de mucha atencion en los ultimos afios. En cambio en
plantas de frutales son escasos los trabajos realizados para lograr mutantes resistentes a estrés
por elevada radiacion y temperatura. No obstante, recientemente se han desarrollado lineas
transgénicas de manzana “Gala” que sobreexpresan el gen de APX citosolica derivado de
espinaca, muchas de las cuales presentaron resistencia a estrés por elevada temperatura
(Wisniewski y col., 2002).

En los valles del norte de la Patagonia, donde se produce el 80% de la manzana
argentina, se estima que una gran cantidad de frutos no se pueden comercializar por golpe de
sol, ocasionando una importante pérdida economica. Las nuevas variedades de frutos de
manzanas requeridas por el mercado y las practicas culturales que acompafian a las pautas de
reconversion fruticola han contribuido a que este problema se incremente (Yuriy col., 1996).
A pesar de la importancia de este problema no existen en la region estudios que aborden esta

tematica.

1. Asoleado de frutos

En los frutos que se desarrollan en condiciones de estrés por elevada radiacion solar y
altas temperaturas se observa un desorden fisioldgico denominado escaldadura solar (sunscald
or sunburn) (Wilton, 1994), dafo por sol o simplemente “asoleado”. Este dafio se manifiesta
porque la produccién de defensas antioxidantes es insuficiente en evitar que una proliferacion
de EROs dafie severa o definitivamente los componentes celulares (Buchanan y col., 2000).

El dafio en frutos es producido al principio a nivel epidérmico y sub-epidérmico, con

desmejoramiento de su apariencia, que luego deriva en cambios en la madurez del sector
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afectado con posterior ablandamiento y final putrefaccién, disminuyendo la posibilidad de

almacenaje de los mismos (Arakawa y col., 1991).

1.1. Desarrollo de los sintomas en un fruto afectado por asoleado

En las zonas productoras del hemisferio Sur, los frutos que mas dafio reciben dentro de
la estructura del arbol son los que se desarrollan en los cuadrantes Norte y Oeste. En la cara
expuesta al sol de los frutos que sufren asoleado inicialmente se presenta una mancha blanca
como producto de la fotooxidacion de los pigmentos. La exposicion a temperaturas del orden
de los 40 °C genera como primer sintoma decoloracién en los tejidos epidérmicos de los
frutos con pérdida de pigmentos inclusive clorofila (Song y col., 2001; Hodges y col., 2004).
De esta manera la zona afectada queda menos protegida a las altas radiaciones. En manzanas
verdes la decoloracion puede ocurrir en pocas horas (Barber y col., 1971), y si la exposicion
continda, el sintoma progresa en una mancha bronceada de aspecto himedo en la region
dafada hasta llegar a un color marrén oscuro que actia como cuerpo negro elevando mas aun
la temperatura de esa zona del fruto (Foto 2).

Estudios anatomicos e histoquimicos demuestran que las células epidérmicas comienzan
rapidamente a comprimirse, el contenido celular colapsa, la cuticula se muestra partida y
discontinua. Si la agresion prosigue se observa material denso en las células subepidérmicas,
posiblemente de origen fendlico, adelgazamiento de las paredes celulares y los espacios
intercelulares se ven llenos de sustancias pécticas. Los cambios en la coloracién denotan
severos dafios a nivel celular que culminan con la muerte de los tejidos perjudicados (Polito y
col., 2002). El estadio final de un fruto asoleado es una gran zona necrotica tanto a nivel
epidérmico como en pulpa y generalmente el fruto asi dafiado termina por abscindir del arbol.

Si se cosechan y llevan a cadmaras refrigeradas de conservacion, en los frutos que
presentan estadios iniciales de sintomas de asoleado (zonas blancas despigmentadas o
bronceadas) se observa que luego de varias semanas aparecen manchas marrones debido a la
aceleracion de la senescencia de la zona lesionada. Estas manchas se parecen al problema de
postcosecha denominado escaldadura superficial pero a diferencia de éste no se controla con
la aplicacion de antioxidantes como difenilamina (Mitcham, 2003).

Por otro lado los frutos que luego de recolectados del arbol son dejados tanto en el suelo

como en cajones expuestos al sol pueden desarrollar severos sintomas de asoleado.
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La sensibilidad al asoleado de frutos de pepita varia segin la variedad tanto en peras

como en manzanas. Las nuevas variedades de manzana (Braeburn, Fuji, etc.) introducidas en

la fruticultura regional presentan acentuada susceptibilidad al asoleado de frutos (Schupp y
col., 2002).

Foto 2: Niveles de dafio por asoleado. Fruto sano, grado O (izquierda) a dafio grave, grado 5
(derecha).

1.2. Incidencia del asoleado en la produccion fruticola

Las pérdidas de produccién ocasionadas por asoleado de frutos de manzanas y peras son
elevadas en la mayoria de las regiones fruticolas del mundo. El golpe de sol ocurre en las
areas de produccion de manzanas que presentan intensa radiacion solar y altas temperaturas,
tales como Este del estado de Washington, California Central, Arizona, Nuevo México y Sur
de Oregon en Estados Unidos y en paises como Sudafrica, Australia, Israel, Tasmania,
Espafia, Italia, Francia, Chile, Brasil y Argentina. La severidad de dafio por asoleado en frutos
de manzanas varia segun los cultivares, las condiciones de crecimiento y las préacticas de
manejo aplicadas a las plantas (Wunsche y col., 2001).

Informes de Nueva Zelanda indican un promedio de 15% de pérdidas en cosecha
evaluadas en la seccion de empaque, considerando que el porcentaje es mucho mayor si se
suma la cantidad de fruta afectada que por tal motivo no se retira del monte frutal. En zonas
productoras de EEUU, Sudafrica, Australia y Chile se cuantifica este problema en valores que
llegan al 40 % de la produccion, dependiendo de la variedad, edad de la planta y sistema de
conduccion (Yuriy col., 1996). En el Alto Valle de Rio Negro, donde fructifica el 80% de las



INTRODUCCION

manzanas argentinas, hasta la fecha no se cuenta con una ponderacion oficial de esta afeccion.
Datos preliminares generados por empresas exportadoras y empacadoras de la region indican
que el problema estaria en el orden de las cifras antes citadas. Los valores presentados
determinan una sustancial merma en la cantidad y calidad de fruta exportable y
comercializables lo que implica una importante pérdida de ingresos para la region.

1.3. Factores climaticos que promueven el asoleado

El asoleado de frutos se observa con distinto grado en todas las regiones fruticolas del
mundo. Es un problema severo en las zonas productoras con condiciones ambientales
semiaridas, caracterizadas por elevadas temperaturas y alta radiacion solar.

Tal como se puede ver en la Tabla 1 los datos climaticos para los veranos en la regién
del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén son propios de zonas semiaridas. Entre las zonas
agricolas del mundo, el Alto Valle es una de las regiones en la que se registra mayor radiacion

y duracion del brillo solar (heliofania) (Damario y Cattaneo, 1982).

Tabla 1: Registros climaticos medios del mes de Enero*

Radiacion
Temperatura (°C) o Heliofania Precipitacion Humedad
maxima _ _ _
media | Méaxima (Wi efectiva (hs) media (mm) Relativa (%)
22.4 39 1260 10.8 19 45

* Datos de la Estacion meteoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias, periodo analizado 1972-
2002

Los factores climaticos inductores de asoleado mas importantes son temperatura,
radiacion y heliofania. La intensidad y el tiempo que los frutos soportan estos factores son los
que determinan la situacion de estrés que derivara en dafio de los tejidos. Evaluaciones
realizadas a campo en distintas variedades de manzanas muestran que la temperatura de la
piel de los frutos en la cara expuesta al sol supera hasta 15 °C a la temperatura del aire que los
rodea (Parchomchuk y Meheriuk, 1996). La circulacion del aire que rodea al fruto influye
actuando como refrigerante. Se ha observado que una ligera brisa puede disminuir la

temperatura del aire que rodea al fruto en aproximadamente 4 °C (Yuri y col., 2000-a).
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El dafio por sol en manzanas comienza cuando la temperatura ambiente supera los 27-29
°C y la temperatura en la cara expuesta del fruto es de 42-44 °C (Yuri y col., 2000-a).
Teniendo en cuenta que la temperatura maxima media de nuestra region es 39 °C (Tabla 1),
los frutos en su cara expuesta al sol llegan a superar facilmente los valores de temperatura
suficientes para la desnaturalizacion de proteinas.

Del total de la radiacién incidente sobre la superficie terrestre sdlo una parte (45%) esta
en la regién visible y puede ser absorbida y utilizada para el proceso fotosintético (radiacion
fotosintéticamente activa, 400-700 nm). Los frutos tienen sistemas bioldgicos de adaptacion
limitados para soportar el exceso de energia que pudieran recibir.

La radiacion que llega a los frutos afecta a los tejidos por diferentes causas. Las
longitudes de onda corta ultra violeta (UV) UV-C (<280 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-A
(320-390 nm) son altamente energéticas y dafiinas para los tejidos. Las bandas del UV-C y
gran parte del UV-B son filtradas por la atmosfera. EI UV-B pasa s6lo en un 0.1- 0.2%. No
obstante, debido al debilitamiento de la capa de ozono toma importancia la discusion si la
radiacion UV-B que atraviesa la atmosfera es responsable del asoleado. La radiacion UV ha
sido estudiada como causa de dafio en diferentes cultivo produciendo el bronceado de la piel
de los frutos de banana (Wade y col, 1993). Evaluaciones realizadas en Chile han demostrado
que este tipo de luz tiene algun grado de participacion en el golpe de sol de manzanas
(Vasquez, 1998), se ha observado que estas radiaciones producen un descoloramiento y
amarillamiento en el fruto que si bien no producen la muerte de tejidos disminuye la calidad y
capacidad de almacenamiento de los mismos (Schrader y col., 2002; 2003).

A continuacion de las radiaciones fotosintéticamente activas se encuentran las
radiaciones infrarrojas (IR, >740 nm) que representan el 53% del total de radiacion solar que
llega a la superficie terrestre. Estas radiaciones jugarian una funcion importante en las
afecciones por sol dado que elevan la temperatura del fruto. La responsabilidad de un tipo de
radiacion sobre el otro en la causa de dafio por sol no esta todavia claro. Trabajos realizados
en Iran irradiando frutos con distintas porciones del espectro indican que el rol de las UV
seria mas importante que las altas temperaturas generadas por el IR en el desarrollo de
sintomas de asoleado (Naseri, 2002). No obstante, la mayoria de los investigadores coinciden
en que el aumento de temperatura en la cara expuesta de los frutos no seria el Unico pero si
uno de los factores mas importantes en la causa del estrés oxidativo que deriva en asoleado
(Wilton, 1994; Curry, 1996; Yuriy col., 2000-a).
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Recientemente se ha propuesto dividir el dafio por asoleado en dos categorias en funcién
del sintoma en la cara expuesta de los frutos y las condiciones ambientales que lo promueven:
una clase en la que se visualiza una mancha bronceada con dafio subletal de tejidos, que
aparece a largo plazo (mas de 45 dias) y se produce con temperaturas de los tejidos entre 45-
50°C requiriendo la presencia de rayos UV; Otra clase la constituyen los frutos que presentan
como sintoma una zona necrética que se observa en el corto plazo (menos de 20 dias) y esta
asociada fundamentalmente a temperaturas del fruto superiores a 50°C (Schrader y col.,
2002).

2. Estrés oxidativo en vegetales

Los organismos aerdébicos producen EROs que se originan durante procesos metabdlicos
que involucran mecanismos de oxido-reduccion, tales como la fotosintesis y la respiracion. En
condiciones optimas ambientales las EROs son rapidamente metabolizadas y no causan dafio
celular (Foyer y col., 1994; Asada, 1999; Buchanan 2000).

Sin embargo, la reduccion del oxigeno no esta exenta de riesgos. El oxigeno molecular
es un aceptor final de electrones idoneo porque su elevada afinidad hacia ellos proporciona
una gran fuerza directriz termodinamica (Berg y col., 2003). La transferencia de cuatro
electrones a la molécula de oxigeno da lugar a productos inocuos (dos moléculas de agua),
pero su reduccion parcial origina compuestos peligrosos. Concretamente, la transferencia de
un unico electrén al O, genera el anion superéoxido y la transferencia de dos electrones origina
peréxido (Buchanan 2000; Mittler, 2002; Hodge y col., 2004).

0, s 0,7 &5 0%

Superoxido Peroxido

Estos compuestos y, particularmente sus productos de reaccion, son dafinos para una
serie de compuestos celulares (Berg y col., 2003). El término "estrés oxidativo" hace
referencia a un desequilibrio entre la promocion y la remocion de EROs produciendo como
consecuencia dafio en la maquinaria bioquimica de la célula.

En efecto, la produccion de EROs en situaciones de estrés aumenta notablemente
ocasionando que los sistemas bioguimicos que usualmente detoxifican y reparan el deterioro

de los componentes celulares resulten a su vez dafiados. Surge entonces un desbalance en
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favor de la produccion de EROs que atacan y destruyen lipidos, pigmentos, proteinas e
inclusive acidos nucleicos (Tausz y col., 1999).

Existe un amplio espectro de factores causantes de estrés oxidativo en vegetales, tanto
de origen bio6tico (patdgenos, senescencia, etc.) como abidtico (temperaturas extremas,
elevada radiacion solar, polucién, herbicidas, anegamiento, sequia, salinidad, frio) (Noctor y
col., 1998; Mazza y col., 2000).

2.1. Especies reactivas de oxigeno

Las EROs son formas parcialmente reducidas de oxigeno diatémico atmosférico (O,).
Estos compuestos son formados normalmente en los organismos aerébicos durante las
reacciones redox, tanto en las mitocondrias como en los cloroplastos (Figura 1) (Buchanan,
2000; Mittler, 2002). Las EROs se caracterizan por ser de corta vida y altamente reactivos
(Hodge y col., 2004).

Ciclo del
glutation-

ascorbato

Figura 1: Representacion esquematica de la generacion de especies activas de oxigeno en el
cloroplasto y de los mecanismos de detoxificacion asociados. Foyer y col, 1994. Plant Phys
92: 696-717.
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Estas formas de EROs resultan de la excitacion del oxigeno formando oxigeno singulete
(*O,) o de la transferencia de uno, dos o tres electrones al O, para formar, respectivamente,
anion superéxido (O, ), peroxido de hidrégeno H,O., radical hidroxilo (HO®), radical
perhidroxilo (O,H ") y 0zono (O3) (Buchanan y col., 2000) (Tabla 2).

ElO," se forma cuando el O, atrapa un electron adicional; éste es un intermediario de
un gran numero de reacciones bioquimicas donde participan enzimas del tipo oxidasas, tales
como xantina oxidasa y aquellas que utilizan la citrocomo P450 oxidasa. Normalmente el
O," es de corta vida y se convierte en H,O, por la enzima SOD (Figura 1) (Bowler y col.,
1992), lo que mantiene los niveles de O,°  en menos de 10™° M (Curry, 1996).

El H,O, que se forma puede atravesar la membrana plasmatica y tomar parte junto con
el 0" en la formacién de O,H'y de HO* (Bowler y col., 1992; Mittler, 2002). Ambas
reacciones requieren de un metal transicional, tal como hierro o cobre en la reaccion de
Haber-Weiss. Los O,H'y HO® son compuestos muy energéticos de corta vida y los mas

toxicos entre los compuestos de oxigeno (Bowler y col., 1992).

Fe?*  Fe**
H,0, +0," », HO® +0, +HO

»

(reaccion de Haber-Weiss)

Como ya se dijo anteriormente, ain en condiciones 6ptimas para el desarrollo de la
planta se generan EROs como consecuencia de algunas reacciones del metabolismo celular
relacionadas con el transporte de electrones (fotosintesis, respiracion, fotorespiracion, R-
oxidacién de acidos grasos). En la fotosintesis por ejemplo, la reduccion del oxigeno por el PS
| (reaccion de Mehler) da como resultado la formacion de radicales superéxido (Toivonen,
2004) . Recientemente se han informado nuevas fuentes de EROs en plantas incluyendo a
NADPH oxidasas, amino oxidasas, y peroxidasas unidas a pared celular, estas ultimas
estrechamente asociadas con el proceso de muerte celular programada (Jones y col., 2000).
Conocer las fuentes de EROs es importante ya que el estrés oxidativo frecuentemente

proviene del efecto sinérgico de diferentes EROs, como lo indican datos recientes que
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demuestran que en vegetales se produce una reaccion en cadena cuando el radical libre

gaseoso 6xido nitrico (NO*) se asocia con O,y H,0,. (Hérouart y col., 2002).

Compuesto Notacion Fuente
Shorthand
Oxigeno molecular 0;;°Y Manera mas comun de oxigeno gaseoso

(estado basal triplete)

Oxigeno singulete '0;tA Radiacion UV, fotoinhibicién, reaccion de
(primer estado de transferencia de e” en el fotosistema Il
excitacion) (cloroplastos)

Anion superdxido 0" Reaccion de transferencia de e en

mitocondrias, reaccion de Mehler en
cloroplastos (reduccion de O, por el centro
hierro-sulfuroso F« del fotosistema I),
fotorespiracion glioxisomal, actividad
peroxisomal, membrana plasmatica,
oxidacion de paraquat, fijacion de nitrégeno,
defensa contra patogenos, reaccion del O3y
OH" en el apoplasto.

Peroxido de hidrogeno  H,0, Fotorespiracion, R-oxidacion, descomposicion
de O," inducida por protones, defensa
contra patogenos.

Radical hidroxilo HO® Descomposicion de O3 en presencia de
protones en el apoplasto, defensa contra
patdgenos.

Radical perhidroxilo O.H Reaccion del Oz y OH en el apoplasto

Ozono O3 Descargas eléctricas y radiacion UV en la
estratosfera, reacciones que involucran

combustién de productos fésiles y radiacion
UV en la troposfera.

Tabla 2: Estructura molecular y fuente de produccién de las especies reactivas de oxigeno
(Buchanan y col., 2000).

Bajo condiciones normales el ritmo de produccion de EROs en las células es baja (240
uM s? 0," ) y una concentracion de 0.5 uM de H,0; en el cloroplasto es considerada como
un nivel estable y no téxico. En situaciones de estrés que rompen la homeostasis celular, el

ritmo de formacién de EROs en la célula aumenta hasta 720 uM s™ 0" y la concentracion
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de H,O; en el cloroplasto aumenta hasta 15 uM (Polle, 2001; Mittler, 2002). En estudios
realizados en células de tabaco Bright-yellow 2 se ha determinado que un aumento importante
de EROs se produce previo al desencadenamiento del proceso de muerte celular programada
en células expuestas a temperaturas de 55 °C durante 30 minutos (Vacca y col., 2004). Estos
ejemplos estan en un todo de acuerdo con la concepcion tradicional que considera que si bien
las EROs son productos inevitables del metabolismo aerébico un aumento en su produccion
puede resultar dafino para el vegetal.

Actualmente hay otra concepcién que considera que ante un estrés las EROs pueden
actuar como una sefial para la activacion de respuestas de detoxificacién (Desikin, 2001;
Torres y col., 2003) o dicho de otra manera que la modulacion fina de bajos niveles de EROs
puede ser usada por la célula para monitorear el estado interno de estrés (Karpinski y col.,
1999). Ahora bien, las cantidades de EROs en el organismo deben mantenerse en estricto
control ya que por un lado a bajos niveles participarian en la sefializacion de eventos pero por
el otro una sobreacumulacion puede resultar en la destruccion celular (Langebartels y col.,
2002). Ese control en la célula requeriria al menos dos mecanismos diferentes para regular la
concentracion interna de EROs: uno que permita la regulacion fina de niveles bajos con el
propésito de sefializacion y otro que procure la detoxificacion de EROs, especialmente

durante las situaciones de estrés.

2.2. Accion de las EROs sobre las biomoléculas

El balance de EROs en una célula estara determinado por la produccion de EROs y los
mecanismos de remocidn de estas especies, y puede cambiar drasticamente dependiendo de
las condiciones fisiolégicas de la planta y de la integracion de diferentes estimulos
ambientales, metabolicos y bioguimicos (Mittler, 2002). Las EROs pueden producir la muerte
celular por procesos oxidativo tales como: oxidacion de proteinas, inhibicion de enzimas,
dafio en el ADN y peroxidacion de lipidos de membranas.

Las proteinas juegan roles cruciales en casi todos los procesos bioldgicos incluyendo
catalisis, transporte y reconocimiento (receptores). Si no se eliminan eficientemente, las
EROs producen modificaciones estructurales de proteinas, activando y acelerando la

degradacion proteolitica, con lo que se altera el metabolismo celular (Rao y col., 1995).

11
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Pueden ocurrir varias formas de oxidacion de proteinas que incluyen la formacion de

carbonilos proteicos, el ataque de ciertos aminoacidos (por ejemplo la formacion de 2-

oxohistidina a partir de histidina; sulfoxido de metionina a partir de metionina) y la oxidacion

de los grupos sulfidrilos.

La base quimica de los efectos de los radicales sobre el ADN, probablemente se deba a

la oxidacion y modificacion quimica de las bases nitrogenadas. Tales mutaciones puntuales, si

no se corrigen y corresponden a regiones codificantes en el ADN, pueden conducir a

estructuras modificadas de proteinas las cuales podrian ocasionar disfuncion enzimatica.

Hf

><

A

C

Figura 2. Peroxidacién de lipidos de membrana. Se representa una sola fase de la bicapa
lipidica. A) Iniciacion del proceso de peroxidacion por un radical oxidativo, X*®, a través de
una sustraccién de un hidrégeno bis-alilico, por eso forma un radical pentadienyl. B)
Oxigenacion para formar un radical peroxilo y un dieno conjugado. C) Movilizacién del
radical peroxilo hacia a la interfase acuosa de la membrana. Extraido de Shewfelt y Purvis,
(1995) HortScience 30:213-218

12
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Los lipidos vegetales incluyen una amplia gama de compuestos, tales como &cidos
grasos, fosfolipidos, ceras y fitoesteroles en base a terpenos. De todos ellos los fosfolipidos
son los componentes mayoritarios de las membranas bioldgicas y los que regulan la fluidez de
las membranas. Por su parte los &cidos grasos insaturados que forman parte de la composicién
de los fosfolipidos son susceptibles a los ataques de radicales libres hidroxilos, generando
peroxidos de lipidos (Figura 2). La peroxidacion de los &cidos grasos insaturados altera su
estructura y funcion haciéndolos més hidrofilicos, dafiando asi el comportamiento normal de
la membrana, por ejemplo aumentando su permeabilidad. Los peroxidos de &cidos grasos y
sus metabolitos son poderosos inhibidores de algunas enzimas, por lo cual los procesos dentro
del plasmalema y dentro de la célula pueden ser modificados (Shewfelt y Purvis, 1995).

La oxidacion de biomoléculas puede llevar a la generacion de nuevas especies de
radicales libres. La interaccion de superéxidos o H,O, con sales ferrosas (Fe*?) en membranas
lleva a la formacion de radicales libres lipidicos que son altamente reactivos con los
fosfolipidos vecinos produciendo una reaccion en cadena.

Cuando uno de los é&cidos grasos insaturados de un fosfolipido de la membrana
reacciona con un radical libre (X) se forma, por extraccion de un &tomo de hidrogeno (XH),
un radical lipidico gque tiene un electron no apareado en un atomo de carbono (reaccion A de
la Figura 2). Este radical lipidico reacciona rapidamente con el oxigeno formando un radical
lipidico hidroperoxido (reaccién B) que a su vez puede extraer un atomo de hidrogeno de
acido grasos insaturados vecinos, iniciando asi una reaccion en cadena o incrementar el
caracter hidrofilico (reaccion C) en el interior de la bicapa lipidica (Frenkel, 1991). En
condiciones de estrés oxidativo, cuando el sistema de defensas y reparacion resulta
insuficiente, se produce dentro de la membrana celular una propagacion en cadena de
radicales libres causada por la peroxidacion de lipidos. Los radicales libres de origen. lipidico
entran en contacto con otras moléculas de acidos grasos poliisaturados generando tanto como
10 a 100 nuevos hidroperdéxidos de lipidos por cada reaccién (Shewfelt y Purvis, 1995).
Durante la reaccion en cadena cuando el radical lipidico hidroperéxido extrae un atomo de
hidrogeno se convierte en un peroxido lipidico que, como producto de su catabolismo,
produce una molécula de malondealdehido (Hodges y col., 1999).

No esta claro cuando la peroxidacion representa una causa primaria o0 es un efecto

secundario de un desorden oxidativo. En muchos casos el proceso de peroxidacion es
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desencadenado por una situacion de estrés y luego se establece una retroalimentacion que

lleva a que el dafio celular se acelere (Shewfelt y Purvis, 1995).

2.3. Darlo por estrés oxidativo a membranas celulares

Los sintomas de dafio inducido por estrés se presentan generalmente bajo la forma de
tejidos con apariencia humeda que finalizan en necrosis, pérdida de electrolitos e
impedimentos en recobrar la turgencia celular luego de eliminado el factor de estrés. Estos
sintomas indican que las membranas celulares son el sitio de mayor dafio (Palta, 1990), y
precisamente la peroxidacion de lipidos inducida por produccion de EROs es considerada un
mecanismo principal en el deterioro de la membrana durante la senescencia natural o
impuesta por estrés (Dhindsa y col., 1981). En ese sentido midiendo los niveles de
malondialdehido (MDA) como producto secundario de la oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados (Hodges y col., 1999), se ha determinado que la peroxidacion de fosfolipidos
es el primer desorden observado en plantas que sufren estrés oxidativo. Asi se produce en
hojas una primera respuesta generando aumento en la permeabilidad de electrolitos, seguido
por una caida en la fotosintesis por destruccion de la estructura tilacoidal de los cloroplastos
(Hodges y Forney, 2000). EI aumento de pérdida de electrolitos, que proporciona una
estimacion del grado de permeabilidad de la membrana, implica disminucion en las
propiedades de transporte del plasmalema que afecta la composicion del protoplasma como
asimismo la del entorno celular. Estos cambios perjudican a los componentes celulares,
principalmente a las proteinas, con la disminucion de la actividad de enzimas como la H-
ATPasa y la calmodulina (Shewfelt y Purvis, 1995). La disrupcion de la integridad de la
membrana celular es seguida por la disrupcion de organelas tales como mitocondrias y

cloroplastos.
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2.4. Estrés por exposicion a altas temperaturas y elevada

radiacion solar

En regiones aridas o semiaridas los organismos que se desarrollan durante la estacion
estival expuestos al sol suelen soportar situaciones climaticas extremas. Durante el verano y
en las horas de mayor intensidad solar la temperatura de los tejidos expuestos puede superar
facilmente los méaximos tolerables. Sumado al efecto del calor existe la incidencia de las
radiaciones solares, las que en exceso aportan mas energia que la que la planta puede
metabolizar.

Estas condiciones ambientales generalmente se presentan en forma conjunta, pero ya sea
por separado 0 en combinacién favorecen rutas metabdlicas que usan el oxigeno como un
aceptor de electrones asociados a la formacion de radicales libres y procesos oxidativos
(Foyer y col., 1994).

2.4.1. Efecto de las altas temperaturas

Las plantas poseen una maquinaria quimica que les es propia y por tanto presentan
sensibilidad a las temperaturas. La temperatura junto con el agua y la luz constituye un de los
factores ambientales criticos para el desarrollo de los vegetales. Cada reaccion enzimatica,
funcion metabolica y proceso fisiologico presenta temperaturas 6ptimas y limites por encima
y por debajo de las cuales no se producen. Las temperaturas en las cuales los procesos
biologicos pueden llevarse adelante estan generalmente limitadas por el punto de
congelamiento del agua en el extremo inferior y la desnaturalizacion de las proteinas en el
extremo superior ( Hopkins y Hiiner, 2004)

Las plantas casi siempre mueren cuando se exponen a temperaturas superiores de 44-50
°C (Salisbury y Ross, 2000). Actualmente esta bien documentado que las altas temperaturas
producen estrés oxidativo tanto en animales como en los diferentes 6rganos de una planta
(Hodges y col., 2001; Panchuk y col., 2002; Tang y col., 2006). Frente a un estrés por altas
temperaturas y como consecuencia de un aumento en la necesidad de eliminar EROs en los
vegetales frecuentemente se observa que se incrementa la actividad de SOD, APX y CAT
tanto en hojas como en frutos (Ma y Cheng, 2004; Almeselmani y col., 2006; Vicentea y col.,

2006). Por lo tanto el ciclo del glutation—ascorbato juega un papel importante en el
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metabolismo de eliminacion de EROs limitando el dafio producido por altas temperaturas (Ali
y col., 2005; Guoay col., 2006).

El aumento de EROs por efecto de temperatura sobre los valores limites de tolerancia
para cada especie, aumenta la oxidacion de lipidos (Xiaozhong y Bingru 2000; Hui y col,
2007), desnaturalizacion de proteinas (Ali y col., 2005) y alteracion en el patron de expresion
génica (Tang y col., 2006). Estas perturbaciones conducen a dafios en la estructura celular,
incluyendo a organelas y citoesqueleto, que impiden las funciones de membrana y producen
pérdida de actividad de las enzimas debido al debilitamiento de las interacciones
electrostéticas e hidrofobicas que estabilizan su configuracion nativa (Azcon-Bieto y Talon,
1993; Buchanan y col., 2000).

Liu y col. (2003) han comprobado que con temperaturas superiores a 40 °C la
permeabilidad de la membrana se incrementa segun una funcion logistica. Este aumento se
debe fundamentalmente a que como consecuencia de las altas temperaturas en las membranas
celulares se producen cambios en la sintesis de acidos grasos insaturados (Guerzoni y col.,
2001) y aumento en la peroxidacion de los lipidos (Shewfelt y Purvis, 1995; Xiaozhong y
Bingru, 2000). Estos cambios en la composicion quimica de las membranas por efecto de
altas temperaturas resultan en perturbacion de la integridad y fluidez de las mismas, reflejado
en un aumento en la pérdida de electrolitos (Xiaozhong y Bingru, 2000; Xu y Huang, 2004;
Zhao y col., 2007).

El aumento progresivo de la temperatura induce mayor sintesis de proteinas hasta cierto
limite que se encuentra aproximadamente a los 40 °C (Ali y col., 2005). Si los tejidos de
frutos y hojas son tratados con temperaturas superiores a los limites de tolerancia el contenido
de proteinas presenta disminucion. Con altas temperaturas no solo se ve afectada la
desnaturalizacion de proteinas, sino que ademas se ve disminuida la sintesis de proteinas del
metabolismo normal y aumentada la transcripcion y traduccién de un nuevo grupo de
proteinas denominadas de choque térmico (heat shock proteins) (Bowen y col., 2002). Esta
respuesta es observada cuando las plantas son sometidas a temperaturas superiores en 5 °C a
las condiciones optimas de crecimiento (Buchanan y col., 2000).

El aumento de la temperatura provoca interrupcién en las rutas metabdlicas asociadas a
la generacion de energia y respiracion. Se ha comprobado que en los frutos, inclusive en los
que presentan escaso contenido de clorofila, el ciclo de Calvin es activo fijando el CO,

interno de los tejidos. Por lo tanto los frutos son susceptibles a los dafios causado por altas
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temperaturas al mecanismo fotosintético (Smillie, 1992). La parte mas sensible al calor son
los complejos del fotosistema I, aunque también se ven afectadas de manera adversa la
Ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa y otras enzimas del metabolismo del carbono (Salisbury y
Ross, 2000). Se ha observado que el estrés por altas temperaturas produce disminucién del
contenido de clorofila y reduccién en la tasa fotosintética (Guoa y col., 2006).

Los frutos de manzana presentan baja transpiracién lo que incide en una baja capacidad
para disipar el calor. Esto hace que en condiciones de altas temperaturas la cara expuesta de
los frutos sufra mayor estrés oxidativo y al prolongarse esta situacion aparezcan afecciones

fisiolégicas como el asoleado (Schrader, 1997; Yuriy col., 2000-a).

2.4.2. Efecto de elevada radiacion solar

La radiacion solar en los vegetales es beneficiosa dado que dirige y estd asociada a
procesos metabolicos fundamentales para la vida. La mayor parte de la radiacion que incide
un dérgano vegetal es reemitida en forma de radiacion infrarroja, otra parte es disipada por
conduccion, conveccion y por la evaporacion de agua que acompafia a la transpiracion. Una
pequefia parte es acumulada como cambios en la temperatura del érgano, fundamentalmente
en el agua que contiene. Por otro lado una porcién del espectro de la radiacion
electromagnética es absorbida por moléculas de pigmentos que quedan asi activados y parte
de la energia de activacion es acumulada como energia quimica (fotosintesis) o disipada como
fluorescencia, fosforescencia, calor o transferencia a otros pigmentos (Azcon-Bieto y Talon,
1993).

Cuando la energia radiante incidente es muy grande y los mecanismos de disipacion y
control no son suficientemente efectivos se produce un exceso de energia de excitacion y
calentamiento del 6rgano. El exceso de energia de excitacion lleva a una maxima excitacion
de las moléculas de clorofila y a la superproduccion de electrones por la oxidacion del agua
aumentando los niveles de H,O, (Foyer y col., 1994). La cantidad de exceso de energia de
excitacion que la planta experimenta esta dictada también por otros factores de desarrollo y

ambientales que determinan que la energia que la planta requiere para los procesos celulares
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varie. Enfermedades, estatus hidrico y nutricional limitado y rapidos cambios en la
temperatura pueden promover exceso de energia de excitacion inclusive en situaciones de
iluminacion que en condiciones adecuadas no provocarian problema (Demmig-Adams y
Adams, 1992).

Como resultado de los efectos directos que se suceden cuando la radiacién que llega del
sol excede el nivel maximo caracteristico para cada vegetal, se puede generar una situacion
desfavorable conocida como "estrés fotoxidativo” (Foyer y Harbinson, 1994; Slesak y col.,
2002). Esta denominacion general comprende los dafios que sufren los componentes celulares
debido a un exceso de radiaciones UV, IR e inclusive de luz visible, que causan aumento de
energia de excitacion afectando el equilibrio electrénico de las moléculas y elevacion de la
temperatura de los 6rganos expuestos.

La porcion del espectro de alta energia UV origina cambios quimicos por transferencia
de electrones de una molécula a otra, provocando fundamentalmente mutaciones irreversibles
en el material genético (Azcon-Bieto y Talon, 1993; Krause y col., 1999). La luz UV causa
dimerizacion de las bases de timina, lesiones en el ADN vy destruccion de la proteina D1 del
fotosistema I, y ademas se ha observado aumento en la perdida de electrolitos debido a
peroxidacion de lipidos (Foyer y col., 1994). Se ha determinado que una exposicion a
radiaciones UV también puede acarrear destruccion de las defensas antioxidantes del
organismo (Strid, 1993), por lo que parte de la accidn destructiva de la radiacion UV resulta
de mecanismos que involucran directa o indirectamente la generacion de EROs.

Los mecanismos mas sensibles a fotooxidacion en las plantas son los que estan
asociados Yy dirigidos por eventos que dependen de la luz. Uno de los problemas mas serios
que acarrea la utilizacion de la radiacion fotosintéticamente activa como fuente de energia
para realizar reacciones quimicas, es que la alta reactividad de los estados excitados y
radicales libres participantes en cualquier proceso fotoquimico hace probable que se
produzcan transformaciones no deseadas. En efecto el sistema de transporte de electrones de
la fotosintesis es la mayor fuente de EROs (Asada y col., 1999).

A pesar de que la especial constitucion y precisa organizacion estructural del aparato
fotosintético reduce considerablemente la frecuencia con que se producen procesos distintos
de los que conducen a la disipacién inocua de energia, dichos procesos alternativos que son
fuente de EROs ocurren en cierto grado (Azcon-Bieto y Talon, 1993). El origen de los

procesos secundarios deletéreos reside esencialmente en desajustes entre las etapas
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individuales de la fotosintesis. En primer lugar, debemos tener en cuenta que cualquiera de los
constituyentes intrinsecos (no sustratos) que intervienen en la fotosintesis experimenta un
ciclo de cambios durante su intervencion y que la capacidad para participar en un nuevo ciclo
depende de que el constituyente haya terminado el anterior y vuelto al estado inicial. Asi por
ejemplo, el ciclo del donador primario del centro de reaccion en cualquiera de los dos

fotosistemas es:

PP P +¢

La Unica forma del donador primario que puede aceptar un exitén (foton) que produzca

su oxidacion es P, de manera que si el exiton lo encuentra como P* o P* debe seguir en la
antena hasta encontrar otro P disponible o relajarse mediante una ruta alternativa. De forma
paralela, si el aceptor primario esta reducido, no puede aceptar el electron de P™ en la reaccion
fotoquimica primaria y P* debe relajarse también por una ruta alternativa (Azcon-Bieto y
Talon, 1993). En condiciones ambientales normales los procesos alternativos a la
transformacion de la energia solar en quimica se producen siempre aunque en baja frecuencia

permitiendo que funcionen los procesos de proteccion de la planta.

3. Sistemas de defensa antioxidante

Tal como se adelanté al comienzo de esta introduccidn, vivir en un medio oxigenado ha
requerido la evolucion de estrategias celulares efectivas para detectar y detoxificar las EROs
(Bowler y col., 1992). EIl sistema de defensa antioxidante celular es amplio y provee
proteccion a las moléculas biologicas contra el dafio oxidativo.

Las enzimas antioxidantes, tales como SOD, CAT, APX, dehidroascorbato peroxidasa,
monodehidroascorbato peroxidasa, dehidroascorbato reductasa, GR, etc, no estan distribuidas
uniformemente dentro de la célula y varia entre los distintos compartimentos celulares.
(Tabla 3).
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Enzima antioxidante Abreviatura Localizacion subcelular
Acorbato peroxidasa APX Citosol, estroma de plastidios,
membrana de plastidios, ndédulos

de raices
Catalasas CAT Citosol, peroxisomas, glioxisomas
dehidroascorbato reductasa DAR Citosol, estroma de plastidios,

noddulos de raices
Glutation reductasa GR Citosol, mitocondrias, estroma de
plastidios, nddulos de raices

monodehidroascorbato MDAR estroma de plastidios, ndédulos de
reductasa raices
superéxido dismutasa Cu/Zn SOD Citosol, peroxisomas, plastidios,

ndédulos de raices

Mn SOD Mitocondrias
Fe SOD Plastidios

Tabla 3.: localizacion subcelular de las enzimas antioxidantes.

Ademas de estas enzimas existe una variedad de antioxidantes cuyas estructuras y
potencial de oxido-reduccion son marcadamente diferentes. EI AsA es un buen agente
reductor y puede proteger otros antioxidantes como la vitamina A, vitamina E y &cidos grasos
esenciales. EI GSH detoxifica el H,O,, en una reaccion catalizada por la GR. Algunos
terpenoides o isoprenoides (un grupo de compuestos quimicos en su mayoria producto del
metabolismo secundario) tales como los carotenoides, han probado ser eficientes como
antioxidantes especialmente en la proteccion contra la peroxidacion de lipidos (Lu y Foo,
2000; Grassmann y col., 2002). EIl caroteno y los pigmentos carotenoides son efectivos en la
sustraccion de EROs. Con el nombre de vitamina E se describe una familia de ocho
antioxidantes (cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles), los que remueven radicales
altamente activos y protegen a los lipidos insaturados de las membranas de la oxidacién

(Curry, 1996). Otros compuestos como los flavonoides (pigmentos derivados del metabolismo
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de los fenoles) son excelentes eliminadores de EROs y consisten en decenas de compuestos
estructuralmente similares, que sdlo difieren en el grado y tipo de sustitucion de los anillos o
en el tipo y grado de glicosilacion. Finalmente, se ha demostrado recientemente que los
acidos lipoico y dehidrolipoico son efectivos como agentes secuestrantes de radicales libres
(Navari-1zzo y col, 2002).

3.1. Mecanismos enzimaticos de eliminacion de EROs

Entre los procesos enzimaticos de proteccion al estrés oxidativo existe un mecanismo
mediado por la accion de SOD, que esta presente en casi todos los compartimentos celulares,
por el cual los aniones 0," se eliminan con produccion de H,O,. Luego otras enzimas, la
CAT y la APX, son las responsables de eliminar el H,O, (Figura 3).

En los cloroplastos se ha encontrado operativa una via que obtiene la energia para la
reduccion del H,O, directamente del aparato fotosintético (Figura 3 a) y se ha denominado
ciclo de Agua-agua (Asada, 1999). En el cloroplasto, en la mitocondria, en los peroxisomas y
en el citoplasma, opera un mecanismo denominado ruta de Halliwell-Asada y que
corresponde al ciclo del ascorbato-glutation (Figura 3 b). Esta via implica la accién de las
enzimas APX, MDAR, DAR y GR usando el poder reductor del NADPH mediante las cuales
se elimina el H,O, (Azcon-Bieto y Talon, 1993). La amplia distribucion de esta via y la alta
afinidad de la APX por el H,O, sugieren que la misma tiene un papel crucial en controlar el
nivel de EROs en los compartimentos donde esta presente.

Existen otros mecanismos que también actian en la remocion de EROs, el de la
glutatién peroxidasa (GPX) en citosol, mitocondrias y plastidos (Figura 3 c). y la via de las
CAT en los peroxisomas (Figura 3 d). Las CAT no requieren un aporte de equivalentes de
reduccidn, por lo tanto son independientes del estado redox de la célula, ésto implica que su
funcionamiento no se ve afectado por una situacion de estrés oxidativo, al menos en forma

directa por limitacion de cofactores (Mittler, 2002).
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Figura 3. Vias de
detoxificacion  de  especies
reactivas de oxigeno (EROs) en
plantas. (a) Ciclo agua-agua.
(b) Ciclo de Ascorbato-
glutation. (c) Ciclo de Ila
Glutation peroxidasa (GPX).
(d) Ciclo de la catalasa (CAT).
La Superoxido dismutasa actla
en la primer linea de defensa
convirtiendo O, en H,0,. La
Ascorbato peroxidasa (APX),
GPX y CAT luego detoxifican
H,O, . En diferencia a la CAT
(d), la APX y GPX requieren
ascorbato (AsA) y/o glutation
(GSH) regenerado ciclicamente
(a-c). Estos ciclos necesitan
electrones donados
directamente  del  aparato
fotosintético (@) o  del
NAD(P)H (b,c) como poder
reductor. Las EROs estan
indicadas en  rojo, los
antioxidantes en azul y las
enzimas  secuestradoras de
EROs en verde. Abreviaturas:
DHA, dehidroascorbato;
DHAR, DHA reductasa; Fd,
ferredixina; GR,  glutation
reductasa; GSSG, glutation
oxidado; MDA,
monodehidroascorbato;
MDAR, MDA reductasa; PSI,
fotosistema |. Extraido de:
Mittler R. (2002) Trends Plant
Science 7:405-410.
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TRENDS in Pint Science

sistema antioxidante en el

desarrollo de

drganos, en particular durante la maduracion de los frutos

Durante la maduracién de frutos climatéricos es caracteristica la diferenciacion de los

cloroplastos en cromoplastos acompafiada por una pérdida en clorofila,

22

importantes



INTRODUCCION

modificaciones estructurales y la acumulacion de lipidos poliinsaturados y carotenoides. Se ha
informado que el estrés oxidativo transiente "in vivo" juega un papel importante en la
induccidn de sintesis de carotenoides en cromoplastos y en la transformacion de cloroplastos a
cromoplastos (Bouvier y col, 1998). De igual manera en la piel de los frutos de manzanas
coloreadas como “Gala” y “Smoothee” en frutos maduros persiste una cierta cantidad de
clorofila que hace funcional al sistema fotosintético (Ma y Cheng, 2003).

Jimenez y col., 2002-a han determinado que en frutos de tomate los niveles de
indicadores de procesos oxidativos (peroxidacién de lipidos y concentracion de peréxidos de
hidrégeno) tanto como la actividad de las enzimas del ciclo del glutation-ascorbato aumentan
siguiendo el proceso de maduracion. No obstante, cuando comienzan la senescencia se
registra declinacion en los niveles de los sistemas antioxidantes tanto no enzimatico como
enzimatico, disminuyendo asi su capacidad de eliminar EROs (Hodges y Forney, 2000).

Abassi y col. (1998), estudiando la capacidad de detoxificacion de EROs durante el
desarrollo de yemas de flores y crecimiento de frutos en manzana (Malus domestica Borkh cv.
Red Delucious), demostraron que la actividad de enzimas antioxidantes es elevada en los
primeros estadios hasta que el fruto se establece, luego baja y se estabiliza durante el
desarrollo de los mismos y llegado el momento de maduracion el comportamiento varia entre
las diferentes enzimas. La SOD permanecio estable hasta la fecha de cosecha en cambio CAT
presento un leve aumento. En estudios realizados sobre la variedad de manzana Braeburn al
acercarse la fecha de cosecha también fue variable el nivel de actividad de las enzima
antioxidantes. Se observo aumento en peroxidasas y declinacion en SOD desde las fechas mas
tempranas de cosecha hacia las mas tardias (Gong y col., 2001).

En general, existe acuerdo en que al producirse la senescencia de los tejidos vegetales se
observa una disminucion de las enzimas antioxidantes relacionadas con el aumento de EROs,
el inicio de la degradacion de los lipidos y la oxidacion de proteinas, caracteristicos de la
muerte del vegetal (Shewfelt y Purvis, 1995; Lacan y Baccou, 1998; Hodges y col., 2004). Se
ha demostrado que los niveles de compuestos reductores en hoja de varias especies herbaceas
estan negativamente correlacionados con la dindmica de la senescencia (Meir y col., 1995).
Manipulando la cantidad de luz azul y UV en células de la capa de Aleurona de granos de
cereal para estudiar el proceso de muerte celular programada, se encontrd que la produccién
de EROs es un factor clave en el envejecimiento. El efecto de la luz en la muerte celular

programada se vio contrarrestado incubando las células con compuestos antioxidantes. Se
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observo que una reduccion en las enzimas que metabolizan EROs incluyendo APX, CAT y

SOD precede a la muerte celular (Jones y col., 2000).

3.3. Defensas antioxidantes frente a situaciones de estrés por altas

temperaturas y elevada radiacion solar

El proceso de muerte natural va acompafiado de una disminucién en el sistema
antioxidante, pero cuando la muerte es producto de una situacion de estrés oxidativo el
comportamiento de los detoxificantes de EROs es diferente. En general las enzimas del ciclo
de AsA-GSH aumentan asi como los compuestos antioxidantes no enzimaticos . No obstante
en situaciones extremas o de estres prolongado, el aumento de las defensas no llega a ser
suficiente y el dafio oxidativo lleva a la muerte celular .

La exposicion a elevadas temperaturas genera aumento en la respuesta antioxidante. En
el quemado o asoleado de frutos de tomate, en el que se conjuga el estrés generado por altas
temperaturas e irradiancia, se ha observado aumento en los niveles de SODs (Rabinowitch et
al, 1980). En general, tanto en frutos de manzanas como en otros tejidos vegetales se ha
encontrado que como respuesta al aumento de temperatura se incrementa la sintesis de
proteinas de choque térmico y la actividad de las enzimas que constituyen el ciclo del
glutatién ascorbato (Ritenour y col., 2001; Bowen y col., 2002; Hodges y col., 2004; Ma y
Cheng, 2004; Almeselmani y col., 2006 ).

Las especies que presentan estas caracteristicas resultan termotolerantes (Liu y Huang,
2000). Basados en este mecanismos existe un procedimiento (tratamientos de calor subletal
por periodos cortos) para prolongar la conservacion de los frutos y, consiste en inducir la
actividad de enzimas antioxidantes para aumentar la capacidad de detoxificacion de EROs y
retardar los procesos de senescencia celular (Torres y col., 2003; Hodges y col., 2004;
Vicentea y col., 2006). En manzanas se ha comprobado que el camino enzimatico del
glutatién-ascorbato juega un papel importante en la adquisicion de termo tolerancia mediante
la detoxificacion de EROs originadas por exposicion al sol (Ma y Cheng, 2004).

Trabajando en estrés provocado por altas radiaciones luminicas (600 W m™) en hojas de
trigo (Triticum aestivum L.) se observé aumento en la actividad de SOD y APX indicando

como consecuencia un incremento en la proteccion contra la mayor produccién de EROs
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debida a fotooxidacion (Mishra y col., 1993). Este incremento en la concentracion de enzimas
fue por sintesis de novo segln se demostré usando cycloheximida, un inhibidor directo de la
sintesis proteica. El contenido de AsA sigui6 igual dindmica que SOD y APX, aunque
respecto de CAT en ese estudio se observé un decrecimiento en la actividad enzimatica,
probablemente asociado a la fotolabilidad de la enzima.

En especies perennes sometidas a diferentes niveles de irradiancia (20, 100, 1200 umol
fotones m? s™), se ha observado en sus hojas un aumento en los compuestos antioxidantes
AsA, GSH y atocoferol, asi como se registraron incrementos en el “pool” de los compuestos
del ciclo del glutation-ascorbato (Grace y Logan, 1996). No obstante, en este estudio también
se observo una leve disminucion en la actividad de CAT.

Comparados con las hojas, los frutos tienen menor capacidad para fotosintesis y por lo
tanto la cara expuesta de los frutos presenta mayor necesidad de disipacion del exceso de
energia. Se ha observado que en los tejidos de la cara expuesta de estos érganos la actividad
de las enzimas APX y GR es mayor, la de la SOD es similar y la de la CAT es menor respecto
de la cara no expuesta (Ma F. y Cheng L. 2003).

4. Tolerancia al estrés oxidativo y manipulacion genética del

sistema de defensas antioxidante

Las plantas exhiben un espectro de respuestas a un aumento en la densidad de flujo
fotonico (DFF) (Figura 4.). Por arriba de determinada intensidad de DFF el aparato
fotosintético no en capaz de utilizar toda la energia absorbida por la clorofila y es derivada a
procesos oxidativos. Estos dafios son mas dramaticos en plantas aclimatadas a la sombra ya
que las mismas tienen baja capacidad tanto para el transporte fotosintético de electrones como
para las respuestas de fotoproteccion. Esas plantas van a experimentar una sustancial
inactivacion de los procesos fotosintéticos a un nivel DFF mucho mas bajo que las plantas
aclimatadas a plena exposicion solar (Demmig-Adams B. y Adams W.W. 1992).

Eso ocurre porque las plantas tienden a aclimatarse a la energia solar que reciben y a la
temperatura del ambiente en el cual se desarrollan y esa adaptacion involucra cambios a nivel

morfoldgico y en la regulacién de procesos fisioldgicos y bioquimicos.
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Figura 4.: Representacion esquematica de las diferentes respuestas de aparato fotosintético
a la absorcion de niveles crecientes de DFF, incluyendo la utilizacion de la luz en
fotosintesis, varias respuestas de fotoproteccion y dafio potencial. La magnitud relativa de
los diferentes procesos se ilustra para una hoja sombreada, una expuesta a plena radiacion
solar y a plena radiacién solar sumado a otro factor de estrés. No se sabe a que grado de
inactivacion y recambio del PS Il (y posible fotoproteccion) ocurre en hojas expuestas a
plena radiacién solar sumado a otro factor de estrés. Extraido de Demmig-Adams B. y
Adams W.W., 1992.

Numerosos estudios realizados sobre diferentes géneros de plantas en condiciones de
estrés oxidativo han demostrado un aumento en los compuestos asociados al sistema de
defensas antioxidantes (Grace y Logan, 1996; Hodges y col., 1997; Zhang y Schmidt, 2000).
Dado que las situaciones de estrés inducen un aumento en la actividad en las defensas
antioxidantes, surgieron investigaciones con el fin de obtener vegetales que sobreexpresen
uno o varios de los componentes del sistema antioxidante.

Se comprobd que una alfalfa transgénica que sobreexpresaba SOD presentaba mayor

tolerancia al déficit hidrico (Mc Kersie y col., 1996). Trabajos realizados sobre Arabidopsis
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thaliana han logrado catorce mutantes que sobreexpresan APX citosélica, GR,
monodehidroascorbato reductasa, y todas las isoformas de SOD, muchos de los cuales
presentaron menor susceptibilidad a estrés oxidativo (Kliebennstien y col., 1997). Por otra
parte estudios realizados en alfalfa transgénica que sobreexpresaba Fe-SOD han verificado
una mayor resistencia al estreés oxidativo sufrido durante el invierno, debido a una mayor
proteccion del sistema fotosintético (Mc Kersie y col., 2000).

En los vegetales con sobreexpresion de SOD se ha demostrado incremento en la
resistencia a estrés oxidativo. Esto indicaria que la SOD es una enzima clave en la produccion
de trangénicos resistentes (Bjorn y Brian, 1997). Para dilucidar la correlacién entre la
actividad SOD vy la tolerancia a estrés se aislaron cDNAs de Cu/Zn-SOD desde plastidios de
gramineas y arroz. Por ingenieria genética se desarrollaron plantas de arroz que presentaban
aumentada la expresion de esta enzima y se observo un sorprendente aumento en el ARNm de
Cu/Zn-SOD de plastidios en apenas dos horas después de tratar a las plantas con 10 uM de
paraquat, que es un potente generador de radicales libres en vegetales. Con idéntico propdsito
se produjeron plantas de tabaco que sobreexpresaban SOD y APX de espinaca y también
demostraron mayor resistencia a paraquat (Kaminaka y col., 1997). En comparacién con
SOD, otras enzimas del sistema antioxidante han recibido menor atencion respecto de los
efectos de producir plantas que las sobreexpresen. Usando sintomas de deterioro foliar como
criterio de dafio para evaluar resistencia a paraquat, se ha reportado que la introduccion de
genes de GR de bacteria a plantas de tabaco a rendido resultados exitosos (Aono y col., 1993)

En horticultura, la obtencion de plantas mutantes que presenten elevada actividad de
enzimas antioxidantes ha recibido mucha atencion en los ultimos afios. Ensayos realizados en
plantas de tomate que sobreexpresan Mn-SOD han proporcionado resultados alentadores en
cuanto a aumentar su resistencia a bajas y altas temperaturas asi como a salinidad (Wang y
col., 2002-a). En este mismo género se ha logrado obtener plantas transformadas que por
producir mayor cantidad de APX han demostrado claramente mayor supervivencia a la accion
de frio, calor y paragquat (Wang y col, 2002-b).

En plantas de frutales son escasos los trabajos realizados para lograr mutantes resistentes
a estrés por elevada radiacion solar y temperatura. No obstante, en la Universidad del Estado
de Oregon (EEUU), se han desarrollado recientemente lineas transgénicas de manzana “Gala”
que sobreexpresan el gen de APX citosolico derivado de espinaca. La transformacion fue

realizada a través de Agrobacterium y el gen de APX fue disefiado bajo control del promotor
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35S. Utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se identificaron al menos veinte
lineas, todas las cuales presentaron resistencia a estrés por elevada temperatura. Colocando
discos de hojas a 44 °C por 14 h se verificd que las plantas tipo salvaje presentaban 100 % de
pérdida de electrolitos, en cambio las transformadas exhibian solo 40 a 75 % dependiendo de
cada linea especifica (Wisniewski y col., 2002).

5. Uso del Caolin en la prevencion de asoleado

El asoleado de frutos es una problematica comun a distintas regiones productoras del
mundo, especialmente en regiones aridas y semiaridas, en las cuales se produce un excesivo
calentamiento del canopeo, término que es usado aqui como el volumen que abarca toda la
copa del arbol incluyendo los frutos y el aire.

En la actualidad se estdn probando diferentes tipos de tecnologias para disminuir el
dafio por asoleado. Entre las alternativas evaluadas, la aplicacion de pantallas solares
minerales en base a Caolin es una de las que mejores resultados ha proporcionado a nivel
mundial. Segun estudios realizados en Nueva Zelanda, Australia y EEUU, el Caolin usado
como protector ante situaciones de estrés, de enfermedades y como insecticida, constituye un
insumo econdmicamente viable asociado a la ventaja de ser apto para la produccién organica
de manzanas y peras (Glenn y col., 1999; Winsche y col., 2001)

En el estado de Washington, durante el afio 2002 fueron tratadas con Caolin el 40% de
la superficie de perales y el 20% de manzanos. En nuestra region algunas empresas han
comenzado a realizar las primeras pruebas con resultados alentadores.

El Caolin es un polvo blanco y suave que esta constituido fundamentalmente por
Caolinita, una familia mineral del grupo de las arcillas. La formulacion usada en la agricultura
es un producto altamente purificado, calcinado y molido para dar un polvo quimicamente
inerte y no abrasivo. Los productos que se encuentran en el mercado contienen 95% de
Caolin. La principal diferencia entre los productos se encuentra en el porcentaje de Caolinita
presente en el Caolin usado por la empresa que fabrica el producto, y puede variar entre 70 a
93%. Asi por ejemplo los Caolines extraidos de canteras de la provincia de Rio Negro tienen
concentraciones de 92% de Caolinita, el 8% restante lo constituye el Cuarzo y la Zeolita.

Tratadas con una ingenieria especial para lograr un tamafio y forma adecuado, las

particulas de Caolin actuan reflejando los rayos solares. Asi, un film de particulas generado
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con la aplicacion de Caolin refleja tanto las longitudes de onda del infrarrojo, que son las
causantes de calentamiento, como las longitudes del UV que producen el “quemado” de
diferentes 6rganos del vegetal (Glenn y col., 2000). No obstante, la luz visible que pasa a
través de la pelicula de particulas es suficiente para que el vegetal lleve adelante la
fotosintesis. Aplicado en forma agronémica, el film de caolin transmite un 90-98% de la
radiacion fotosintéticamente activa (Glenn y col., 2000), lo que explica por qué estudios
realizados midiendo la tasa fotosintética por intercambio gaseoso de arboles cubiertos con
caolin han demostrado 30 % mas de eficiencia en la fotosintesis que los no tratados (Glenn y
col., 2000). Sobre este tema existen trabajos que reportan lo contrario, asi por ejemplo
Wiinsche y Palmer (1997) encontraron una disminucion del 20% en la absorcion de luz en las
hojas tratadas con caolin. Cuando las mediciones de tasa de asimilacion de carbono se
realizaron a nivel de hoja se registrd una disminucion en el intercambio gaseoso por
tratamiento con caolin, aunque no se observaron cambios en la conductividad estomatica ni en
la transpiracion de las hojas. Las diferencias en los indices fotosintéticos que se observan a
nivel hoja respecto del canopeo pueden ser debido a una mejora en la distribucion de la luz
por reflexion dentro del arbol (Wunsche J.N. y col, 2002)

Estudios realizados por dispersion de rayos-X muestran que las particulas de caolin se
embeben en las capas de cera de la cuticula de los frutos (Curry y col., 2002). Dado que el
producto desvia los rayos infrarrojos disminuyendo el calentamiento de la superficie del fruto,
mantiene la temperatura en valores mas cercanos a lo normal para el metabolismo celular.
Informes realizados sobre diferentes tipos de frutos indican una reduccion promedio en la
temperatura de la cara expuesta de los frutos de 5 °C (Melgarejo y col., 2002). Por otra parte,
al reflejar los rayos ultravioleta el caolin merma la produccion de radicales libres,
responsables del bronceado (oxidacién) de la piel del fruto a largo plazo.

La disminucién de temperatura en el vegetal le permite superar en mejores condiciones
el estrés hidrico e intenso calor (Williams, 1993). En los arboles tratados se observa que las
hojas permanecen mas tiempo verdes, y debido a su mejor condicion fisiologica su caida se
produce mas tarde en la temporada. La mayor duracién de la superficie fotosintéticamente
activa prolonga el periodo de acumulacion de carbohidratos, ya que se produce mayor
cantidad de asimilados y azlcares lo que en algunas variedades resulta en un aumento del

vigor de la planta y del rendimiento final. Trabajos realizados en pera variedad "D"Anjous"
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han demostrado un aumento de 10,7% en la produccion de las plantas tratadas con caolin
(Werblow, 1999).

Datos de distintas fuentes, tanto regionales como extranjeras, indican disminuciones en
porcentaje de frutos asoleados en plantaciones tratadas con Caolin. En manzanas, la reduccion
promedio de frutos dafiados es de un 20-25% dependiendo la variedad. Ensayos realizados en
Estados Unidos indican una disminucion de 23.9% de asoleado en frutos de la variedad Fuji
(Schupp y col, 2002). En zonas productoras de Chile se han publicado mermas de asoleado de

hasta 50% para la variedad Imperial Gala (Prado, 2003).
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MATERIALES Y METODO

1. Localizacion y datos meteorologicos del lugar y periodo de
estudio

Los estudios fueron realizados en el campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del Comahue, en la localidad de Cinco Saltos (Latitud
38° S y Longitud 67° O), a 8 Km de la ciudad de Cipolletti, provincia de Rio Negro,

Argentina (Mapa 1).

-NEUQUEN
o
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Ocano Atidntico

Mapa 1: ubicacion geogréfica de la region donde se realizo el estudio.

El clima durante las temporadas en que se realizaron los ensayos (detallado en la Tabla
4) se caracterizd por temperaturas elevadas. Durante el verano en general fueron del orden de
las temperaturas promedio, pero analizando enero se observa que en los dos afios en que

trabajamos las temperaturas maximas fueron superiores a los promedios historicos. También
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es destacable que se registraron temperaturas maximas maximorum que llegaron a los 40 °C.

La radiacion y la heliofania fue la caracteristica para esta época del afio.

Tabla 4: Registros meteoroldgicos obtenidos en la estacion meteoroldgica instalada en la
Facultad de Ciencias Agrarias para las temporadas de crecimiento de frutos 2002/03 y 2003/4
y promedios historicos para el mismo periodo.

Variables climatologicas Meses
Diciembre Enero Febrero
Promedios historicos
Temperatura max.(°C) 28,2 29,6 28,7
Radiacion méax. (W/m?) 1258 1263 1128
Heliofania efectiva med. (Hs) 10,2 10,5 9,5
Humedad Relativa med. (%) 54 54 58
2002-03
Temperatura max. (°C) 28,4 30,6 29,4
Radiacion max. (W/m?) 1220 1235 1132
Heliofania efectiva med. (Hs) 9,3 12,1 11,0
Humedad Relativa med. (%) 60 57 57
2003-04
Temperatura max. (°C) 26,4 31,7 27,6
Radiacion max. (W/m?) 1255 1265 1095
Heliofania efectiva med. (Hs) 11,1 11,4 10,6
Humedad Relativa med. (%) 67 54 68

Los afios en los que se ha trabajado han presentado condiciones climaticas dentro del
orden de los promedios historicos (Tabla 4), por lo tanto los frutos estuvieron expuestos a las
condiciones de estrés caracteristicas de la zona. Esta situacion, sumado a que los arboles
frutales se desarrollaban en una parcela donde se cumplieron con todas las pautas de manejo
acordes con lo recomendado para la region, establece una cierta seguridad en cuanto a la
representatividad del material usado y de los datos obtenidos. El suelo del cultivo es franco y

el sistema de riego gravitatorio, por manto.

2. Material vegetal

El material vegetal sobre el cual se realizaron los estudios y ensayos fisiologicos y
bioguimicos fueron frutos de manzanas (Malus sylvestis (L.) var. domestica Borkh)
variedades “Red Delicious” (RD) y “Braeburn” (BR), sobre porta injerto MM111. Los arboles
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estaban conducidos en espalderas, plantados con una separacion de 2,7 m entre plantas x 4,0
m entre filas y la edad de la plantacion era de 10 afios, o sea, en plena produccion.

La fenologia de las dos variedades es similar en cuanto a la fecha de plena floracion
pero es ampliamente diferente en la fecha de cosecha comercial (Tabla 5) ya que la variedad
BR permanece un mes mas en la planta. Esta diferencia hace que la manzana BR esté
expuesta por mas tiempo a situaciones de estrés por exceso de radiacion luminica. Ambas
variedades presentan diferencias morfoldgicas en los frutos y en el habito de crecimiento de la
planta. Comparativamente respecto de BR (Foto 3), la variedad RD (Foto 4) tiene mas follaje,
el porte del arbol y sus ramas es erecto y fructifica habitualmente en ramas cortas y firmes. En
cambio BR se caracteriza por menor follaje, sus ramas, especialmente las cargadoras de frutos
y son laxas con tendencia a volcarse cuando los frutos aumentan de peso.

Las determinaciones fisiologicas y bioquimicas fueron realizadas sobre muestras de piel
de los frutos. Los frutos de manzana esta formado por el ovario interno que se suelda al
receptaculo por lo tanto con la denominacion de piel indicamos los tejidos epidérmicos y
primeras capas de parenquimatico del receptaculo.

Tabla 5: Variables fenoldgicas de las variedades de manzana Red Delicious y Braeburn para las
temporadas de crecimiento de frutos 2002/03 y 2003/4

Variedad Plena floracion Cosecha comercial
2002 2003 2003 2004
Red Delicious 26 Sep. 28 Sep. 14 Febrero 12 Febrero
Braeburn 26 Sep. 26 Sep. 16 Marzo 13 Marzo

Nz Fte

Foto 3: variedad de manzana “Braeburn”, aspecto del arbol entero conducido en espaldera
(izquierda) y detalle del habito de vuelco de las ramas cuando los frutos aumentan de tamafio
(derecha).
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Foto 4: variedad de manzana “Red Delicious”, aspecto del arbol entero conducido en espaldera
(izquierda). Se observa que las ramas cargadoras de frutos no sufren vuelco y presentan
desarrollo erecto (derecha).

3. Periodo de estudio y de extraccion de muestras

El periodo de estudio abarco los afios 2002 al 2004. Los trabajos de mediciones a campo
y extracciones de muestras fueron realizados durante las estaciones de crecimiento y
maduracion de frutos de los afios 2002/03 y 2003/04.

4. Determinacion de la incidencia de dafio por asoleado en frutos

Los niveles de dafio se determinaron visualmente sobre la superficie de los frutos. Se

clasificaron como:

e Fruto sano: Frutos que no presentaban ningun signo de dafio o deterioro.
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e Fruto con dafio leve: Frutos que presentaban una leve a moderada coloracion
bronceada en la zona afectada. Este nivel de dafio esta asociado a lo que en la

region se conoce como “reflejo de sol”.

e Fruto con dafio grave: Frutos que presentaban desde coloracion bronceada
intensa a necrosis de la zona afectada. Este nivel de dafio esta asociado a lo que

en la regién se conoce como “asoleado”.

En la temporada 2002/03 se muestrearon los frutos que llegaban a la planta de empaque
de 10 empresas elegidas de una lista que incluia a las firmas de mayor relevancia por volumen
de procesamiento de la zona del Alto Valle (Secretaria de Fruticultura de Rio Negro, 2001).
Dado que en el interin una de ellas no continud colaborando, finalmente se analizaron las
muestras de 9 empresas de la zona, distribuidas 1 en Villa Regina, 3 en Gral. Roca, 1 en Allen
y 4 en Cipolletti (ver Mapa 1).

Las variedades muestreadas fueron: Golden Delicious, Starkrimson, Red Delicious,
Braeburn, Fuji, Granny Smith y Pink Lady. Se analizaron 7.200 frutos en total. Los frutos
muestreados se extrajeron al azar de 25 camiones por cada variedad en la entrada a cada
empresa (generalmente zona de bascula). Segln se presenta en la Tabla 6 la cantidad de
frutos inspeccionados por variedad no fue la misma para todas debido a que las variedades
nuevas y Golden Delicious presentaron menor produccién y no fueron procesadas en todas las
empresas.

Es importante aclarar que los frutos muestreados en cada planta de empaque provenian
de diferentes lugares de origen (Tabla 6). Es decir que como las empresas donde se
muestrearon los frutos si bien se localizan en el Alto Valle, procesan frutos de otras regiones
(Villa Manzano al norte de Rio Negro; Belisle, valle medio del Rio Negro), luego en la
practica este estudio se extendi6 a esas zonas. Por esa razon se diferenciaron seis areas

geogréficas a las cuales se les adjudicé el nombre de una ciudad que las representé (Tabla 7).
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Tabla 6: Procedencia y cantidad de frutos muestreados por variedad de manzana.

(0]
Variedad Lugar de origen NP EE TS
muestreados
Golden 192
Delicious Stefenelli, Gral. Roca, Cipolletti, Chafar, Allen
Allen, Cipolletti, Chanar, Cuatro Esquinas, Belisle,
Red Delicious | Cervantes, Chichinales, Chimpay, Fdez. Oro, Gral. 1784
Roca, Godoy, Guerrico, Ing. Huergo, J.J. Gomez,
Mainque, Stefenelli, V. Regina, Valentina
Starkrimson, Fdez. Oro, Ferri, Gral. Roca, Godoy, Guerrico, Ing. 464
Huergo, J.J. Gomez, Stefenelli, V. Regina,
Granny Smith | Idem Red Delicious 2ifes
Fuji Allen, Cervantes, Chichinales, Chimpay, Gral. Roca, 400
Ing. Huergo, Mainque, V. Regina
e Belisle, Cinco Saltos S
. Belisle, Cinco Saltos, Cervantes, Chichinales,
P LA Chimpay, Gral. Roca, Ing. Huergo, Mainque, V. e
Regina

Tabla 7: Localidades que componen cada zona de muestreo. Ver mapa 1

Zona Localidades
V. Manzano Villa Manzano
Cipolletti 4 Esquinas, Ferri, Cipolletti, Cinco Saltos
Allen Gral. Fdez. Oro, Allen, Puente 83
Gral. Roca  Guerrico, JJ Gomez, General Roca, Stefenelli, Cervantes
V. Regina  Maique, Ingeniero Huergo, Godoy, Villa Regina, Chichinales
Belisle Chimpay, Belisle
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5. Influencia de la radiacion solar y la temperatura en la

peroxidacion de lipidos de membrana de frutos

Los ensayos fueron realizados a campo en frutos de manzana variedad BR que
permanecieron en el arbol durante el tiempo que recibian los tratamientos. A los 122 dias
después de plena floracion (DPF) se identificaron frutos que se desarrollaban en el interior del
canopeo en iguales condiciones de cultivo y temperaturas y se los expuso a la radiacion solar
directa (1315 W m) y a distintos niveles de temperatura (30-35, 37-42 y 45-50 °C) en la cara
expuesta. Los frutos seleccionados se dividieron en dos grupos: a) En el grupo P = Protegido,
en la cara expuesta se bloqued la radiacion solar mediante un film opaco negro que no
permitia el paso de la luz, recibiendo solamente calor; y, b) En el grupo E = Expuesto, la
cara expuesta recibio la radiacion solar directa.

La fuente de calor fue la energia solar y como el ensayo se realizd desde las 13:00 hasta
las 16:00 horas las temperaturas mas elevadas se lograron con la sola exposicion de los frutos
al sol. Por eso los rangos inferiores de temperatura en el fruto (37-42 y 30-35 °C) se debieron
regular mediante ventiladores conectados a una bateria portatil y nebulizando agua. La
temperatura de superficie de los frutos en la cara expuesta se monitore6 mediante termocuplas
adheridas al fruto (Foto 5).

Fotos 5: medicion de la temperatura en la cara
expuesta a la radiacion solar directa en un fruto de
manzana variedad de manzana “Braeburn”.
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De cada uno de los dos grupos se extrajeron cuatro frutos a los 0, 30, 60, 120 y 180
minutos de tratamiento. De los frutos, se extrajeron muestras de piel y se midié el dafio de
membranas celulares mediante la valoracion de peréxidos lipidicos como especies reactivas al
acido tio-barbiturico (TBARS) (ver punto 7.2.).

6. Curva de crecimiento de los frutos

El crecimiento de los frutos de las variedades RD y BR fue evaluado periédicamente
midiendo el diametro de 20 frutos tomados al azar de 5 arboles homogéneos en area basal,
altura y ancho de copa. La primera fecha de medicion fue a los 67 DPF y se continud con
lecturas quincenales hasta la fecha de cosecha comercial de cada variedad. Los didmetros
fueron medidos con calibre de corredera (modelo 30-410-5, General Supply Corporation,
Jackson, Miss., U.S.A)).

7. Determinaciones fisioldgicas, quimicas y enzimaticas

Durante el desarrollo de los frutos de las variedades RD y BR se realizd el seguimiento
quincenal de parametros fisiologicos, quimicos y enzimaticos sobre muestras de tejidos de
piel de manzana. Se extrajeron muestras de cuatro frutos sanos por variedad y dos situaciones
opuestas de exposicion respecto de la radiacion solar. Una situacion fue de frutos expuestos
que crecian en la periferia del canopeo recibiendo sol directo como minimo entre las 12:30
hasta las 17:00 horas. La segunda situacion fue de frutos sombreados que se desarrollaban en
el interior del arbol y no quedaban expuestos a la radiacion solar directa en ningin momento
del dia, les llegaba so6lo el 8-15% de la radiacion total (Foto 6). El inicio de extraccién de
muestras fue el 15 de diciembre de 2003 que correspondi6 a los 81 DPF y continud hasta la

fecha oficial de cosecha para cada variedad.
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Fotos 6: Frutos de manzana var. Braeburn a 135 dias después de plena floracion, con diferente
exposicion a la radiacion solar.

7. 1. Medicidén de la perdida de electrolitos

Los cambios en la pérdida de electrolitos de tejidos vegetales fueron estimados mediante
la determinacion de la conductividad eléctrica de la solucion acuosa en la que se sumergen los
tejidos (Hodges D. y Forney Ch., 2001). Se extrajeron tres réplicas de 10 discos de 1 cm de
didmetro de piel de los frutos que se colocaron en tubos de 50 mL conteniendo 35 mL de
manitol 0,4 M en agua deionizada. Las muestras se incubaron por 1 h en bafio de agua
circulante a 24 °C y luego se determind la conductividad con un conductimetro (modelo TCL-
930, LIEE, Argentina). El valor determinado corresponde a la conductividad inicial. Luego las
muestras fueron congeladas por 24 h, se descongelaron y se determiné nuevamente la
conductividad eléctrica. Los valores de esta medicion se consideraron como conductividad
total 6 100 % del tejido. La pérdida de electrolitos se calcul6 como el porcentaje de la

conductividad inicial respecto de la conductividad total.
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7. 2. Determinacion de peroéxidos lipidicos

El nivel de peroxidos lipidicos en los tejidos de piel de manzana fue medido en términos
de concentracién de malondialdehido (MDA, un producto de la perdxidacion de los lipidos)
determinado por reaccion con el acido tiobarbitirico (TBA) (Asakawa y Matsushita, 1980).
Se homogeneizdé 0,25 g de piel con 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1 %. El
homogeneizado fue centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos. A una alicuota de 0,5 mL del
sobrenadante se le adicion6 2 mL de TCA 20 % que contenia 0,5 % TBA. La mezcla fue
calentada a 95 °C por 30 minutos y luego rapidamente enfriada en bafio con hielo. Luego se
centrifugd a 10.000 x g durante 10 minutos Yy se leyd la absorbancia del sobrenadante a 532
nm y se le sustrajo el valor de absorbancia no especifica por turbidez leido a 600 nm. Las
mismas lecturas se realizaron para las muestras sin reaccionar con el TBA. Este tltimo valor
se restd del anterior, eliminando de esa manera la interferencia de pigmentos y otros
compuestos que absorben a la misma longitud de onda. La concentracion de MDA se calculo
en base a una curva estandar usando como generador de MDA al 1,1,3,3 tetrametoxi propano,

calculando el coeficiente de extincion del MDA en 155 mM™ cm™.

7. 3. Determinacién de proteinas

El contenido de proteinas se determind mediante el método de Bradford usando sero

albimina bovina como estandar (Bradford M., 1976).

7. 4. Determinacion de compuestos antioxidantes

7. 4. 1. Preparacion de los extractos celulares

Las determinaciones de metabolitos antioxidantes se realizaron sobre 1 g de peso fresco
de piel de manzana que se pulveriz6 en mortero con nitrégeno liquido y se suspendié en 3 mL
de TCA 5%. El homogeneizado se centrifugd a 10.000 g a 4 °C por 15 minutos, el

sobrenadante se guardd a —20 °C para futuras determinaciones analiticas
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7. 4. 2. Glutation Reducido (GSH)

La determinacién de GSH se realiz6 en base a la reaccion del grupo reducido -SH en el
GSH vy otros tioles acidos-solubles (AST) con el reactivo de sulfhidrilos 5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzoato (DTNB). El producto TNB por ruptura del puente S-S en el DTNB se detecta
con un maximo de absorbancia a 412 nm (Ellman, 1959, modificada por Venturino y col.,
2001). La medicion de GSH se realizo agregando 50 pL de la muestra a 1 mL de DTNB,
luego se dejé transcurrir la reaccion de color por 5 minutos y se leyd la absorbancia, a la cual
se le descont6 la medida del blanco de muestra (sin DTNB). El contenido de GSH se

determind en comparacion a una curva estandar de GSH puro.

7. 4. 3. Ascorbato (AsA)

La determinacion de AsA se realizo espectrofotométricamente a 524 nm en base a la
reaccion de reduccion del 2,6-diclorofenol-indofenol (DCIP) por el AsA de la muestra
(Mishra N. y col., 1993). Una alicuota de 150 pL de muestra, se mezcld con 500 uL de buffer
citrato—fosfato 100 mM, pH 2,3 y 500 pL de solucién acuosa de DCIP (30 mg L™). Se dejo
transcurrir la reaccion durante 30 segundos e inmediatamente se registro la absorbancia, a la
cual se le descont6 la medida del blanco de reactivos conteniendo TCA en vez de muestra. El

contenido de AsA se determind en comparacion a una curva estandar de referencia.

7. 5. Determinaciones enzimaticas

7.5. 1. Preparacion del extracto proteico

Se pulverizaron 2 g de peso fresco de piel de manzana en mortero con nitrégeno liquido.
Al polvo de tejido se lo suspendio en 10 mL de de buffer fosfato de potasio 100 mM (pH 7,8)
que contenia 0,5% (v/v) Triton X-100 para aumentar la extractabilidad de la enzima. Se
agrego 1 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) que actué como absorbente de fenoles, dado
que la manzana contiene elevados niveles de estos compuestos que interfieren en la extraccion

y en las determinaciones enzimaticas (Serradell y col., 2000). La mezcla fue dializada toda la

45



MATERIALES Y METODO

noche a 5 °C contra el mismo buffer y luego fue centrifugada a 22.000 g por 30 minutos a 4
°C. El sobrenadante fue recolectado y conservado a —-20 °C para las posteriores
determinaciones de actividad enzimatica (Abassi y col., 1998), que se realizaron mediante
espectofotometria usando un espectofotémetro Shimadzu 240 UV-Vis de doble haz.

7.5. 2. Actividad de Superoxido Dismutasa (SOD)

La actividad enzimatica fue medida en base a la inhibicion de la oxidacion de NADH
mediante radicales superdxido en presencia de SOD (modificacién de Paoletti y col., 1986).
La reaccion de oxidacién, en presencia de cantidades adecuadas de EDTA.Mn® y 2-
mercaptoetanol, se realiza por una reaccion en cadena de radicales libres que involucra la
oxidacion de grupos tiol y reduccién univalente de O,. El agregado de SOD al medio de
reaccion causa una inhibicion proporcional de la tasa de oxidacion del NADH.

El medio de reaccion fue 800 pL trietanolamina-dietanolamina (Tea-Dea) 100mM (pH
7,4), 100 pL de solucion EDTA 100 mM mas MnCl, 50 mM (pH 7,0), 40 pL
NADH 7,5 mM; a esta mezcla se le agregd 5-25 puL de muestra (o agua o buffer), 100 uL
mercaptoetanol 10 mM se mezclo suavemente se dejé reaccionar por 10 minutos y luego se
leyo el decrecimiento en la absorbancia a 340nm por 5 minutos. Una unidad enzimaética se
define como la cantidad de enzima que reduce a la mitad la velocidad de oxidacion del
NADH, tomando como referencia una cantidad inicial de NADH equivalente a una unidad de
absorbancia. Para el céalculo de las unidades de SOD presentes en las muestras se uso la

formula:
Vsop = VMAX/ [1 + (VOl / K0,5)]

Donde,
Vsop : velocidad de oxidacién de NADH en presencia de muestra.
Vmax : Velocidad de oxidacion de NADH control, en ausencia de SOD.
Vol : volimen de muestra empleado.
Kos: volimen de muestra que contiene una unidad de SOD, expresado en

las mismas unidades que Vol.
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Para el célculo se empled una linealizacion de la expresion segun:
1/ Vsop = 1/ Vmax + [1/ (VMAX . K0,5 )] . Vol

Las determinaciones se realizaron en al menos 3 volimenes diferentes de cada muestra.

7. 5. 3. Actividad de Catalasa (CAT)

La actividad de CAT fue determinada siguiendo la disminucion de H,0, en el medio de
reaccion (Ma y col., 2003), mediante el seguimiento de la caida de la absorbancia a 240 nm
(coeficiente de extincién de 40 M™ cm™). El medio de reaccién estuvo constituido por 2,5 mL
de sustrato de reaccion (168 uL de H,O, 100 vol. en 60 ml de buffer fosfato de sodio 50 mM,
pH 7,0) a los que se agreg6 50 uL. de muestra.

7.5. 4. Actividad de Glutation Reductasa (GR)

La actividad enzimatica de GR se determind siguiendo la técnica de Schaedle y
Bassham (1977) modificada por nosotros, mediante el seguimiento cinético del consumo de
NADPH dependiente de GSSG en condiciones saturantes a 340 nm (coeficiente de extincion
5,9 mM™ cm™). El medio de reaccion fue 700 pL buffer de reaccion (buffer fosfato de potasio
143 mM, EDTA 6,3 mM pH 7,5, NADPH 0,21 mM) al que se agregd 300 pL. de muestra. La
reaccion se inicid agregandol0 puL de GSSG 50 mM. Las mediciones fueron corregidas
sustrayendo la actividad inespecifica de NADPH oxidasas, medida en ausencia de GSSG
(Grace S. y col., 1996).

7.5. 5. Actividad de Ascorbato Peroxidasa (APX)

La actividad de APX se midié siguiendo la oxidacion del ascorbato por la disminucion
de la absorbancia a 290 nm (coeficiente de extincién 2,8 mM™ cm™) (Mishra N. y col., 1993).
El ensayo fue realizado a 20 °C y el medio de reaccion contenia buffer fosfato de potasio 50
mM (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, ascorbato de Na 0,5 mM y 0,1 mM de H,O, y 100 pL de

muestra. La reaccion se dispard con el agregado de H,O, y el cambio en la absorbancia se
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midi6 desde 10 a 30 segundos después de la adicién del H,O,. Se realiz6 una correccion con

el dato de la oxidacién del ascorbato por el H,O, en ausencia de la muestra.

8. Capacidad de adaptacion de los frutos a plena radiacion solar

A los 118 DPF a un grupo de frutos de la variedad BR y otro de RD que crecian a la
sombra en el interior del canopeo se los tratd exponiéndolos bruscamente a plena radiacion
solar. Para forzar esta exposicion se realizd un cambio en la posicién en que se encontraban
las ramillas flexibles portadoras de frutos. Se evaluaron frutos que permanecieron en interior
del canopeo (sombreados) para determinar el valor basal de TBARS y se tomaron como
control frutos que siempre estuvieron expuestos al sol. A partir de la fecha de los 118 DPF y
hasta los 122 DPF, se muestrearon diariamente cuatro frutos por tratamiento por variedad a
los que se analiz6 pérdida de electrolitos (punto 7. 1.) y dafio de membranas celulares
mediante TBARs (punto 7. 2.).

9. Influencia de la aplicacion de pantalla solar en base a caolin en

el dafio por asoleado de frutos

9. 1. Parametros fisicos

9. 1. 1. Medicion de la radiacion fotosintéticamente activa

Para medir la interferencia que ejerce una pelicula de caolin sobre la cantidad de
radiacion fotosintéticamente activa (RFA) que llega a la superficie del fruto, se asperjaron
soluciones de caolin de distintas concentraciones (0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 %) con un
pulverizador manual sobre un film de acetato transparente a la RFA. Una vez que las
soluciones de caolin secaron, los acetatos fueron colocados sobre un ceptometro-PAR
(AccuPAR, modelo 80, Decagon Devices, EEUU) mediante el cual se midi6 la RAF que
atravesaba la pelicula de caolin. El ceptometro es un equipo que mediante un sensor mide la

RFA (radiacion de longitud de onda entre 400 y 700 nm) expresada como mmol m? s™.
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9. 1. 2. Medicién de la temperatura

Sobre manzanas de la variedad BR se aplicaron concentraciones crecientes de caolin (0,
4, 8,12, 16, 20 y 24 %). Cada concentracion fue un tratamiento con cinco repeticiones de 10
frutos recién cosechados. Una vez que se secé el producto se expusieron los frutos a plena
radiacion solar entre las 13:00 y 15:00 h. Luego de transcurrido ese tiempo se midio la
temperatura de la superficie del fruto utilizando termémetro con sonda de contacto (modelo
TCL-930, LIEE, Argentina) (Foto 7).

Foto 7: Medicion de temperatura con termémetro de sonda de contacto, en frutos de
manzana “Braeburn” con aplicaciones de caolin al 6% (A) y sin tratar (B).

9. 1. 3. Comportamiento del caolin en la absorcion de diferentes

radiaciones

d ™ al 15% se extendieron

Sendas soluciones de caolin marcas Duoprotect “® y Surroun
sobre la mitad de un portaobjeto (formando una lamina de aproximadamente 0,2 mm de

espesor) y se dejaron secar en el ambiente, la otra mitad se usé como control. Luego que el
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material se secd, se midi6 la absorbancia entre los 400 y 800 nm en un espectrofotometro de
doble haz. Se hicieron cuatro repeticiones del extendido por marca de caolin.

Para analizar la absorbancia en la regién del UV se utilizd una solucion de caolin
equivalente a 0,2 unidades de absorbancia a 800 nm. Se registré el espectro de absorcién
entre los 200 y 800 nm, utilizdndose cubeta de cuarzo de 3 ml contra blanco de agua.

9. 2. Parametros morfologicos

9. 2. 1. Medicidn del area foliar y medicion de clorofila

Para la medicion de area foliar y clorofila se utilizaron 10 muestras de 50 hojas cada
una, extraidas de la parte central de brotes de un afio elegidos al azar. El area foliar se
determind mediante un medidor de area foliar optico (modelo 3100, LiCor, EEUU) vy la
clorofila se establecio usando un instrumento que determina indirectamente la clorofila sobre
la base del verdor de la hoja y se expresa en unidades SPAD (chlorophyll meter, modelo 502,

Minolta, Japon) en funcion del verdor de las hojas.

9. 2. 2. Medicioén del crecimiento de los frutos

La influencia de las aplicaciones de caolin sobre el crecimiento de los frutos de las
variedades RD y BR fue evaluada sobre manzanas que recibieron un tratamiento con
pulverizaciones quincenales de caolin al 4%. Las pulverizaciones que comenzaron 1/12/03 y
finalizaron el 15/02/04 para RD y el 1/03/04 para BR, se realizaron sobre 5 arboles
homogéneos en area basal, altura y ancho de copa. Otro grupo de 5 arboles con iguales
caracteristicas se tomaron como control sin pulverizar.

En cada arbol se marcaron 20 frutos al azar a los que se les midié el diametro
comenzando a los 67 DPF y continuando con lecturas quincenales hasta la fecha de cosecha
comercial de cada variedad. Para la medicion de didmetro se utilizé igual instrumental que el

descrito en el punto 6. Las pulverizaciones de caolin se realizaron con una maguina
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pulverizadora de 2.000 L de capacidad marca Pazzima, calibrada con una presién de 500 Lb y

se aplicé un volumen de 2.500 L ha™ a una velocidad de 4 Km h™.

9. 3. Evaluacién del uso de caolin en el daino de membranas de

frutos expuestos a alta radiacion solar

Los ensayos fueron realizados sobre arboles de manzanas de las variedades RD y BR
plantados en parcelas de propiedad de la Empresa Transmaritima S.A. en la localidad de
Cinco Saltos. Las pautas culturales y de manejo del monte fueron las que se aplican en las
explotaciones con adecuado y actualizado asesoramiento agronémico. Las plantas estaban
conducidas en espalderas orientadas E-O y en densidad de plantacion media
(aproximadamente 1.500 arboles ha™).

Se eligieron tres filas de arboles para cada tratamiento y variedad y se aplicaron las
siguientes pulverizaciones en base a caolin: a) control (sin tratar), b) caolin al 2 % y c) caolin
al 4 %. El producto de caolin utilizado fue la marca comercial Duoprotect™?. EI volumen
aplicado fue de aproximadamente 2.500 L ha™ con un sistema igual al usado en el punto 9. 2.
2. La primera aplicacion se realizé el 14 de diciembre 2003 y la frecuencia de aplicacion fue
quincenal hasta 6-10 dias antes de la fecha oficial de cosecha para cada variedad.

Se seleccionaron 20 arboles homogéneos en area basal, altura y ancho de copa en la fila
central de las tres que fueron tratadas (considerando las laterales como borduras de
tratamiento). En fecha de cosecha comercial se extrajo toda la fruta por arbol (como unidad

muestral) y se clasifico en sana y asoleada.

10. Analisis estadisticos

Las principales herramientas estadisticas utilizadas fueron el analisis de la varianza

(ANOVA) y el de regresion y correlacion.
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El nivel de significacion estadistico se establecié en a= 0,05 y los resultados fueron
expresados como el promedio + un desvio estdndar. Cuando en el ANOVA se determinaron
diferencias significativas las comparaciones fueron hechas usando la prueba de igualdad de
medias de Tukey.

En todos los casos, la normalidad de los datos fue analizada por el test de Lilliefors y la
homogeneidad de las varianzas fue controlada a través de la prueba de Levene.

El programa estadistico utilizado fue el InfoStat version 1.1. y STATISTICA versién

6.0.
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1. Evaluacidon de la incidencia de asoleado en la producciéon de
manzanas en la region del Alto Valle de Rio Negro

La incidencia de afeccion por exposicion de los frutos a elevada radiacion solar sobre su
produccion y comercializacion se evalud, conforme a lo descrito en la seccion 4 de Materiales
y Métodos, teniendo en cuenta dos niveles de dafio: 1) frutos con afeccion leve que pueden
ingresar al mercado en grados de calidad bajos con consiguiente menor precio; vy, 2) frutos
con dafio grave que no son comercializables bajo ninguna jerarquia de calidad, constituyendo
lo que se denomina descarte.

La incidencia de dafio por sol en los frutos producidos en la region del Alto Valle
durante la temporada 2002-03 puede verse en la Tabla 8 en la que se muestra como la

incidencia fue diversa dependiendo de las distintas variedades de manzana.

Tabla 8: Dafio por sol en frutos de diferentes variedades de manzana cultivadas en el Alto Valle de
Rio Negro, expresado en % respecto del total de frutos analizados para cada variedad. N=

7200.
Nivel Variedad de manzana
de Pink
dafic  Golden  Granny  Starkrimson Braeburn L;?j Fuji Red
Delicious  Smith y Delicious
Leve 16.6 11.5 4.7 13.3 8.9 20.8 8.0
(%)
G([;\)/e 28.3 304 10.2 24.8 18.4 34.8 16.7
0
Tg;a)l* 44.9 41.9 14.9 38.1 27.3 55.6 24.7
0

e Indica la suma de los dos niveles de dafio en frutos

De las siete variedades muestreadas la variedad que mayor susceptibilidad present6 a

la exposicion solar plena fue Fuji. En efecto el 55,6 % de frutos de manzana de la variedad
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Fuji que llegd a las plantas de empaque tuvo sintomas de dafio por afecciones derivadas de
sol.

Por el contrario las variedades que menor dafio por asoleado registraron fueron
Starkrimson y luego Red Delicious. De cualquier manera es importante puntualizar que adn
en el caso de la variedad Starkrimson el porcentaje de dafio (15%) es lo suficientemente alto
como para incidir fuertemente en la economia de la produccion.

La incidencia de asoleado en las distintas zonas dentro de la regién del Alto Valle
también resulté ser diferente. Como puede verse en la Figura 5 de las seis regiones
muestreadas, en las explotaciones cercanas a Villa Regina el problema se presenté con mayor
intensidad. Asi cuando se cosecharon los frutos de la estacion de crecimiento 2002-03 la
produccion de manzanas (sin discriminar por variedades) de Villa Regina present6 el mayor
porcentaje de incidencia de dafio grave por sol alcanzando al 31,17 %. En las otras cinco
regiones, la incidencia no fue tan alta y, ademas fue bastante similar ya que el porcentaje de

frutos sanos oscilo entre 60 y 80%.
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Figura 5: Incidencia de dafio por sol en frutos de manzana, segun zonas de la region del Alto Valle. Sin
dafio (), con dafio leve (m) y con dafio grave (m).
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2. Influencia de la radiacion solar y la temperatura en la

peroxidacion de lipidos de membrana de frutos

A fin de evaluar el efecto que tiene la energia solar incidente sobre los frutos expuestos,
tanto por su factor térmico (principalmente IR) como por la elevacion de los niveles
energéticos de las moléculas absorbentes (UV y visible), se realizaron varias determinaciones
bajo condiciones controladas a campo. Durante ellas se analiz6 el efecto que ambos factores
tenian en el corto plazo sobre la produccion de dafio de membranas de frutos evaluado en
nmoles TBARSs g™ PF.

En la Figura 6 se puede ver el patron de peroxidacion de lipidos para los frutos
expuestos a la energia radiante del sol (suma de los factores: IR-térmico + UV-visible) y para
aquellos protegidos de la radiacion solar por un film negro (recibieron solamente calor). Los
valores obtenidos no presentaron diferencias estadisticas cuando se compararon TBARS entre
frutos expuestos vs protegidos para tratamientos a igual temperatura y tiempo.

En cambio se puede apreciar un marcado efecto de la energia térmica, registrandose un
incremento altamente significativo de perdxidos lipidicos dependiente del aumento de
temperatura. En los frutos que permanecieron a 30-35 °C el nivel basal de peroxidacion fue 20
nmoles TBARs gPF, tanto para frutos expuestos como sombreados, valor basal que se
mantuvo sin cambios durante los 180 minutos de tratamiento. Por su parte hasta los 30
minutos de tratamiento el contenido de TBARS en los frutos expuestos y no expuestos al sol
que permanecieron a 37-42 °C 'y a 45-50 °C fue similar observandose un aumento
significativo de 40% respecto al control (30-35 °C). Luego de los 30 minutos en el tratamiento
45-50°C el dafio de membrana continu6 aumentando significativamente llegando a los 180
minutos de tratamiento a valores de peroxidacion de lipidos de 99.2 nmoles TBARs g™*PF en
frutos expuestos al sol y 95.6 nmoles TBARs g™PF en los frutos que permanecieron

protegidos.
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Figura 6: evolucion de la peroxidacién de lipidos (nmoles TBARs g™'PF) de membranas
de piel de frutos de manzana var. Braeburn protegidos (simbolos vacios) y expuestos
(simbolos llenos) a plena la radiacién solar, tratados a temperaturas de 30-35 (e), 37-42
(¢) y 45-50 °C (A) durante 0, 30, 60, 120 y 180 minutos. Los valores representan la
media (n=4) + 1 DE. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

respecto al inicio del tratamiento. (*) Indica diferencias significativas entre tratamientos en
innal tiemnn P< N NR

3. Cambios bioquimicos durante el desarrollo de los frutos

sombreados y expuestos a la radiacion solar

El inicio de extraccion de muestras para determinar la evolucién de la mayoria de las
variables fisioldgicas, quimicas y enzimaticas comenzd el 15 de diciembre con el objetivo de
contar con evaluaciones previas al mes de enero, momento en que se producen las
condiciones climaticas mas severas para ocasionar estrés por radiacion solar. Se considero
importante por lo tanto, seguir la evolucion del crecimiento (diametro) y tasa de crecimiento
de los frutos de las dos variedades (seccion 3.1.) con el propésito de precisar en que momento

del desarrollo del fruto en las dos variedades se comenzd y finaliz6 con las distintas
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evaluaciones del efecto de la radiacién solar sobre la integridad de las membranas (secciones
3.2. y 3.3.), acumulacion de proteinas (seccion 3.4.), enzimas y metabolitos antioxidantes
(seccibn 4.1.y 4.2)).

3.1. Curva de crecimiento

El crecimiento de los frutos desde los 67 DPF hasta la fecha de cosecha siguid
patrones similares para las variedades RD y BR (Figura 7). Al inicio del periodo de estudio el
diametro fue igual para las dos variedades y al final, en fecha de cosecha, alcanzaron 71 mm
para RD y 70 mm para BR.
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Figura 7: Crecimiento de los frutos (linea llena) de manzanas variedad Red
Delicious (A) y Braeburn (e) desde los 67 dias después de plena floraciéon (DPF)
hasta la fecha oficial de recoleccion para cada variedad. Las lineas punteadas
indican las tasas de crecimiento para cada variedad. La flecha indica el momento del
inicio de muestreo para evolucion de enzimas y metabolitos antioxidantes. n=20
frutos por fecha y por variedad.

Las tasas de crecimiento (Figura 7) que se registraron en la primer quincena del
perfodo de estudio fueron 0,74 y 0,54 mm d™* para RD y BR respectivamente. A partir de ese
momento las tasas de crecimiento fueron decayendo hasta que a cosecha presentaron valores

acordes con el respectivo lapso de crecimiento estudiado: alto para RD y menor para BR.
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3.2. Evolucion de la peroxidacion de lipidos

La evolucion de la peroxidacion de lipidos durante el desarrollo de los frutos de
manzana siguié comportamientos similares en RD y BR (Figura 8). Hasta los 120 DPF la
produccion de TBARs tanto en frutos expuestos como sombreados se mantuvo a un nivel
constante (valores cercanos a 25 nmoles TBARs g™ PF), pero luego con la maduracién de los
frutos aumento significativamente y este incremento fue intensificado en los frutos que

permanecieron durante todo el periodo expuestos a plena radiacion solar.
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Figura 8: Evolucion de la peroxidacion de lipidos de membranas (nmoles TBARs g™ PF) en
piel de frutos de manzanas expuestos al sol (simbolos abiertos) y sombreados (simbolos
cerrados) a partir de los 81 dias después de plena floracién (DPF) hasta la fecha oficial de
cosecha de las variedades Red Delicious (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media
(n=4) £ 1 DE, seguidos de letras iguales (mayusculas para frutos expuestos y minusculas para
frutos sombreados) no presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio
de las observaciones; (*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos
expuestos y sombreados en una misma fecha. P< 0,05.

Tanto en los frutos de la variedad RD como en BR se observo un incremento brusco en
la tasa de peroxidacion de lipidos a partir de los 120 DPF. Sin embargo, luego de
transcurridos otros quince dias (135 DPF) en los frutos sombreados el incremento ceso
pasando a un comportamiento practicamente constante, mientras que por su parte en los frutos
expuestos los peroxidos lipidicos continuaron aumentando a medida que los frutos crecieron y

hasta la cosecha. Como consecuencia de ello en la fecha de cosecha, los frutos de las dos
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variedades expuestos al sol presentaron significativamente mayor peroxidacion de lipidos
(entre 65 para RD y 75 nmoles TBARs g* PF para BR) que los sombreados
(aproximadamente entre 45 y 50 nmoles TBARs g™ PF para ambas variedades).

3.3. Cambios en la pérdida de electrolitos

Los niveles de pérdidas de electrolitos en los frutos de las dos variedades estudiadas
mostraron leves cambios al inicio de las determinaciones manteniéndose en niveles de 40%,
sin observarse diferencias entre frutos expuestos y sombreados (Figura 9). A partir de los 120
a 135 DPF y hasta la fecha de cosecha, se observé un rapido incremento en la pérdida de
electrolitos haciéndose significativa la diferencia entre la permeabilidad de membrana de
frutos expuestos y no expuestos al sol (P< 0,05).

En fecha de recoleccion comercial la pérdida de electrolitos registrada en frutos
expuestos de RD fue de 81% y en BR fue mayor llegando a valores de 89%. En los frutos que
permanecieron a la sombra la pérdida de electrolitos fue significativamente menor
registrandose valores de 58% en RD y 70% en BR, la diferencia entre los registros para ambas

variedades fue altamente significativa.
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Figura 9: evolucion de la perdida de electrolitos en piel de frutos de manzanas expuestos al sol
(simbolos abiertos) y sombreados (simbolos cerrados) a partir de los 81 dias después de plena
floracion hasta la fecha oficial de cosecha de las variedades Red Delicious (A) y Braeburn (B).
Los valores representan la media (n= 4) + 1 DE, seguidos de letras iguales (mayUsculas para
frutos expuestos y minusculas para frutos sombreados) no presentan diferencias estadisticamente
significativas respecto al inicio de las observaciones; (*) Indica diferencias estadisticamente
significativas entre frutos expuestos y sombreados en una misma fecha. P< 0,05.
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La pérdida de integridad de las membranas celulares medida por pérdida de electrolitos

como por peroxidacion de lipidos se correlacionaron en un 82% (Figura 10).
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Figura 10: correlacion entre la pérdida de electrolitos y la peroxidacion de lipidos de
membranas celulares de piel de manzana.

3.4. Evolucion del contenido de proteinas

Durante el desarrollo de los frutos de ambas variedades, la concentracion de proteina por
unidad de peso fresco de piel fue generalmente mayor en los expuestos a la radiacion solar.

Por su parte la evolucion de la concentracion de proteinas a lo largo del desarrollo del
fruto fue diferente entre variedades. En efecto, en la variedad RD al comienzo del periodo de
estudio, la concentracién de proteinas en la piel de los frutos expuestos y sombreados fue de
1,2 mg g™ PF y se increment6 llegando a registrarse en cosecha valores de 3,6 mg g* PF y 2,4
mg g™ PF, respectivamente. En cambio, en la variedad BR la concentracién de proteinas por
unidad de peso fresco de piel se mantuvo constante durante casi todo el desarrollo de los
frutos, aumentando en las dos ultimas fechas y fue significativamente mayor la cantidad de

proteinas en frutos expuestos que en sombreados (Figura 11).
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Figura 11: evolucion del contenido de proteinas en piel de frutos de manzanas expuestos al sol
(simbolos abiertos) y sombreados (simbolos cerrados) a partir de los 81 dias después de plena
floracion hasta la fecha oficial de cosecha de las variedades Red Delicious (A) y Braeburn (B).
Los valores representan la media (n= 4) + 1 DE, seguidos de letras iguales (mayusculas para
frutos expuestos y minasculas para frutos sombreados) no presentan diferencias estadisticamente
significativas respecto al inicio de las observaciones; (*) Indica diferencias estadisticamente
significativas entre frutos expuestos y sombreados en una misma fecha. P< 0,05.
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4. Cambios en la actividad de enzimas y metabolitos antioxidantes

durante la evolucién de los frutos

4.1. Enzimas antioxidantes

4.1.1. Superoxido Dismutasa

Tanto la actividad enzimatica (expresada por gramos de peso fresco —PF-) como la
actividad especifica (expresada por miligramos de proteinas) de la enzima SOD fueron
superiores en los frutos de la variedad BR (Figuras 12 y 13).

En los frutos sombreados de las dos variedades estudiadas el perfil de evolucion de la
actividad enzimatica de SOD fue similar (Figura 12). Bajo esa condicion de radiacion la
actividad enzimatica comenzé con valores bajos que se mantuvieron asi hasta los 135 DPF. A
los 145 DPF fecha que coincide con la cosecha de RD, se produce un incremento de la
actividad registrandose 425,9 Ul g™ PF (Figura 12 A). En la variedad BR también se produce
un aumento a los 145 DPF hasta los 1622,2 Ul g™ PF y se observé que este valor se mantuvo
constante hasta la fecha de recoleccién (Figura 12 B).

La evolucidn de la actividad enzimatica en los frutos de las dos variedades expuestos a
plena radiacion solar fue similar a la de los frutos sombreados hasta los 100 DPF. A partir de
esa fecha en las dos variedades se observo un aumento continuo hasta los 140 DPF y luego se
estabiliz6. Asi en la variedad RD desde un valor de 289,1 Ul g™ PF la actividad subié hasta
los 791,3 Ul g™ PF, mientras que en la variedad BR desde un valor de 324,1 Ul g™ PF lleg6 a
los 6090,0 Ul g™ PF.

Cuando la actividad enzimética de SOD se midié6 como actividad especifica por
unidad de proteina se vio que fue similar en frutos expuestos y sombreados hasta los 100 DPF
para ambas variedades (Figura 13). A partir de ese momento la actividad especifica de SOD
en los frutos expuestos aumentd notablemente, hace un pico maximo de 385 Ul mg™ prot. en
RD y 3540 Ul mg™ prot. en BR para luego caer en ambas variedades en época de cosecha
cuando se produjo un aumento en el contenido de proteinas (Figura 11). En RD llega a los
valores de los frutos sombreados (cerca de los 200 Ul mg™ prot. ), en cambio en BR finaliza
en registros superiores en un 100% a los obtenidos para frutos que permanecieron a la

sombra.
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Figura 12 :Cambios en la actividad de superéxido dismutasa (SOD) durante la evolucion de
los frutos de manzana expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos cerrados)
desde los 81 dias después de plena floracion (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las
variedades Red Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n=4) + 1
DE, seguidos de letras iguales (mayusculas para frutos expuestos y minusculas para frutos
sombreados) no presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las
observaciones; (*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y
sombreados en una misma fecha. P< 0,05.
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Figura 13: Cambios en la actividad especifica de superdxido dismutasa (SOD) de frutos
expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos cerrados) desde los 81 dias después
de plena floracién (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las variedades Red Deliciuos (A) y
Braeburn (B). Los valores representan la media (n= 4) = 1 DE, seguidos de letras iguales
(mayusculas para frutos expuestos y minasculas para frutos sombreados) no presentan
diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones; (*) Indica
diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y sombreados en una misma
fecha (P< 0,05).
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4.1.2. Catalasa

A lo largo de todo el periodo estudiado la actividad de la enzima CAT en los frutos
expuestos al sol fue mayor que en los sombreados, tanto en la variedad RD como en la
variedad BR (Figura 14). Respecto al patron de evolucion de la actividad de CAT se
registraron diferencias entre las variedades estudiadas. La variedad RD presenté un aumento
significativo de la actividad desde los 100 DPF hasta la cosecha. Se inicié en valores
proximos a 8 Ul g™ PF tanto en frutos sombreados como expuestos para alcanzar 36 Ul g™ PF
en frutos expuestos y 22 Ul g™ PF en frutos sombreados (Figura 14 A). En cambio en la
variedad BR el comportamiento de la actividad de CAT fue lo contrario a lo mostrado en RD.
En efecto hasta los 145 DPF la actividad se mantuvo constante y no hubo cambios
significativos. Luego segun se aproximaba la cosecha, la actividad enzimatica fue decreciendo
tanto para los frutos expuestos como sombreados. Asi hasta los 145 DPF la actividad oscilo
alrededor de valores cercanos a las 20 Ul g™ PF para frutos expuestos y 10 Ul g™ PF para
frutos sombreados. Luego de los 145 DPF, en madurez, se observd un descenso significativo
(P< 0,05) de la actividad en los dos tipos de exposiciones, por lo que los valores de la
actividad enzimatica a cosecha de los frutos expuestos fue de 8 Ul g™ PF y de 2 Ul g™ PF en

los sombreados (Figura 14 B).

CAT (Ul.g * PF)

Figura 14: Cambios en la actividad de catalasa (CAT) durante la evolucion de los frutos de
manzana expuestos al sol (simbolos abiertos) y sombreados (simbolos cerrados) desde los 81
dias después de plena floracion (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las variedades Red
Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n= 4) + 1 DE, seguidos de
letras iguales (mayusculas para frutos expuestos y minlsculas para frutos sombreados) no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones;
(*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y sombreados en
una misma fecha (P< 0,05).
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Figura 15: Cambios en la actividad especifica de catalasa (CAT) durante la evolucién de los
frutos de manzana expuestos al sol (simbolos abiertos) y sombreados (simbolos cerrados) desde
los 81 dias después de plena floracién (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las variedades
Red Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n=4) + 1 DE, seguidos de
letras iguales (mayusculas para frutos expuestos y mindsculas para frutos sombreados) no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones; (*)
Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y sombreados en una
misma fecha (P< 0,05).

La evolucion de la actividad especifica de la CAT (Figura 15) fue similar a la actividad
expresada por unidad de PF, en la variedad RD se determiné una tendencia a aumentar
mientras que en la variedad BR se observo lo inverso. En la variedad RD, tanto para frutos
expuestos como sombreados, no se presentd diferencia significativa entre los valores del
comienzo del periodo ya que los mismos fueron cercanos a 8 Ul mg™ prot. En los frutos
expuestos (Figura 15 A) se observo un pico maximo correspondiente al periodo que va desde
los 120 a los 130 DPF con 16 Ul mg™ prot. En la variedad BR la actividad especifica de CAT,
luego de mantenerse constante, disminuyé significativamente hacia la cosecha sin observarse
diferencias entre frutos expuestos y sombreados. La actividad especifica (Figura 15 B)

comenz6 en 13 Ul mg™ prot. y disminuy6 a 2 Ul mg™ prot. en la madurez.
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4.1.3. Ascorbato Peroxidasa

La actividad de APX fue similar en frutos expuestos y sombreados al inicio del
periodo estudiado, tanto para la variedad RD como BR, registrandose valores préximos a 9 Ul
g” PF (Figura 16). A partir de los 100-120 DPF comenzé un aumento significativo de la
actividad enzimética en los frutos de ambas variedades. Como el ritmo del aumento fue mayor
en los frutos expuestos, la actividad enzimética a cosecha en los frutos expuestos fue casi dos
veces mayor que en los sombreados alcanzando niveles semejantes para ambas variedades.

Por su parte la actividad especifica de APX aument6 a lo largo de todo el periodo
llegando desde 5,7 Ul mg™ prot. al inicio del estudio hasta los 24,6 Ul mg™ prot. en la

madurez en la variedad RD, no observandose diferencias significativas entre frutos expuestos
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Figura 16: Cambios en la actividad de ascorbato peroxidasa (APX) durante la evolucién de los
frutos de manzana expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos cerrados) desde
los 81 dias después de plena floracion (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las variedades
Red Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n= 4) + 1 DE, seguidos de
letras iguales (mayUsculas para frutos expuestos y minGsculas para frutos sombreados) no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones; (*)
Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y sombreados en una
misma fecha (P< 0,05).

y sombreados (Figura 17). En la variedad BR la actividad enzimatica especifica también
aumenté registrandose valores proximos 8,0 Ul mg™ prot. en frutos pequefios que llegaron

hasta los 37,0 Ul mg™ prot. en frutos maduros.
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Figura 17: Cambios en la actividad especifica de ascorbato peroxidasa (APX) durante la
evolucion de los frutos de manzana expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos
cerrados) desde los 81 dias después de plena floracion (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en
las variedades Red Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n=4) + 1
DE, seguidos de letras iguales (mayusculas para frutos expuestos y minasculas para frutos
sombreados) no presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las
observaciones; (*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y
sombreados en una misma fecha (P< 0,05).

4.1.4. Glutatiéon Reductasa

La actividad de GR en los frutos de ambas variedades que se desarrollaron expuestos al
sol fue significativamente superior a la registrada en aquellos que estuvieron protegidos por el
follaje (Figura 18). La actividad a lo largo del tiempo fue constante tanto para expuestos
como sombreados en la variedad RD. En cambio en la variedad BR se registr6 una
disminucion en funcién del tiempo, siendo la misma en los frutos expuestos tan pronunciada
que en la madurez lleg6 a los mismos valores que los frutos sombreados.

La actividad especifica de la enzima GR cuando los frutos eran pequefios fue superior en
los expuestos (0,67 mUI mg™ prot. para RD y 0,97 mUI mg™ prot. para BR) respecto de los
sombreados (0,38 mUI mg™ prot. para RD y 0,68 mUI mg™ prot. para BR). Se observé que
con el transcurso del tiempo la actividad especifica disminuyo significativamente llegando a
la madurez con valores similares entre expuestos y sombreados tanto para la variedad RD

como BR registrandose valores de 0,1 mUI mg™ prot. (Figura 19).
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Figura 18: Cambios en la actividad de glutation reductasa (GR) durante la evolucién de los
frutos de manzana expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos cerrados) desde
los 81 dias después de plena floracién (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las variedades
Red Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n=4) + 1 DE, seguidos
de letras iguales (mayusculas para frutos expuestos y mindsculas para frutos sombreados) no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones;
(*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y sombreados en
una misma fecha (P< 0,05).
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Figura 19: Cambios en la actividad especifica de glutatién reductasa (GR) durante la evolucion
de los frutos de manzana expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos cerrados)
desde los 81 dias después de plena floracién (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las
variedades Red Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n=4) + 1 DE,
seguidos de letras iguales (mayusculas para frutos expuestos y minudsculas para frutos
sombreados) no presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las
observaciones; (*) Indica diferencias estadisticamente significativas entre frutos expuestos y
sombreados en una misma fecha (P< 0,05).
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4.2. Metabolitos antioxidantes

4.2.1. Glutation

La concentracion de GSH en la variedad RD fue desde el inicio significativamente
mayor en frutos expuestos que en sombreados. Se mantuvo en valores estables hasta los 130
DPF para luego aumentar rapidamente hacia la fecha de cosecha llegando en frutos expuestos
a 784,4 nmoles g™ PF, mientras que en los frutos sombreados la concentracion se mantuvo

constante en aproximadamente 379,5 nmoles g™ PF (Figura 20 A).
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Figura 20: Cambios en el contenido de glutatién reducido (GSH) durante la evolucion de los
frutos de manzana expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos cerrados) desde
los 81 dias después de plena floracion (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las variedades

Red Deliciuos (A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n=4) + 1 DE. ( *) indica
diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones (P< 0,05).

En la variedad BR no se registrd diferencia significativa en el contenido de GSH
durante todo el periodo de estudio midiéndose valores préximos a 500,0 nmoles g™ PF, y no

se observé diferencia entre frutos que recibieron distinta exposicion solar (Figura 20 B).
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4.2.2. Acido Ascorbico

El contenido de AsA en los frutos expuestos de ambas variedades presentd un
importante aumento a partir de los 90 DPF, llegando a 439,6 nmoles g™ PF en RD y 484,5
nmoles g™ PF en BR en fecha de cosecha (Figura 21). En los frutos que permanecieron
sombreados por las hojas el AsA fue siempre menor y no se observaron cambios en la

concentracion a lo largo de la evolucion de los frutos.
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Figura 21: Cambios en el contenido de ascorbato (AsA) durante la evolucién de los frutos de
manzana expuestos al sol (simbolo abierto) y sombreados (simbolos cerrados) desde los 81 dias
después de plena floracion (DPF) hasta fecha oficial de cosecha en las variedades Red Deliciuos
(A) y Braeburn (B). Los valores representan la media (n=4) + 1 DE. ( *) indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones (P< 0,05).
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5. Capacidad de adaptacion de los frutos a plena radiacion solar

5.1. Evolucion del dafo de membrana

El nivel basal de peroxidacion de lipidos de los frutos que siempre estuvieron expuestos
a la radiacion solar se mantuvo en valores préximos a los 35,0 nmoles TBARs g* PF,
mientras que en los que permanecieron a la sombra fue significativamente menor registrando
valores de 20,0 nmoles TBARs g™ PF (Figura 22). Por el contrario, a los tres dias de iniciada
la exposicion al sol tanto en la variedad RD como BR se observd un incremento de
peroxidacion de lipidos llegando a valores de 95,4 TBARs g™ PF en RD y 99,5 TBARs g™ PF
en BR a los tres dias de iniciada la exposicién al sol (Figura 22). Las dos variedades
presentaron en todos los tratamientos un comportamiento estadisticamente igual en la

evolucion del dafio de membranas.
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Figura 22: Evolucion de la peroxidacion de lipidos de frutos de manzanas
variedades Red Delicious (tridngulos) y Braeburn (circulos) que se desarrollaron en
el interior de la canopea y fueron expuestos repentinamente a plena radiacion solar
(simbolos negros) respecto de los que siempre estuvieron expuestos al sol (simbolos
grises) y de los que permanecieron sombreados (simbolos blancos), en funcién del
tiempo de exposicion transcurrido. ( * ) indica diferencias estadisticamente
significativas respecto del inicio del tratamiento, P< 0.05.

Cuando la integridad de la membrana celular se evalu6 midiendo la pérdida de
electrolitos sigui6 comportamiento similar a la evolucion del dafio de membrana medido por
peroxidacién de lipidos. El grado de relacién de las dos variables fue R? = 0.934 para un
P<0.01.
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5.2. Sintomatologia asociada a dafo de sol

Los sintomas visibles de asoleado en los frutos pueden ser observados en las Fotos 8 a
10. Se observa que luego de transcurrido el primer dia de tratamiento en la cara expuesta
bruscamente a plena radiacion solar aparece una zona blanquecina (Foto 8), sintoma que no
estubo asociado a un aumento de peroxidacion de lipidos (Figura 22). Al dia siguiente
comenzd a manifestarse sobre la mancha blanquecina una zona parda asociada a un
incremento significativo en el contenido de TBARs g™ PF respecto de los frutos sombreados.
El dafio sigui6 aumentando y en el tercer dia se observd una zona necrética (Foto 9)
coincidente con el maximo de peroxidacion lipidica (Foto 9). Al continuar la exposicion se
hizo evidente la presencia de tejidos que estaban muertos (Foto 10).

FOTOS 8, 9y 10: Evolucién del sintoma de asoleado en frutos de manzana Braeburn desarrollados
a la sombra luego de haber sido expuestos bruscamente a plena radiacion solar.
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6. Uso de Caolin como filtro protector

6. 1. Comportamiento espectofotometrico del caolin utilizado

El barrido espectral del depdsito de una fina capa de solucién al 15% de caolin usado en
el ensayo (Duoprotect™?) indica un comportamiento descendente de la absorbancia que se
inicia con 1,204 UA (Unidades de Absorcion) a los 400 nmy llega a 0,542 UA a los 800 nm,
sin presentar picos en ninguna longitud de onda. Resultados similares se observaron midiendo
el deposito de una capa fina de solucién de Surround™ (otro Caolin comercial que se us6
como compuesto testigo) cuyo absorcién se inicié con 1,206 UA a los 400 nm, llegando a
0,767 UA a los 800 nm.

Cuando las mediciones se realizaron en una solucion de caolin en suspension, las
mismas mostraron que la absorbancia fue 0,403 UA a los 400 nm y fue decreciendo
lentamente hasta llegar a 0,190 UA a los 800 nm. Esta misma solucion presentd una
absorbancia de 1,960 UA a los 200 nm.

6.2. Influencia de la aplicacién de caolin en la radiaciony

temperatura que reciben los frutos

La radiacion fotosintéticamente activa (400-700 nm) que llega al fruto fue reducida con
la aplicacion de caolin segin una funcién exponencial (Figura 23) respecto a su
concentracion. La dosis de caolin que reduce al 50% la RFA es de 9,6%. Al aumentar la
concentracion de caolin y hasta la dosis del 12-16% se registré reduccion de la temperatura
del fruto. Luego de superado el 16% se produjo aumento de temperatura (Figura 24). El
comportamiento de la temperatura segun la dosis de caolin aplicada fue de tipo polindmico de
segundo orden.

En la epidermis del fruto la temperatura registrada fue siempre menor que la medida en
la pulpa (a 1,5 cm de profundidad respecto a la superficie del fruto). La diferencia entre
ambas temperaturas fue de aproximadamente 3 °C y se mantuvo constante

independientemente de la dosis de caolin.
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Figura 23: Disminucion de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) (A) que
llega a la superficie del frutos segln la dosis de caolin aplicada. La linea punteada
indica el ajuste exponencial a los datos de RFA. Los valores representan la media (n=
4) + 1 DE.
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Figura 24: Evolucion de la temperatura en la epidermis (@) y en la pulpa (m) a 1.5
cm de la superficie del fruto, segun la dosis de caolin aplicada. Las lineas punteada
indica el ajuste polindbmico. Los valores representan la media (n=4) + 1 DE.
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6.3. Atenuacion del dafio por aplicacion de caolin

6.3.1. Efecto protector sobre la integridad de las membranas

La efectividad del caolin aplicado como protector fue evaluado comparando la
evolucion de la pérdida de electrolitos de frutos en sombra, de frutos expuestos al sol y
expuestos al sol pero tratados con una dosis de caolin al 4% (Figura 25). Los frutos que
permanecieron sombreados en el interior del arbol no presentaron cambios en la perdida de
electrolitos. En cambio en los frutos que fueron expuestos a plena radiacién solar se observé
aumento significativo del dafio de membranas a partir del segundo dia de exposicion, llegando

al 100% de pérdida de electrolitos a la semana de recibir radiacion solar.
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Figura 25: Evolucién del dafio de membranas celular de piel de frutos de manzana var.
Braeburn expuestos a la radiacion solar sin pantalla solar (e), con pantalla en base a Caolin en
dosis del 4% (A) y sombreados por las hojas, control (m) segun dias de exposicion a plena
radiacion solar. Los valores representan la media (n=4) + 1 DE, seguidos de letras iguales no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al inicio de las observaciones
(P< 0,05).
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Una situacion intermedia en el dafio de membrana se registro en los frutos tratados con
Caolin al 4%, donde se obtuvieron diferencias significativas con respecto a los sombreados
recién a partir de los cinco dias del inicio del ensayo. Es de destacar ademas que en los frutos
tratados con pantalla solar se determin6 una disminucion significativa en la afeccion de las
membranas respecto de los frutos expuestos. En efecto a los siete dias, fin del periodo de
ensayo, se determin6 un 10% menos de pérdida de electrolitos en los frutos con caolin al 4%
respecto de los frutos expuestos.

6.3.2. Influencia de la aplicacion del caolin en el control de
asoleado de frutos

6.3.2.1. Variedad Braeburn

La incidencia de dafio por sol en el control (arboles asperjados con agua) fue elevada ya
que el 35% de los frutos presentaban sintomas de asoleado. La aplicacién de caolin
disminuyo la cantidad de frutos afectados, siendo este efecto significativo cuando se
realizaron aplicaciones a dosis del 4%, ya que con las mismas se registré una disminucion del
50 % en el dafio provocado por el asoleado (Figura 26).

Segun se observa en la Figura 27 las aplicaciones de caolin produjeron mayor efecto
preventivo en el asoleado de los frutos que se desarrollan en los estratos superiores del arbol.
De los frutos que crecian en la parte superior de las plantas control el 82,0 % presentaron
asoleado. La dosis al 2% redujo sustancialmente la incidencia de asoleado al 24,2 % y la dosis
al 4% resulté en una disminucion significativa respecto de la primera a un 16,1%. En el

estrato inferior no se observaron diferencias significativas por la aplicacion del producto.
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Figura 26: Porcentaje de frutos de manzana var. Braeburn con sintoma de asoleados

respecto a diferentes dosis de caolin. Las barras representan + 1 DE, letras iguales no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto a los tratamientos (P< 0,05).
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Figura 27.: Influencia de la aplicacion de caolin en diferentes dosis respecto del asoleado
de frutos de manzana var. Braeburn segun los diferentes estratos del arbol. Las barras
representan + 1 DE, letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas
respecto a los tratamientos (P< 0,05).
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6.3.2.2. Variedad Red Delicious

En la variedad Red Delicious la aplicacion de caolin no produjo efecto significativo en
la aparicion de frutos con sintoma de asoleado ya que tanto en el control como en los
tratamientos el porcentaje de frutos dafiados fue de valores cercanos al 20% (Figura 28). El
analisis realizado con los frutos que se desarrollan en diferentes estratos del arbol no indico

diferencias significativas (datos no mostrados).
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Figura 28: Porcentaje de frutos de manzana var. Red Delicious con sintoma de
asoleado respecto a diferentes dosis de caolin. Las barras representan + 1 DE, letras
iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas respecto a los
tratamientos (P< 0,05).

6.3.3. Influencia de la aplicacion de caolin en el crecimiento de los

frutos y en algunas variables vegetativas

El crecimiento de los frutos, determinado por el diametro, no fue afectado por la
aplicacion de caolin al 4% (Figura 29). En las manzanas variedad Red Delicious y Braeburn,
tanto en el tratamiento control como en el tratado con caolin, los frutos presentaron igual
curva de evolucion del diametro. Como consecuencia el tamafio final de los frutos tratados en

las dos variedades fue igual al tamafo de los frutos control.
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Figura 29: Influencia de la aplicacion de caolin 4% en la evolucion del diametro (mm) de
los frutos de manzana var. Red Delicious (RD) y Braeburn (Br) segln dias después de plena
floracion (DPF). Los valores representan la media (n= 20).

Concentraciones de caolin al 4% no afectaron las variables vegetativas de los arboles de la
variedad Red Delicious (Tabla 9). En cambio en la variedad Braeburn la aplicacion de caolin
no produjo diferencias estadisticas en la longitud de los brotes, pero se observaron diferencias
significativas en la clorofila y en el aréa foliar. En efecto los arboles de la variedad Braeburn
tratados presentaron un aumento de 3,8 unidades SPA de clorofila y de 125,2 mm? en el 4rea

foliar.

Tabla 9. Cambios en las variables vegetativas de plantas de manzana var. Red Delicious y
Braeburn tratadas con pantalla solar en base a caolin en dosis al 4% respecto de plantas sin tratar
(control).

Variedad  Tratamiento Variable vegetativa
Longitud de brote Clorofila Area foliar
(cm) (SPAD) (cm?)
Red Control 449 a 43.1a 1004.6 a
Delicious  Caolin 4% 48.5a 445 a 1188.9a
Braeburn  Control 48.7 a 46.0 a 995.0a
Caolin 4% 43.6 a 49.8 b 1120.5b

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05,test de Tukey)
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DISCUSION

DISCUSION

1. Disminucién de la calidad y pérdida de produccion de
manzanas a causa del dafo de sol en Rio Negro

En las regiones fruticolas del mundo caracterizadas por clima &rido o semiarido es
comun que se presente la problematica de pérdida de calidad de frutos por dafio de sol. El
clima de la zona del Alto Valle de Rio Negro es semiarido y durante el periodo de crecimiento
del fruto del manzano se caracteriza por alcanzar temperaturas maximas extremadamente altas
y elevada radiacion solar. Esto hace que los frutos cultivados en esta region puedan quedar
frecuentemente expuestos durante la mayor parte de la estacion de crecimiento a condiciones
ambientales que provocan asoleado.

Una prueba de ello es que en la evaluacion realizada en el Alto Valle de Rio Negro para
la temporada 2002-03 (Tabla 8) se ha registrado en promedio entre las diferentes variedades
un 35 % de pérdidas de produccion de frutos de manzana a causa de asoleado. Los valores
encontrados por otros grupos de trabajo sobre la temética de asoleado varian entre un 15% en
las regiones productoras de peras y manzana de Nueva Zelanda (Winsche y col., 2001) hasta
un 40 % informado para algunas variedades cultivadas en Chile (Yuri y col., 2000). Esta
comparacion indica que el dafio por sol de nuestra region es similar al de otras regiones
productoras de fruta de pepita del mundo.

La incidencia de asoleado en frutos depende de la variedad que se estudie y los
resultados obtenidos en esta Tesis confirman esos datos. Por lo tanto la eleccion de las
variedades que se usaron en el presente estudio fue correcta dado que RD representaria a las
variedades que menor susceptibilidad tiene al problema de asoleado y BR manifestaria la
problematica de las variedades méas afectadas (Tabla 8). En la seleccidn de variedades se tuvo
en cuenta que las variedades Fuji y Golden Delicious presentan mayor incidencia de asoleado
que Braeburn. Las dos primeras fueron descartadas porque son cultivares que practicamente
no se producen en la region y la tendencia es de arrancar las plantas existentes (Secretaria de
Estado de Fruticultura de la Provincia de Rio Negro, 2001).

La incidencia de afeccion por exposicion de los frutos a elevada radiacion solar fue

evaluada teniendo en cuenta que los frutos con dafio grave no son comercializables bajo
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ningun grado de calidad, mientras que los frutos con afeccion leve pueden ingresar al mercado
en niveles de calidad bajos con consiguiente menor precio. En contraposicion con la variedad
Fuji, los valores de dafio encontrados para las variedades Starkrimson y Pink Lady son
relativamente bajos, lo que constituye un dato alentador sobre todo para la Gltima variedad
que tiene un futuro promisorio en el mercado de fruta nacional e internacional. Es importante
destacar que los resultados de la evaluacion estarian indicando que dentro de la zona de Villa
Regina existen factores determinantes que promueven el asoleado de los frutos (Figura 5).
Estas causales pueden abarcar la composicion varietal, los tratamientos culturales y razones
de indole microclimaticas. Entre los tratamientos culturales como poda, riego fertilizacion,
etc. el uso de herbicidas del tipo Paraquat (metil viologen) es un factor que aumenta el estrés
oxidativo (Tsang y col., 1991; Abarca y col., 2001). Seria interesante recabar datos sobre el
uso de herbecidas en las distintas regiones del valle dado que seria un factor que podria estar
incidiendo en la promocion de asoleado de frutos. Avanzar sobre estos temas escapa al
alcance del presente trabajo y podria constituir una de las posibles lineas de progresion del

mismo.

2. Factores causantes de asoleado relacionados con exposicién a

elevada temperatura y alta radiacion solar

Especificar el principal factor causante de asoleado (radiacion UV, alta RFA, alta
temperatura, etc.) no es tarea facil dado que el problema ademas de relacionarse a la
exposicion solar excesiva también varia segun la susceptibilidad de la especie, edad y el vigor
de la planta, condiciones de cultivo, estrés hidrico, térmico, presencia de malezas, etc. (Yuri y
col., 2000). En la region del Alto Valle durante la época de crecimiento de las manzanas se
registran altas temperaturas y elevada radiacion solar (Tabla 1), por lo tanto los frutos estan
expuestos a una combinacidn de ambos factores ambientales.

Actualmente se han definido dos tipos de dafio por sol: A) uno asociado a una mancha
necrotica (asoleado-quemado) que se produce por pocas horas de exposicion al sol cuando se
registran temperaturas de fruto préximas a 52 °C. B) Otro tipo de dafio en el que se observa
una mancha bronceada (asoleado-bronceado) en la cara expuesta del fruto producido por
temperaturas préximas a los 45 °C durante un periodo de tiempo superior a los 22 dias siendo

necesaria la presencia de radiaciones UV (Schrader y col., 2002).
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En el presente trabajo siguiendo el patron de peroxidacion de lipidos como indicador de
procesos oxidativos en las membranas celulares (Shewfelt y Purvis, 1995) se observé en
frutos de manzanas BR una funcién constante en el tiempo, registrando 20 nmoles TBARs g™
PF mientras la temperatura en la cara del fruto expuesta al sol no superé los 35 °C (Figura 6).
Esta observacion esta de acuerdo con el fundamento del control de asoleado por pulsos de
riego por aspersion que se basa en mantener la temperatura maxima del fruto en niveles
inferiores a los 35 °C (Parchomchuk y Meheriuk, 1996).

En los tratamientos realizados a temperaturas mayores a 35 °C se observd que a medida
que se elevaba la temperatura del fruto se incrementaba el dafio de membranas tanto en los
frutos expuestos como los protegidos de la radiacion solar. Esto indica que el factor mas
importante, aunque no el Gnico, en causar el asoleado de frutos de manzana en la regién del
Alto Valle es la temperatura. Los resultados a los que arribamos acuerdan con los presentados
por Parchomchuk y Meheriuk (1996) quien expone que el asoleado es un desorden fisioldgico
resultante del dafio de los tejidos causado por el calentamiento debido a la energia radiante
sobre la superficie del fruto cuando es expuesto directamente a la luz solar.

Los frutos protegidos de la radiacion presentaron un comportamiento similar en el dafio
de membranas que los expuestos. Es importante destacar que por la metodologia usada en este
trabajo (realizando los tratamientos en frutos que permanecieron unidos al arbol) los sintomas
de despigmentacion seguidos de manchas pardas (caracteristicos de asoleado) se visualizaron
a los 180 minutos. Pero cuando la fruta es cosechada y expuesta al sol se puede producir el
guemado en menos de tres horas posiblemente debido a la falta de enfriamiento transpiratorio
(Yuri y col., 2000), y si la temperatura del fruto excede los 50 °C por solamente una hora se
ha observado asoleado en varios cultivares de manzana (Bergh col., 1980).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que no se puede descartar que la
radiacion solar directa a través de su componente UV pueda contribuir a la aparicién de dafio
por sol a largo plazo o al menos periodos mayores a 180 minutos. Sin embargo, teniendo en
cuenta las temperaturas maximas extremas registradas durante el verano en dias calurosos y
secos seria indudable que este es el principal factor promotor de asoleado en frutos de pepita

en la region del Alto Valle.
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3. Cambios en las membranas celulares y contenido de proteinas

durante el desarrollo de los frutos

Los registros de las curvas de crecimiento de los frutos de las variedades Red Delicious
y Braeburn permitieron establecer que la fecha de inicio de muestreo coincidié con el estado
ontogénico de comienzo de disminucion de la tasa crecimiento (Figura 7), seglin la curva
sigmoidea establecida para frutos de manzanas (Westwood, 1993; Garriz y col., 1993).

La extraccién de muestras para los diferentes analisis comenz6 a mediados del mes de
diciembre, una quincena antes de que se presenten las condiciones climaticas extremas
caracteristicas del mes de enero en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén (Tabla 1). Como se
discute en la seccion anterior, las altas temperaturas son una de las principales causas
promotoras de dafio por sol en frutos y el efecto producido va a determinar diferentes grados
de afeccion segun el momento del desarrollo en que se produzcan (Lakso, 1994).

En el periodo registrado durante el presente estudio no se observaron situaciones de
cambios bruscos en los ritmos de crecimiento de ninguna de las dos variedades. Esto indicaria
que los frutos estudiados no estuvieron afectados por incorrectos manejos de la parcela
experimental respecto a riego, poda severa, etc. (Westwood, 1993). En la parcela donde se
realizaron los tratamientos no se realizaron aplicaciones de herbicidas. Por lo tanto se puede
suponer que los frutos no han recibido otra situacion de estrés mas que el producido por los
diferentes tratamientos respecto a la exposicion al sol.

En los frutos de RD y BR se observo disminucién de la integridad las membranas
celulares asociadas a los cambios fisiologicos y bioquimicos que involucran la senescencia de
los 6rganos vegetales (Lutts y col., 1996; Buchanan-Wollaston, 1997; Fang y col., 1998;
Hodges y col., 2000). El aumento en la peroxidacion de lipidos hacia la madurez (Figura 8)
estuvo relacionado probablemente a la formacion de radicales hidroxilos en las membranas
celulares que en estrecha proximidad a los acidos grasos poliinsaturados forman radicales
perhidroxilos (Shewfelt y Purvis, 1995; Lacan y Baccou, 1998). El dafio por peroxidacion del
plasmalema determiné aumento en la pérdida de electrolitos (Figura 9) que estaria asociado
con salida del contenido celular, una rapida deshidratacion y la muerte de las células (Gong y
col., 2001). Nuestros datos concuerdan con los encontrados por Rogiers y col., (1998) que
estudiando la maduracion de Amelanchier alnifolia, frutos climatéricos como las manzanas,
informaron que el proceso fue acompafiado del aumento de produccion de sustancias reactivas

al 4cido 2-tiobarbiturico.
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Si bien, es normal que hacia la senescencia se observe pérdida de integridad de
membranas celulares (Jimenez y col., 2002-a), en las manzanas estudiadas pudimos establecer
que la exposicion a plena radiacién solar increment6 este proceso (Figuras 8 y 9). Es decir,
que los frutos expuestos a alta radiacion solar y elevada temperatura estuvieron soportando
una situacién de estrés oxidativo mayor que los protegidos por las hojas (Ali y col., 2005). El
dafio de membranas estaria asociado a un exceso de produccion de EROs (Hodges y col.,
2004), igual que sucede con otros factores causantes de estrés oxidativo tales como elevadas
salinidad, sequia, exposicion a ozono y radiacion UV entre otros (Rogiers y col., 1998; Yuri y
col., 2000-a; Mittler, 2002; Hodges y col., 2004).

Coincidentemente con Abassi N. y col. (1998) en el presente estudio también se registrd
aumento en el contenido de proteinas a medida que se acercaba la madurez de los frutos, con
una mayor sintesis de proteinas en los frutos expuestos que en los sombreados. Esta
tendencia, que fue mas marcada en la variedad RD que en BR, se ha observado también en
manzanas Granny Smith no expuestas y expuestas a radiacion solar (Yuri y col., 2000). En
otras enfermedades fisioldgicas de origen oxidativo como la mancha oscura de la mandarina
se ha cuantificado un aumento del doble de proteinas en frutos afectados, acompafiado con
cambios en el patron de amino-acidos, aumentando los hidrofébicos y esto lo asocian con
cambios que afectan la estructura y las propiedades de la membrana celular (Vitor R. y col.,
1999).

4. Efectos de estrés por calor y alta radiacion solar en los frutos

Los vegetales en la naturaleza estan expuestos a una combinacion de factores
productores de estrés (Mittler, 2002; Rizhsky y col., 2002; Hodges y col., 2004). Altas dosis
de estos factores promueven en Ultima instancia mayor produccion de EROs los que
ocasionan cambios fisiologicos, bioquimicos y metabdlicos (muchos de ellos son reversibles)
relacionados con la induccién de sintesis de proteinas o alteracion de sus funciones (Levitt,
1980; Teeri, 1980) y adquisicidn de tolerancia (Gulen and Eris, 2004). Cuando la situacion de
estrés se prolonga o supera los niveles de tolerancia del vegetal la superproduccién de EROs
produce la muerte de las células por procesos oxidativos (Shewfelt y Purvis, 1995).

El estrés oxidativo que frecuentemente deben soportar los frutos de manzanas que se
desarrollan expuestos al sol en la region del Alto Valle determina sintoma de tejidos

necroticos caracteristico de asoleado (Schrader, 1997; Yuri y col., 2000-a). Si bien, nosotros
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hemos determinado que en nuestra region el calor es el factor mas importante en la generacion
de asoleado (Figura 6), no podemos descartar la influencia de radiacién solar elevada. Por lo
tanto los sintomas, cambios fisiolégicos y bioquimicos que hemos registrado en los frutos que
se desarrollaban a campo y sufrieron asoleado posiblemente son consecuencia de una
combinacion de ambos factores.

El primer cambio visual que se observo luego de un dia que los frutos fueron expuestos
repentinamente al sol y al calor fue una decoloracion de la piel acompafiada de una zona
blanquecina (Foto 8). Si bien, este cambio no fue acompariado de dafios en las membranas
celulares en un primer momento (Figura 22), si se pudo visualizar que hubo pérdida de
pigmentos inclusive clorofila (Song y col., 2001). Observaciones microscopicas permitieron
comprobar la presencia de cloroplastos en los tejidos epidérmicos y perivasculares de frutos
de manzanas en menor proporcion y méas pequefios que en las hojas. Durante el periodo de
maduracion se registra un decrecimiento de la clorofila pero su concentracion nunca llega a
ser despreciable y los cloroplastos retienen la clorofila hasta bien avanzada la madurez
(Blanke y Lenz, 1989). EI contenido de clorofila en los frutos coloreados es menor que en
una hoja pero igual se registra en ellos actividad fotosintética (Ma y Cheng, 2004). La
degradacion de pigmentos provoco que disminuya la capacidad del fruto de disipar energia
por fotosintesis y caminos asociados a otros pigmentos (Ma y Cheng, 2003). Tanto el exceso
de energia solar como el calor provocan dafios por fotooxidacion de los pigmentos y la
fotoinhibicién por ataque al fotosistema 11 (Smillie, 1992; Guoa y col., 2006 ). De esta manera
el fruto queda con menor capacidad de metabolizar excesos de energia radiante la que
seguramente afecto el equilibrio electronico de las moléculas y aument6é la formacion de
EROs (Demmig-Adams y Adams, 1992; Foyer y Harbinson, 1994).

El fruto tiene poca capacidad para transpirar por tanto disipa menos el calor que las
hojas (Yuri y col., 2000-a). En general, la velocidad de catalisis de las enzimas aumenta con
la temperatura entre 0 a 35 °C. Ese aumento es proporcional al Qo caracteristico de cada
enzima. Esto hace que el aumento de velocidad de reaccién de las diferente enzimas que
componen una ruta metabdlica no sea el mismo para todas y se generen desequilibrios que
conducen a trastornos metabolicos. Si las temperaturas superan los 45 °C se produce ademas
desnaturalizacion de proteinas impidiendo la actividad enzimatica y desorganizando las

membranas celulares (Salisbury y Ross, 2000).
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El aumento de temperaturas sobre los dptimos induce mayor sintesis de fosfolipidos con
acidos grasos insaturados por tanto aumenta la fluidez y permeabilidad de las membranas
(Azcon-Bieto y Taldn, 1993). Sumado a esto si las temperaturas de los tejidos son superiores
a los 6ptimos fisioldgicos se produce peroxidacion de lipidos (Xiaozhong y Bingru 2000; Hui
y col, 2007). Al prolongarse la situacion de estrés sobre los frutos se observd dafios en los
tejidos y paralelamente se registré aumento de peroxidacion de lipidos (Figura 22) lo que
estaria indicando incremento en la produccién de EROs y por tanto de estrés oxidativo
(Xiaozhong y Bingru, 2000; Xu y Huang, 2004). Los cambios en la composicién quimica de
los lipidos y proteinas de membranas celulares disminuyeron la capacidad de regulacion del
flujo de metabolitos y de iones (Liu y col., 2003) lo que produjo la muerte de tejidos y la
aparicion de una mancha marron (Foto 9 y 10). Esta mancha oscura caracteristica del
asoleado de frutos (Mitcham, 2003) posiblemente actué como cuerpo negro aumentando aun
mas la temperatura de los tejidos.

En los frutos que se desarrollaron siempre expuestos al sol y no llegaron a presentar
sintomas de asoleado se observo aumento en las enzimas del ciclo del glutation-ascorbato.
Esto estaria indicando una posible capacidad de adquisicion de tolerancia relacionada a un
aumento en sistema de detoxifixacion de EROs (Rizhsky et al, 2002) que podria estar
asociado a otros mecanismos como pueden ser la sintesis de “heat shock proteins” (Panchuck

et al, 2002).

5. Cambios en los sistemas antioxidantes durante la evolucion de
los frutos segun variedad y exposicion a diferente intensidad de

radiacion solar

Durante el desarrollo de la planta se generan EROs como consecuencia de reacciones
del metabolismo celular relacionadas con el transporte de electrones tales como: fotosintesis,
respiracion, fotorespiracion, R-oxidacion de acidos grasos. Pero bajo condiciones ambientales
normales la cantidad de EROS producidos no presentan un riesgo para las plantas ya que
existen en las células mecanismos bioquimicos que contribuyen a mantener (detoxificar)

niveles basales de estas especies. Una de las estrategias celulares efectivas para detoxificar las
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EROs lo constituyen las enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX, monodehidroascorbato
reductasa (MDAR), dehidroascorbato reductasa (DAR) y GR operando en el ciclo del
glutation-ascorbato (Bowler y col., 1992; Scandalios y col., 1993; Purvis y col., 1997; Hodges
y col., 2001; Mittler, 2002) y compuestos antioxidantes no enzimaticos como el AsA vy el
GSH (Polle A., 2001; Potters y col., 2002; Belmonte y col., 2005).

La concentracion de EROs, que con condiciones ambientales normales se mantiene
estable y baja durante el transcurso del crecimiento de un érgano vegetal, tiende a aumentar al
aproximarse el envejecimiento. Asi se ha demostrado que llegando a la senescencia algunos
antioxidantes aumentan mientras otros decrecen con un perfil especifico que probablemente
depende de la especie y la variedad (Hodges y Forney, 2000). Es decir, que la homeostasis
celular mantenida por la accion coordinada de varios pasos bioquimicos tiende a romperse
con el envejecimiento con el consiguiente aumento en la concentracion de EROs.

En este trabajo la maduracion de los frutos de las dos variedades coincidid con los
cambios mas marcados en el comportamiento de las enzimas antioxidantes. Estos cambios se
produjeron durante los meses de enero y febrero, lapso durante el cual la alta radiacion solar y
elevadas temperaturas determinaron en los frutos una mayor produccion de antioxidantes
posiblemente relacionada con una mayor produccién de EROs. En efecto los frutos que, en el
Alto Valle de Rio Negro y Neuquen, se desarrollaron expuestos a plena radiacion solar (del
orden de 1.300 W m™) experimentaron temperaturas en la piel del fruto que promediaron los
46 °C (Figura 24) es decir, una situacion de estrés oxidativo. En otras regiones de mundo
productoras de manzana, como es el Valle del rio Jordan en Israel, la exposicién de los frutos
a plena radiacion solar resulta en que la temperatura de los tejidos de la cara expuesta se eleva
a valores superiores en 15 °C a los registros ambientales, con temperaturas maximas de pulpa
de frutos en desarrollo que varian entre 40 y 50 °C (Woolf y col., 2000).

Todos los organismos vivos tienen un rango de temperaturas Optima para su
crecimiento. Cuando la temperatura se eleva por encima de las 6ptimas el crecimiento celular
cesa y sobreviene un estado de estrés. Bajo un ‘“shock”™ provocado por temperaturas
subletales, las células responden sintetizando sustancias que le permiten superar las
condiciones de estrés y al mismo tiempo incrementan su capacidad para resistir temperaturas
letales. En ese proceso de aclimatacién se producen cambios metabdlicos tales como

induccion de la sintesis de “heat shock proteins”, induccion de enzimas que detoxifican las
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EROs, supresion de pasos metabdlicos involucrados en la generacién de EROs, etc (Panchuck
y col., 2002; Rizhsky y col., 2002).

Creciendo a campo las plantas se ven a menudo sujetas a una combinacion de
condiciones estresantes tales como calor, alta radiacion y sequia (Woolf y col., 2000). En
nuestro caso se estuvo ante la combinacién de un estrés provocado por la suma de altas
temperaturas y radiacion, condiciones propias de un ambiente &rido, y bajo las cuales se
caracterizaron algunos de los mecanismos de respuesta desarrollados por los frutos de
manzano. Caracterizacion que puede resultar importante si se quiere manipular el
metabolismo de la planta para aumentar natural o artificialmente la tolerancia a ese estreés.

Los tejidos vegetales capaces de fotosintetizar o al menos de transformar la energia
luminosa en energia quimica tienden a aclimatarse a la radiacion solar que reciben y por
consiguiente a las condiciones de estrés fotoxidativo (Abarca y col., 2001). Analizando la
expresion de genes en hojas de tabaco aclimatadas a estrés oxidativo Vranova y col. (2002)
han determinado que al menos 95 genes alteran su expresion, de los cuales el 83 % sufren
induccion y solo el 17 % restante son reprimidos. Entre los genes inducidos estan los
relacionados a sintesis de enzimas antioxidantes. De los mecanismos de fotoproteccion dos
procesos bioquimicos han recibido mayor atencion en los ultimos 15 afios. Uno es la
disipacion del exceso de energia de excitacion a través del ciclo de las xantofilas (Mller y
col., 2001); el otro, es la fotorreduccion del oxigeno y la subsiguiente detoxificacion de las
EROs por un sistema antioxidante enzimatico y no-enzimatico integrado (Asada, 1999). Asi
muchos estudios han demostrado que en hojas expuestas al sol se observa mayor produccion
de antioxidantes respecto de hojas sombreadas (Mishra y col., 1993; Grace y Logan, 1996;
Brugnoli y col.,, 1998; Hodges y col., 2001; Vranova y col., 2002). Comparado con las
hojas, los estudios realizados en aclimatacion de frutos a la radiacién solar son pocos y
establecen al menos una similitud y una diferencia en el sistema experimental. Primero,
durante su crecimiento los frutos, al igual que las hojas, se sombrean a si mismos y por las
hojas; y segundo, los frutos tienen mas baja capacidad de fotosintesis que las hojas, por lo
tanto son sujetos a mayor exceso de energia de excitacion.

Si bien es importante tener en cuenta que la produccion de superdxido y de perdxido de
hidrogeno en bajas concentraciones pueden actuar como una sefial de que la célula esta bajo
una situacion de estrés (Shigenaga y col., 2005), aqui hemos trabajado con condiciones de

estrés prolongado a fin de estudiar el comportamiento de los sistemas de detoxificacion de un
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exceso de EROs y la capacidad de adaptacién de los frutos a esas condiciones. Los
incrementos observados en la actividad enzimética y en la peroxidacion lipidica indicarian
que el aumento de radiacion+temperatura provoco estrés oxidativo en los frutos (Toivonen,
2004; Shiu y Lee, 2005).

Cuando por aumentos en la temperatura y densidad de flujo foténico en frutos de las
variedades BR y RD se alcanzaron las condiciones de estrés oxidativo los resultados
mostraron aumentos en la actividad de SOD (Bowler y col., 1992; Scandalios, 1993; Mishra y
col., 1993; Grace y Logan, 1996; Gong y col., 2001; Ma y col., 2003) (Figuras 12 y 13).
Nuestros resultados coinciden con determinaciones realizadas en otras variedades de
manzanas como Granny Smith (Yuri y col., 2000-b), en Cucurbita pepo desarrollada a campo
(Logan y col., 1998) y con lo observado en estudios realizados en hojas de Vinca major,
Schefflera arboricola, Mahonia repens en experimentos en camaras de crecimiento (Grace y
Logan, 1996). En cambio trabajos realizados por Ma y Cheng (2003) indican que la actividad
de SOD en piel de manzanas Gala y Smothee no mostro respuestas significativas a diferentes
radiaciones solares.

Dentro de las células la actividad de la enzima SOD constituye la primera linea de
defensas contra el exceso de EROs y es una de las enzimas mas importantes en la
detoxificacion de estos compuestos (Andrea Polle, 2001; Grene Alscher y col., 2002).

La actividad de SOD es central en el mecanismo antioxidante ya que determina la
concentracion de H,O, y de aniones superoxido, que son los sustratos de la reaccion de
Haber-Weiss (fuente de radicales hidroxilo). EI H,O,, que debe ser rapidamente reducido para
que no oxide los tejidos del fruto, puede eliminarse por la via de las CAT (Figura 3) o por la
reduccion a través de la APX dando como productos AsA y monodehidroascorbato (MDHA)
(Figura 30) (Andrea Polle, 2001).

En los primeros estadios de crecimiento de los frutos de las dos variedades que hemos
estudiado la actividad de SOD fue similar. En estadios de desarrollo posteriores, y a medida
que las condiciones climéticas se presentaron mas severas (pleno verano) el nivel de las
resistencias naturales a los factores de estrés oxidativo varid entre variedades (Lutfor y col.,
2004), la actividad de SOD registrada en frutos de BR llegd a ser 10 veces superior que en
frutos de RD. Segun Foyer y col. (1994) las diferencias en la resistencia pueden estar
relacionadas a modificaciones en los niveles de antioxidantes enzimaticos o no-enzimaticos,

dependiendo de la edad, especie 0 modificaciones en la expresion génica.
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En esto podria radicar, en parte, la mayor susceptibilidad al asoleado que hemos
determinamos para la variedad BR respecto de RD en la cuantificacion realizada en la region
del Alto Valle de Rio Negro. En efecto en BR, si bien CAT tuvo mayor actividad en frutos
expuestos la tendencia fue a disminuir a medida que progresaba el verano, en cambio en RD
se determind un comportamiento inverso (Figuras 14 y 15). Por ello se sugiere que la mayor
susceptibilidad de BR estaria relacionada con:

1) Una alta expresion de SOD, que generd una mayor produccion de H,O,; y,

2) Una baja en la capacidad de reducir el H,O, debido a la disminucion en la actividad
de CAT.

Esta posibilidad estd apoyada por estudios realizados en tomate (Kerdnaimongkol y
Woodson, 1997) y variedades de manzana que mostraron una declinacion de la actividad de
CAT en la piel de frutos expuestos al sol, y por determinaciones que indican que CAT es
sensible a fotoinactivacion in vivo e in vitro (Ma y Cheng, 2003). No obstante en frutos de
Cucurbita pepo, en plantulas de Sinapis alba, en hojas de Vinca major y de Spinacia oleracea
sometidas a alta densidad de flujo foténico se registrd induccion de la actividad de CAT
(Logan y col., 1998; Dat y col., 1998; Hodges y col, 2001).

La otra ruta de detoxificacion de EROs que ha sido estudiada aqui fue la via de
Halliwell-Asada (glutation-ascorbato) que es funcional tanto en cloroplastos, citoplasma,
mitocondrias y peroxisomas. En este caso la via de degradacion de H,0, (Figura 30)
indicarian que: 1) el MDHA producido por la APX puede ser reducido a AsA por la MDAR
obteniendo el poder reductor del NAD(P)H; o, 2) dismutarse a AsA y dehidroascorbato
(DHA) y éste, a su vez, ser reducido a AsA por la DAR en un proceso dependiente de GSH y
NADPH (ciclo del glutation —ascorbato) (Noctor y Foyer 1998; Chew y col., 2003).

Esta via también aportaria razones para explicar por qué los tejidos de frutos de BR
serian mas dafiados por foto-oxidacion ya que si bien entre las dos variedades la evolucion del
contenido de AsA (Figura 21) fue similar y no se registré disparidad en el comportamiento de
APX (Figuras 16 y 17), si se determiné diferencias en GR (Figuras 18 y 19). Mientras en RD
la enzima GR se mantuvo en niveles estables durante todo el periodo de estudio, en BR
disminuy6 10 veces al acercarse la cosecha, lo que limitaria la capacidad de obtener poder
reductor del NADPH para reciclar el GSH y podria restringir la capacidad de degradar el
H,0, formado a través del ciclo del glutation-ascorbato. Asociado a la baja actividad de GR

estaria también el hecho de que no se encontraron en BR diferencias en el contenido de GSH
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entre frutos expuestos y protegidos (Figura 20). La limitacion en el contenido de GSH estaria
afectando la capacidad de defensa antioxidante tanto por disminuir el pasaje de poder reductor
en el ciclo del glutation-ascorbato como por su accion en la proteccion de las proteinas que
contienen grupos tioles (Potter y col., 2002).

La via que estaria mas activa para degradar H,O, seria a través de la directa reduccion
(mediada por la MDAR y el NAD(P)H, ver Figura 30) del MDHA a AsA sin pasar a DHA,
via que se ha demostrado en cloroplastos y mitocondrias (Chew y col., 2003). En este caso el
poder reductor posiblemente haya provenido directamente del aparato fotosintético, por lo
tanto seria autbnomo respecto al aporte de energia (Mittler, 2002). De todos modos hay que
tener en cuenta que en los frutos y a medida que se aproxima la madurez, los cloroplastos
pasan a cromoplastos y esto restringiria la cantidad de organelas para la via propuesta. A
similares resultados se ha llegado estudiando el sistema antioxidante en mitocondrias durante
la maduracion de frutos de morrén (Capsicum annuum) donde se encontr6 que la actividad de
GR fue 3 veces menor en frutos maduros que en frutos verdes (Jiménez y col., 2002-b). Estos
autores coinciden en explicar esta situacion indicando que en esta especie la regeneracion de
AsA estaria mas ligada a la MDAR y en menor proporcion a GR. EIl poder reductor podria
provenir del NADH como del NADPH igual que via GR, pero en este caso la ruta podria ser
el ciclo de las xantofilas (Azcon-Bieto y Talon, 1993). Un estudio realizado por Ma y Cheng
(2003) en frutos de manzanas expuestos al sol confirmaria este supuesto, ellos determinaron
aumento en el ciclo de las xantofilas relacionado con mayor disipacion de energia térmica.

Es probable entonces que la mayor capacidad de fotoproteccion que la variedad RD ha
mostrado contra las EROs, radique en que en los frutos expuestos al sol hubo un aumento
simultdneo de la actividad de la mayoria de las enzimas de los dos sistemas de defensa
estudiados, la via de la CAT vy la ruta de Halliwell-Asada, aumento que no se observo en la
variedad BR.
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NADPH

NAD(P)* NADP'

e = e

Figura 30: El ciclo SOD-GSH-AsA (lineas gruesas, reacciones enzimaticas) y
reacciones redox no- enzimaticas (lineas punteadas). Extraido de: Polle A. (2001)
Plant Physiolgy, 126: 445-462.

6. Capacidad de adaptacion de los frutos a alta radiacion solar

Los frutos de diferentes variedades de manzanas que se desarrollan a la sombra o luz
solar indirecta son, por lo general, més susceptibles al dafio por sol cuanto mas tarde son
expuestos a la radiacion solar comparados con aquellos que la reciben durante todo el periodo
de crecimiento (Yuriy col., 2000). En el presente trabajo hemos observado que los frutos que
se desarrollaron todo el tiempo al sol una parte sufrié asoleado, especialmente los que crecian
en la parte superior del arbol (Figura 27). Esto puede ser debido a la continua exposicion a la
radiacion solar y también a la suma de otros factores de estrés oxidativo como menor llegada
de agua, mayor deshidratacion por viento, menor proteccion de follaje, etc. La otra parte de
los frutos que crecieron al sol llegd en buen estado a la fecha de cosecha. Esto indicaria que
los frutos que reciben desde el comienzo de su crecimiento un aumento paulatino de
situaciones de estrés por exceso de radiacion, se adaptarian al estrés generando defensas que
hasta ciertos limites los protegerian. En cambio, cuando la exposicion a alta radiacion se
realiza repentinamente los tejidos no alcanzan a adaptarse.

El hecho que los frutos que crecen a la sombra se hacen mas susceptibles al dafio por sol
cuando son expuestos en forma repentina a la radiacion solar (ver seccion 5.1. de Resultados y

Figura 22) reforzaria la posibilidad de un proceso de adaptacion, ya que como la exposicion

92



DISCUSION

se produce bruscamente no alcanzarian a sintetizar suficientes defensas antioxidantes
observandose en consecuencia el “quemado” de los tejidos. En efecto, en los frutos que
fueron repentinamente expuestos al sol se visualizaron a los 2 dias los sintomas de asoleado y
en menos de una semana se observd la muerte total de los tejidos (Fotos 8, 9 y 10). Los
sintomas que evolucionaron desde la despigmentacion de los tejidos, pasando por manchas
pardas y finalmente tejidos necrdticos, coincidieron en el tiempo con las determinaciones de
pérdida de electrolitos indicando que las membranas celulares estaban dafiadas y las células
no podian volver a la situacion normal de turgencia (Palta J., 1990).

7. Eficiencia del uso de caolin en prevencion de asoleado

Como se ha analizado en capitulos anteriores, el asoleado es un problema que baja la
productividad de frutos de buena calidad en la region del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén.
En la actualidad se esta trabajando a escala mundial en buscar herramientas que permitan
disminuir este problema. Las alternativas evaluadas van desde cambios en aspectos culturales
del huerto, pulverizacion de protectores solares y generacion de transgénicos que sobre
expresen enzimas antioxidantes (Rabinowitch y Sklan, 1980; Mc Kersie y col,. 1996 y 2000;
Wang y col., 2002; Wisniewski y col. 2002; Luftor y col., 2004). Dada la urgencia en
encontrar soluciones al problema presentado por dafio de sol se consider6 de mucha
importancia para nuestra region evaluar la eficiencia del caolin (Caolinita, una familia mineral
del grupo de las arcillas; Glenn y col, 1999; Winsche y col, 2001) como pantalla solar.

En las determinaciones que hemos realizado la aplicacion de caolin redujo la RFA a
medida que aumentaba la concentracion del producto (Figura 23), pero para dosis en
concentraciones agronémicamente viables del 3-4% (Wunsche y Palmer, 1997; Glenn y col,
2001) la disminucion de la RFA no seria mayor al 20%.

Un film de particulas generado con la aplicacion de caolin actda reflejando los rayos
solares, tanto las longitudes de onda del infrarrojo, que son las causantes de calentamiento,
como las longitudes del UV. En las mediciones que hemos realizado respecto del barrido
espectral de caolin (ver seccion 6.1. de Resultados) los mayores indices de absorbancia (1,960
UA) se registraron en las longitudes de onda UV de alta energia. A partir de esa longitud de
onda se observa un descenso hasta llegar a 0,542 UA en los 800 nm.

La desviacion de los rayos infrarrojos disminuy6 la temperatura en los frutos tratados

con caolin al 4% en 3°C manteniendo la temperatura en valores mas cercanos a lo normal para
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el metabolismo celular. Esta disminucidén de temperatura en la cara expuesta de los frutos se
observa hasta una dosis de 16% de caolin. Luego se observo aumento de la temperatura del
fruto (Figura 24) relacionado probablemente a que en concentraciones superiores la arcilla
forma una capa que actGa como aislante impidiendo la refrigeracién de la superficie del
mismo.

El film de caolin al provocar disminucion de temperatura en el vegetal, le permite
superar en mejores condiciones el estrés hidrico y cal6rico (Curry y col., 2002), por lo que los
frutos tardaron mas en presentar dafio y éste fue menor que en los controles que también
estuvieron expuestos y sin proteccion (Figura 25), por lo que puede afirmarse que la
productividad de frutos sanos aumenta con el uso de caolin.

Es importante destacar que los tratamientos con caolin que hemos realizado dieron
diferentes resultados segun la variedad de manzana. En BR aplicaciones mensuales de caolin
al 4% redujeron en 50% los frutos dafiados (Figura 26), en cambio los estudio realizados en
RD no presentaron diferencias con el control (Figura 28). Tanto Fuji y BR son variedades
mas susceptibles al asoleado que RD (Tabla 8), lo que sugeriria que el caolin puede ser mas
efectivo en la prevencion de asoleado en cultivares mas sensibles. Coincidentemente trabajos
realizados en Espafia con caolin aplicado en un esquema de 5% el 18 de junio, 2,5% el 25 de
junio y dos aplicaciones mas una en julio y otra en agosto indican una reduccion del 20% de
frutos de granada dafiados (Melgarejo y col., 2002). Ensayos realizados en Estados Unidos
durante el mes de julio en manzanos de la variedad Fuji indicaron una disminucién de 23,9%
de asoleado (Schupp y col, 2002). En zonas productoras de Chile se han publicado mermas de
asoleado de hasta 50% para la variedad Imperial Gala (Prado, 2003).

Si bien, trabajos realizados en pera variedad "Anjous" y manzana “Empire” han
indicado aumento de tamarfio de los frutos tratados en hasta un 17% (Werblow, 1999; Glenn y
col., 2000) en las variedades de manzana RD y BR no hemos encontrado diferencias en el
didmetro de los frutos. Siguiendo la evolucion de los frutos en las distintas etapas del
crecimiento hemos llegado a la conclusion que los tratamientos con caolin en nuestra region
no afectan el tamafio (Figura 29). Pero si acordamos con Glenn y col., (2000) que en la época
de cosecha los arboles tratados presentan mayor contenido de clorofila y, ademas hemos

determinado aumento en el area foliar (Tabla 9).
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SINTESIS GENERAL

El dafio por sol o "asoleado™ es un desorden fisiol6gico que produce perjuicio en la
calidad de los frutos. En la region del Alto Valle las pérdidas de manzanas por asoleado son
importantes y oscilan entre un 15 a 56% dependiendo del cultivar o variedad. Las variedades
seleccionadas para realizar este estudio representaron a las méas afectadas, el caso de BR y a
las que manifiestan menos el asoleado como es RD.

Los altos niveles de peroxidacion de lipidos y el breve tiempo en que aparecen los
sintomas indican que entre las causas que producen asoleado de frutos en nuestra regién la
mas importante, aunque no podemos afirmar que sea la Unica, es la temperatura elevada que
se registra en frutos expuestos al sol. En efecto, los frutos que se desarrollaron en condiciones
expuestas a plena radiacion solar (radiacion+temperatura) presentaron mayor estrés oxidativo
que los protegidos por el follaje. Los rangos de temperaturas utilizados en los ensayos
estuvieron dentro de los maximos caracteristicos para el verano de la regién. Los frutos que
crecieron a la sombra fueron mas susceptibles al dafio por sol dado que cuando fueron
sometidos en forma repentina al sol presentaron rapidamente lesiones, mientras que, los
desarrollados constantemente expuestos no fueron dafiados. Esto reforzaria la probabilidad de
que exista un proceso de adaptacion, ya que como la exposicion se produce bruscamente no
alcanzarian a sintetizar suficientes defensas antioxidantes observandose en consecuencia el
quemado de los tejidos.

El dafio por asoleado, compatible con un estrés oxidativo, se manifestd tanto por
sintomas visibles como por cambios fisioldgicos (aumento de la pérdida de integridad de las
membranas), bioquimicos (incremento en la peroxidacion de lipidos) y metabolicos (cambios
en las vias de detoxificacibn de EROs). Las rutas enzimaticas que hemos estudiado
evidenciaron que el sistema antioxidante ciclo SOD-CAT y SOD-GSH-AsA operan con
ritmos diferentes a lo largo del desarrollo del fruto. No obstante, cuando los frutos se
desarrollaron expuestos a estrés oxidativo por alta radiacién solar la sintesis de los
componentes antioxidantes de estos sistemas se determind aumentada, mostrando que dentro
de las manzanas se presentan diferencias entre variedades en cuanto a la dinamica de estos
procesos (Figura 31). Esto constituye una de las posibles causas que explicarian por qué la
incidencia de asoleado es mayor en BR que en RD. La mayor susceptibilidad de la variedad

BR al estrés causado por elevada radiacion solar se deberia, en parte, a la menor capacidad
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antioxidante por la via SOD-CAT y a que la disminucion registrada en GR haria inoperante o
menos eficiente la degradacion del DHA por el ciclo del glutation-ascorbato.

En la presente tesis hemos registrado variaciones en la actividad de las enzimas
antioxidantes entre las diferentes variedades de manzanas. Estos datos relacionados con la
distinta susceptibilidad al asoleado que presentan BR y RD alientan la posibilidad de
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Figura 31: Evolucién de la actividad del sistema antioxidante en piel de frutos de manzana Red
Delicious (color rojo) y Braeburn (color azul), expuestos a plena radiacion solar (flechas vacias) y
sombreados (flechas llenas) a lo largo de la estacidn de crecimiento. La direccién de la flecha indica
la tendencia de la actividad enzimatica a aumentar ( 1 ), disminuir ( | ) o mantenerse igual ( { ) con
el transcurso del crecimiento; El tamafio de la flecha sefala la cantidad relativa de enzima en la
madurez de los frutos de ambas variedades sometidos a diferentes condiciones de radiacion solar.

continuar trabajos de ingenieria genética para lograr variedades mutantes mas resistentes al
estrés oxidativo causado por exposicidn a elevada radiacion solar.

No obstante, hemos probado que prevenir una stbita exposicion de frutos sombreados a
una alta radiacion y el uso de protectores solares en base a caolin, pueden ser una herramienta

agrondmica preventiva del asoleado.
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CONCLUSIONES

El dafio por sol en el Alto Valle de Rio Negro es similar al de otras
regiones productoras de fruta de pepita del mundo. Esta afeccion presenta
diferente intensidad segun las distintas variedades, siendo Braeburn una de

las més susceptibles y Red Delicious menos afectada.

Las altas temperaturas registradas en la region del Alto Valle durante la
estacion de crecimiento son el principal factor promotor de asoleado en

frutos de manzanas.

Ante un estrés por exposicion a elevada radiacion solar los frutos de
manzanas presentan aumentada la sintesis de las defensas antioxidantes de
rutas del glutation-ascorbato y de las catalasas. La eficiencia de estas vias

cambia segun las diferentes variedades.

La mayor peroxidacion de lipidos y consecuente mayor dafio de
membranas en BR respecto de RD estaria relacionada con una alta
actividad de SOD que genera mayor produccion de H,O, y una baja
capacidad de reducirla dado que presenta disminucion en la actividad de

CAT y desbalances en el ciclo del glutation-ascorbato.
Los frutos que reciben desde pequefios aumento paulatino de situaciones de

estrés por exceso de radiacion solar generarian defensas antioxidantes que

hasta ciertos limites los protegerian.

97



CONCLUSIONES

e Los protectores solares en base a caolin acttan reflejando los rayos solares,
tanto las longitudes de onda del infrarrojo, que son las causantes de
calentamiento, como las longitudes del UV que producen el “quemado” de
diferentes 6rganos del vegetal. Por lo tanto, son productos con cierta

eficacia en la prevencion de asoleado.

POSIBLES LINEAS DE AVANCE EN EL ESTUDIO

Estudiar las razones por las cuales la zona de Villa Regina presenta mayor afeccion por
asoleado. Los factores analizados podrian ser de indole microcliméticas, composicion varietal,

tratamientos culturales entre otros.

Siendo la temperatura uno de los factores principales causantes del dafio por sol seria
importante avanzar sobre la determinacion de periodos de exposicion, umbrales de

temperatura, susceptibilidad en los diferente estados ontogénicos, etc.

Avanzar sobre la comprension y caracterizacion de las vias de sintesis y regulacion de
las enzimas antioxidantes de los ciclos estudiados seria importante con el fin de controlar el
metabolismo de la planta para aumentar natural o artificialmente la tolerancia al estrés por

altas temperaturas asi como por elevada radiacion solar.

Estos resultados motivan a la investigacion de mutantes en diferentes enzimas
antioxidantes y proyectarlos en trabajos para la obtencion de frutales resistentes a asoleado de

frutos.

Definido que los frutos que se desarrollan expuestos a pleno sol presentan aumento de
sus sistemas antioxidantes seria importante experimentar sobre practicas culturales que eviten
la exposicion brusca de frutos que crecen protegidos. Entre las intervenciones agronémicas

seria importante profundizar en el adecuado uso de los protectores solares como el caolin.
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