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RESUMEN

La regidon del Alto Valle de Rio Negro presenta condiciones climaticas predisponentes
para que los frutos de manzana desarrollen el desorden fisiolégico denominado dafo por
sol. El factor estresante fundamental para el desarrollo de este desorden fisioldgico lo
constituye la elevada radiacion solar que provoca un desbalance entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno y los mecanismos antioxidantes en la piel de los frutos. Las
poliaminas (PAs), en especial la Putrescina (Put), la Espermidina (Spd) y la Espermina
(Spm) han sido evaluadas dentro de los mecanismos de respuesta antioxidante vegetal
bajo condiciones ambientales adversas. En frutos de manzana no existen estudios que
relacionen el efecto del estrés oxidativo por elevada radiacion solar, el contenido de PAs y
su influencia sobre otras fisiopatias durante la conservacion en frio. A fin de estudiar estos
aspectos se evaluaron frutos de los cultivares de manzana Gala, Golden Delicious, Red
Delicious, Fuji, Granny Smith y Cripp’s Pink, en el estado de madurez. Asimismo, los dos
ultimos fueron estudiados durante el periodo de conservacion refrigerada. En todos los
cultivares se seleccionaron, durante la cosecha comercial, frutos que presentaran un
sector de piel con dafio por sol leve (DS-1) y un sector con piel sana (S). En ambos tejidos
se evalud el contenido de PAs libres, el metabolismo oxidativo y el desarrollo de las
fisiopatias escaldado por sol y escaldadura superficial durante 180 dias de conservacion
refrigerada. El estrés por elevada radiacion solar incrementé el contenido de PAs en piel
de frutos, de forma diferencial segun el cultivar de manzana considerado. En el tejido DS-
1 del cultivar Red Delicious el mayor aumento se registré en Put, y en menor proporcién
Spd y Spm. Mientras que en Fuji, Granny Smith y Cripp’s Pink se registraron aumentos
significativos de Spd y Spm exclusivamente. Por otro lado los cultivares Gala y Golden
Delicious presentaron una escasa variacion del contenido de PAs en DS-1 respecto a S.
El incremento en el contenido de PAs y de la capacidad antioxidante en el sector DS-1
detectada en el estado de madurez de todos los cultivares no evité la mayor peroxidacién
lipidica y la expresion de los sintomas de dafio por sol en este tejido. Durante la
conservacion refrigerada la evolucion del contenido de PAs presenté diferencias segun el
cultivar y el tejido considerado. El tejido S de los cultivares Granny Smith y Cripp’s Pink
presentd incrementos significativos de Put. En Cripp’s Pink se detecté ademas un
aumento en el contenido de Spd y Spm. Por otra parte, en el tejido DS-1 de Granny Smith
no se produjeron variaciones en el contenido de PAs, mientras que en Cripp’s Pink se
detectaron incrementos significativos de Spd y Spm. La mayor capacidad antioxidante
alcanzada en el estado de madurez en el tejido DS-1 de ambos cultivares se mantuvo
durante los 180 dias de conservacion. Asimismo las condiciones de almacenaje
refrigerado provocaron alteraciones en el metabolismo oxidativo de los tejidos estudiados,
representado por un incremento de la capacidad antioxidante y/o de la peroxidacion de
lipidos. Dichas condiciones promovieron el desarrollo significativo de escaldado de sol y
escaldado superficial exclusivamente en Granny Smith. En DS-1 de este cultivar se
observé escaldadura de sol a partir de los 90 dias de conservacion, lo que indica que la
mayor capacidad antioxidante en este tejido no fue suficiente para evitar esta fisiopatia. El
aumento del contenido de Put durante la conservacién en S de Granny Smith tampoco
permitié aliviar las condiciones de estrés oxidativo que generan escaldadura superficial, la
cual se registrd sobre este tejido a partir de los 120 dias de almacenaje. Por otra parte, en
Cripp’s Pink se observo baja incidencia de escaldadura de sol en el tejido DS-1 luego de
150 dias de conservacion y no se detecté escaldadura superficial en S. La mayor
capacidad antioxidante y el incremento de Put, Spd y Spm en el tejido con DS-1 en
Cripp’s Pink durante la conservacion refrigerada estuvieron asociadas con baja ocurrencia




de escaldado por sol en este cultivar. El aumento de Put, Spd y Spm en el tejido S de
Cripp’s Pink durante la conservaciéon en frio contribuyd a la tolerancia al escaldado
superficial de este cultivar. En funcion de los resultados de esta tesis es necesario
profundizar los estudios del metabolismo de las PAs en frutos de manzana bajo
situaciones de estrés por alta radiacion solar y su influencia en la variabilidad de
respuestas que presentan los diferentes cultivares frente a las condiciones a los que son
sometidos durante la conservacion en frio.




ABSTRACT

Rio Negro Upper Valley presents predisposing climatic conditions for the development of
apple physiological disorder called sunburn. The main factor intervening in this
physiological disorder development is high solar radiation, which causes imbalance
between reactive oxygen species production and antioxidant mechanisms in fruit skin.
Polyamines (PAs), especially Putrescine (Put), Spermidine (Spd) and Spermine (Spm)
have been evaluated within the mechanisms of plant antioxidant response under adverse
environmental conditions. There are no studies in apples that relate oxidative stress
caused by high solar radiation and PAs content and their influence on other physiological
disorders during cold storage. In order to study these aspects, apple fruits of Gala, Golden
Delicious, Red Delicious, Fuji, Granny Smith and Cripp's Pink cultivars were evaluated at
maturity state. The last two cultivars were also studied during cold storage period. At
commercial harvest fruits with a slight sunburn side (DS-1) and a healthy side (S) were
selected in all the cultivars. In both tissues, free PAs content, oxidative metabolism and
physiological disorders as sunscald and superficial scald were evaluated during 180 days
of cold storage. High solar radiation stress increased PAs level in fruit peel dependent to
cultivar. In DS-1 Red Delicious tissue, Put increased significantly followed by Spd and
Spm. In Fuji, Granny Smith and Cripp's Pink there were significant increases of Spd and
Spm exclusively. On the other hand, small differences in PAs level were found in DS-1 in
contrast to S in Gala and Golden Delicious cultivars. PAs and antioxidant capacity
increases in DS-1 side detected at maturity stage in all cultivars did not avoid lipid
peroxidation increase and sunburn symptoms in this tissue. During cold storage, PAs
content evolution differed according to the cultivar and the tissue considered. Granny
Smith and Cripp's Pink S tissues displayed significant Put increases. Cripp's Pink also
increased Spd and Spm content. Granny Smith DS-1 tissue did not modify its PAs level,
whereas Cripp's Pink increased significantly Spd and Spm content. The highest
antioxidant capacity that had been reached at maturity state in both cultivars DS-1 tissue
remained 180 cold storage days. Cold storage conditions caused oxidative metabolism
changes in all tissues, increasing their antioxidant capacity or lipid peroxidation or both
parameters together. Such conditions also promoted sunscald and superficial scald
development only in Granny Smith tissues. Sunscald in Granny Smith DS-1 tissue was
observed after 90 days of storage, suggesting that the higher antioxidant capacity found in
this tissue was not enough to avoid its development. Put content increase in Granny Smith
S peel during storage did not alleviate oxidative stress conditions which produced
superficial scald, after 120 days of cold storage. On the other hand, Cripp's Pink showed a
low sunscald incidence in DS-1 tissue after 150 days of storage and no superficial scald
was detected in S. Higher antioxidant capacity and Put, Spd and Spm increases in Cripp's
Pink DS-1 tissue during cold storage could be related to low sunscald development in this
cultivar. Put, Spd and Spm increases in Cripp's Pink S tissue could contribute to superficial
scald tolerance in this cultivar. Based on this thesis results, it is necessary to continue PAs
metabolism studies in apple fruits under high solar radiation stress and their influence on
different cultivars responses during cold storage conditions.




RESUME

L Alto Valle de Rio Negro présente des conditions climatiques prédisposant a développer
appelé les dommages du soleil, a désordre physiologique des fruits de pomme. Le facteur
de stress critique pour le développement de ce désordre constitue le rayonnement solaire
élevé qui provoque un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de I'oxygéne et
des mécanismes antioxydants dans la peau du fruit. Polyamines (PAs), en particulier
putrescine (Put), la spermidine (Spd) et la spermine (Spm) ont été évalués dans le cadre
des mécanismes de réponse antioxydant végétal dans des conditions environnementales
défavorables. Dans les fruits de la pomme, il n'y a aucune étude reliant I'effet du stress
oxydatif par une forte radiation solaire, le PAs contenu et leur influence sur d'autres
physiologique désordre le stockage a froid. Afin d'étudier ces aspects, les fruits des
cultivars de pomme Gala, Golden Delicious, Red Delicious, Fuji, Granny Smith et Cripp's
Pink ont été évalués a maturité. En outre, les deux derniers ont été étudiés au cours de
I'entreposage frigorifique. Pendant la récolte commerciale, tous les cultivars ont été
sélectionnés au cours des fruits fruits qui avaient une partie de la peau avec les
dommages du soleil doux (DS-1) et un secteur avec une peau saine (S). Dans les deux
tissus, a été évaluée le contenu des PAs libres, le métabolisme oxydatif et de
développement du I'’échaudure superficielle et 'échaudure du soleil, pendant 180 jours de
stockage réfrigéré. Le stress élevé rayonnement solaire a augmenté la PAs teneur dans la
peau de fruits, selon différentiellement le cultivar de pomme considéré. Dans le tissu Red
Delicious DS-1 I'augmentation a été la plus grande Put, et dans une moindre mesure Spd
et Spm. Alors que dans Fuji, Granny Smith et Cripp’s Pink une augmentation significative
de Spm ont été enregistrées exclusivement. De plus, les cultivars Gala et Golden
Delicious ont peu de variation dans le contenu des PAs dans DS-1 en une comparaison a
S. La respecter augmentation de la teneur des PAs et la capacité antioxydante dans les
secteurs DS-1 détectée dans l'état de maturitéde tous les cultivars n'a pas empéché la
plupart peroxydation des lipides et I'expression des symptomes de dommages dus au
soleil dans ce tissu. L'évolution pendant le stockage a froid le PAs, il a présenté des
différences selon le cultivar et le tissu. Les tissus S Granny Smith et Cripp’s Pink ont
présenté une augmentation significative de Put. Cependant, dans Cripp’s Pink il a
également été détecté une augmentation de la teneur des Spd et Spm. En outre, dans le
tissu DS-1 Granny Smith il n'y avait pas de changement dans le contenu des PAs, alors
une augmentation significative Spd et Spm ont été détectés dans Cripp’s Pink. La plus
élevée capacité antioxydante obtenue a maturité dans le tissu DS-1 dans les deux
cultivars a été maintenue pendant 180 jours de stockage. Aussi les conditions de stockage
de froid a entrainé des modifications dans le métabolisme oxydatif des tissus étudiés,
représentés par une augmentation de la capacité antioxydante et la peroxydation des
lipides. Ces conditions favorisé le développement significatif du échaudure du soleil et
échaudure superficielle exclusivement sur Granny Smith. Dans DS-1 de ce cultivar
échaudure du soleil a été observée aprés 90 jours de stockage, ce qui indique que la
capacité antioxydante la plus élevée dans ce tissu n'a pas été suffisante pour éviter ce
désordre physiologique. Amélioration du contenu de Put pendant le stockage en S de
Granny Smith pas permis d'atténuer les conditions de stress oxydatif généré échaudage
superficielle, qui a été enregistré sur ce tissu apres 120 jours de stockage. De plus, en
Cripp’s Pink été observée faible incidence du échaudage du soleil dans le tissu DS-1
aprés 150 jours la conservation et il n'a pas été détecté échaudage superficielle dans S.
La plus grande capacité antioxydante et une augmentation du Spd et Spm avec Cripp’s
Pink DS-1 pendant le stockage réfrigéré peut étre lié a la faible occurrence de échaudage
du soleil dans ce cultivar. L'augmentation de Put, Spd et Spm dans le tissu S de Cripp’s
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Pink au cours du stockage a froid pourrait contribuer a la tolérance au échaudure
superficielle de ce cultivar. En fonction des résultats de cette thése est nécessaire
d'approfondir les études sur le métabolisme des PAs dans les fruits de la pomme
développé dans des conditions de une forte radiation solaire et son influence sur la

variabilité des réponses montrant les fruits contre les conditions auxquelles ils sont
soumise au cours du stockage a froid.
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PAO
PAR
PAs
PF
Put

SAM
SAMDC
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SPDS
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SPMS
TBAR
TBARs
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Poliamina

Poliamina oxidasa

Radiacion fotosintéticamente activa
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Piel sana
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1. INTRODUCCION

1.1 El cultivo de manzana en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén

1.1.1 Produccién regional de manzanas

Argentina produce en promedio 1,8 millones de toneladas anuales de fruta de
pepita, distribuidas casi por partes iguales entre manzana y pera segun lo informado por
el Ministerio de Agroindustria (2016). EI 85% de la produccién de manzana y el 75% de
pera se concentran en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén y en el Valle Medio de Rio
Negro (Colamarino, 2010).

El Alto Valle de Rio Negro y Neuquén es una unidad econémica-productiva con un
sector en la Provincia del Neuquén y otro en Rio Negro. Se trata de un valle donde la
confluencia de los rios Neuquén y Limay da origen al rio Negro (Figura 1). Se encuentra
limitado en ambos lados por barrancas de formacién sedimentaria y se extiende a lo largo
de 65 km junto al rio Neuquén, 50 km a los largo del Limay y 120 km aguas abajo de la

confluencia (Sanchez y Villareal, 2012).

WENDOZA

CHILE

CHUBUT

Figura 1. Zonas productoras de frutales de pepita en Rio Negro y Neuquén. Extraido
de Toranzo (2016).




La fruticultura es una de las principales actividades econdémicas de la region,
donde tiene una larga tradicion ya que sus inicios se remontan a principios del siglo XX
(MECON, 2014).

Segun datos de la Fundacion Barrera Zoofitosanitaria Patagénica para el periodo
2008/2012 la produccién comercial de manzanas alcanzé las 785.000 tn. Del volumen
citado, se destina al consumo en fresco el 54% y el 46% al proceso de industrializacién
(Secretaria de Fruticultura, 2013).

En Argentina, el alto porcentaje de manzanas que es industrializado refleja los
problemas de calidad e insercion en el mercado de fruta fresca. Estos productos (jugos,
sidras, etc.) aparecen ya que el sistema productivo no alcanza los niveles minimos de
eficiencia ni de calidad, lo que genera un porcentaje elevado de descarte de fruta
(MECON, 2014).

1.1.2 Cultivares de manzana en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén

La superficie cultivada de manzanas en la Patagonia Norte es de 21.400 ha
distribuidas en diferentes cultivares segun se indica en la Figura 2. Red Delicious y sus
clones es el cultivar con mayor superficie en la region, seguida por Gala y sus clones,

Granny Smith y Cripp’s Pink y otros cultivares de menor relevancia (SENASA, 2015).

Fuji Otras
Golden Delicious 05 %-| variedades
0,7 % 3.4 %

Cripp’s Pink/

4,5 %

Granny Smith/

14,4 %

Gala/

14,7 %

\Red Delicious
61,8 %

Figura 2. Superficie implantada de manzana por cultivar en Patagonia Norte. Fuente: SENASA (2015).




El origen de las manzanas Red Delicious se remonta al afio 1879. Fue descubierta
en los Estados Unidos, donde en 1915 apareci6é una mutacion roja lisa que se denominé
Richared Delicious y en 1926 otra mutacion roja estriada a la que se llamé Starking
Delicious. Esta ultima tuvo una mayor difusion y fue cultivada en el mundo entero. Desde
los comienzos de la fruticultura regional y aun en la actualidad, es la variedad mas
importante cultivada en el pais, donde al igual que en otras areas de cultivo, se la conoce
como Red Delicious. El fruto es tronco-cénico con cinco Iébulos bien marcados (Foto 1 A).
La piel es de color verde con estrias rojo brillante en gran parte de la superficie. La
coloracién de superficie es heterogénea y mas intensa en los frutos mas expuestos al sol
(Benitez, 2001).

Foto 1. Cultivares de manzana de relevancia regional. A: Red Delicious; B: Gala; C: Granny Smith; D:
Cripp’s Pink; E: Golden Delicious; F: Fuiji.

El cultivar Gala fue obtenido en Nueva Zelanda en 1939, por cruzamiento entre
Kidd's Orange Red y Golden Delicious. Es muy vigoroso a medianamente vigoroso, muy
productivo y de rapida entrada en produccion. El fruto es de forma tronco-conica, con el
céliz cerrado y el pedunculo largo. El color de fondo, que al principio es verde claro, se
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vuelve casi blanco cuando se acerca el momento 6ptimo de cosecha y luego se va
tornando mas amarillo a medida que avanza la madurez (Foto 1 B). La intensidad y el
porcentaje de superficie cubierta de rojo dependen del clon, de las condiciones
agroecoldégicas del cultivo y de la posicion de los frutos en el arbol (Benitez, 2001).

Granny Smith es originaria de Nueva Gales del Sur, Australia, hacia mediados del
siglo XIX. Es la tercera variedad mas difundida en el mundo, luego de Red Delicious y
Golden Delicious. La piel es verde intenso, con lenticelas blancas bien visibles. A veces
puede aparecer un color rojizo sobre la cara expuesta a la luz solar en regiones de alta
insolacion con amplitud térmica muy marcada (Foto 1 C) (Benitez, 2001).

Cripp’s Pink se comercializa con el nombre de Pink Lady y es producto de un
cruzamiento entre Lady Williams y Golden Delicious, obtenida por John L. Cripp’s en
1979, en la Horticultural Research Station of Stoneville, Australia. De rapida entrada en
produccién y poco sensible a la alternancia productiva (afierismo), no se adapta a
regiones de estacién corta de crecimiento porque es la mas tardia de las variedades
actualmente en cultivo. El fruto es de un caracteristico color rosado brillante que se
extiende del 25 al 75 % de la superficie, sobre fondo verde claro que vira a amarillo en la
madurez (Foto 1 D) (Benitez, 2001).

Golden Delicious es originaria de USA, donde fue descubierta hacia fines del siglo
XIX. En algunos paises ocupa un lugar preponderante en la produccién nacional de
manzanas y en otros como en la Argentina, ha ido perdiendo participacion en forma
paulatina. El fruto es tronco-conico regular y alargado, con un peso medio de 190 a 210
gramos. La piel es verde amarillenta a amarillo dorado, a veces con una cara rosada,
particularmente sobre frutos de plantas jovenes (Foto 1 E) (Benitez, 2001).

El cultivar Fuji fue obtenido en 1939 por la National Fruit Research Station de
Morioka, Japon, por cruzamiento entre Ralls Janet y Red Delicious. En la region de Alto
Valle florece la ultima semana de septiembre. Se adapta a zonas de largo ciclo vegetativo
y buenas condiciones para la coloracion. El fruto es redondo, de mediano a grande, de
200 a 250 gramos de peso. La piel es de color rojo brillante de aparicion tardia, sobre el
25 al 50% de la superficie del fondo verde claro (Foto 1 F) (Benitez, 2001).




1.1.3 Caracterizacion climatica regional

La region del Alto Valle se caracteriza por tener una temperatura media anual de
15°C. Enero es el mes mas caluroso con temperaturas medias de 23,6°C y maximas
medias de 31,1°C. Durante el mes de julio la temperatura media es de 8,6°C con una
maxima media de 13,1°C. La regién tiene una marcada amplitud térmica propia de su
caracter continental. Las necesidades de frio invernal de los frutales de hoja caduca son
normalmente satisfechas, alcanzando valores superiores a 1200 horas. El periodo medio
libre de heladas es de 174 dias (Rodriguez y Munoz, 2006).

En la regién, se registran una precipitacion media anual de 197,7 mm (Rodriguez y
Munoz, 2006) y heladas primaverales que frecuentemente afectan los cultivos de pepita y
carozo. Estas condiciones exigen la implementacion de medidas activas (riego por
aspersion, uso de calefactores) o pasivas (riego por manto sobre suelo desnudo) para su
control (Toranzo, 2016)

Los vientos predominantes son de los cuadrantes oeste y sudoeste, con mayor
frecuencia en primavera-verano. Su intensidad obliga a la utilizacién de cortinas
rompevientos, para la cual se utilizan tradicionalmente diferentes especies de alamos
(Toranzo, 2016).

La region se caracteriza por tener altos valores de radiacion global (1260W/m?2)! y
de insolacion. El fotoperiodo tiene su valor maximo en diciembre con 15,9 horas vy
disminuye paulatinamente hasta junio, con un valor de 10,4 horas (Rodriguez y Mufoz,
2006).

La intensa radiacion en conjunto con las altas temperaturas que se registran en la
region provocan asoleado o dafo por sol tanto en manzanas como peras (Colavita et al.,
2005). Los frutos que desarrollan este desorden durante su crecimiento tienen mayor
predisposicion a desarrollar fisiopatias durante el almacenamiento en poscosecha
(Tartachnyk et al., 2012). Por lo tanto, a nivel mundial, el dafio por sol es un desorden de
suma importancia para los productores de fruta, ya que puede llegar a provocar hasta un
50-56% de pérdidas econdémicas por descarte de manzanas para exportacion (Wand et
al., 2006; Colavita, 2008; Yuri et al., 2008).

'Dato de la Estacion meteoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias, mes de enero. Periodo analizado

1972-2002.




1.2 Daio por sol en frutos de manzano

Desde principios del siglo XIX existen evidencias escritas sobre los dafios
producidos en manzanas a causa de la radiacion solar. Descripciones de los diferentes
cultivares de manzana en el ‘Royal Horticultural Society of England’ sefalan el dafio
producido por el sol en los frutos de esta especie. El reporte de Barry de 1877 en Oregén,
Estados Unidos, es probablemente el primer registro especifico de asoleado en manzanas
debido a la radiacién solar excesiva (Racské y Schrader, 2012). La informacién sobre este
desorden es extensa y en cierta medida confusa, debido a que los términos ‘sunburn’
(asoleado) y ‘sunscald’ (escaldado por sol) se han usado en forma indistinta, a pesar de
tener dos significados diferentes (Schrader et al., 2001).

Sibbet et al. (1991) definieron ‘sunburn’ como el dafo producido en los frutos
debido a la excesiva radiacion solar coincidiendo con lo propuesto por la Sociedad
Americana de Fitopatologia (Jones y Aldwinckle, 1990). Por otro lado, se limit6 el término
‘sunscald’ a la fisiopatia que desarrollan durante la conservacién en frio los frutos que
previamente estuvieron expuestos a elevada radiacion solar.

Investigaciones realizadas en la Universidad del Estado de Washington, durante
los ultimos 25 anos han permitido clasificar y caracterizar este desorden en forma mas

precisa y sistematica.

1.2.1 Caracterizacion del dano por sol en manzanas

Se identificaron tres tipos distintos de asoleado o dafio por sol en frutos de
manzana. Schrader et al. (2001) caracterizaron al asoleado necrético y al asoleado con
pardeamiento. Luego, Felicetti y Schrader (2008) describieron al asoleado fotooxidativo.
En la Figura 3 se indican las condiciones necesarias para la formacién de los tres tipos de
dafio por sol.

El asoleado necrético es el tipo de dafo solar mas facilmente identificable,
presenta una mancha negra o marrén, necrética, en la superficie del fruto expuesta a la
radiacion solar. Ocurre cuando la temperatura superficial del fruto alcanza los 52 + 1°C
durante, por lo menos, 10 minutos (Schrader et al., 2001) y puede producirse a través de
la exposicion al sol, o en forma experimental en oscuridad (Racské y Schrader, 2012).
Estos sintomas se han detectado en diversas variedades estudiadas como Gala, Golden

Delicious y Jonagold. El tejido dafado involucra algunos milimetros hasta varios
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centimetros de pulpa por debajo de la superficie expuesta. Debido al dafo severo que se
produce en la piel, el ingreso de patégenos se ve favorecido en el area afectada (Racsko
et al., 2005Db).

+ luz directa

E
'2‘ + calor
2 ! Asoleado
- 3 fotooxidativo
g o

v
2| 3 "
c + v
§ + cabor, UV-8
§_ Asoleado con
P pardeamiento

+ calor
Frutos sanos Asoleado necrotico
20 28 0 a8 10 48 f0 &8 60
Temperatura superficial de fruto (*C)

Figura 3. Condiciones para la formacién de los tres tipos de asoleado en frutos de
manzana. Adaptado de Racsko y Schrader (2012).

La clase mas comun de dafio por sol es el asoleado con pardeamiento y ocurre en
frutos de manzana expuestos en forma conjunta a la radiacién solar y a una determinada
temperatura superficial de fruto umbral por 60 minutos (Schrader et al., 2001). En este tipo
de desorden se observa una mancha amarilla, marrén o color bronce en la cara del fruto
expuesta a la radiacion solar. El asoleado con pardeamiento no causa serios cambios
estructurales en la cuticula o en los tejidos epidérmicos o subepidérmicos. Para evaluar y

describir la severidad, basado en la apariencia externa, Schrader et al. (2003)
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desarrollaron un sistema de clasificacion que incluye frutos sanos, frutos con
pardeamiento (dafio leve hasta dafio severo y frutos con asoleado necroético (Figura 4).

En los paises del hemisferio sur, donde la radiacion ultravioleta es mas alta, es
posible que la temperatura ambiental para la induccién del asoleado con pardeamiento
sea mas baja que la registrada en las investigaciones realizadas en el estado de
Washington (Racské y Schrader, 2012).

0 1 2 3 4 5

Figura 4. Grados de en manzanas. 0, frutos sanos; 1-4, asoleado con pardeamiento desde menor a mayor

severidad; 5, asoleado necrético. Extraido de Schrader et al. (2003).

Felicetti y Schrader (2008), caracterizaron a un tercer tipo de asoleado en frutos
denominado asoleado fotooxidativo. El primer sintoma es una mancha blanca que
aparece en frutos de manzano que han desarrollado a la sombra y en forma repentina son
expuestos a plena radiacion solar. Estos frutos no estan aclimatados ya que han estado
cubiertos por hojas u otros frutos, dentro de un dardo o ubicados en el interior de la
canopia. Esta exposicion repentina en la planta puede ocurrir luego de un raleo o cosecha
selectiva o podas de verano. Los frutos cosechados en bins y expuestos a la radiacién en

campo durante el transito a la planta de empaque también son susceptibles a este dafio.

1.2.2 Factores que inducen el dafio por sol e incidencia en la produccién fruticola

La radiacion solar y la temperatura han sido identificadas como los factores
directos responsables de la formacion del asoleado en fruto de manzana. Como factores
indirectos se indican aquellos que pueden interactuar con los factores directos e influir en
la aparicion y magnitud de los sintomas. Se consideran factores indirectos: la
susceptibilidad del cultivar; la etapa de desarrollo del fruto; la forma y el vigor de las
plantas, el portainjerto y tipo de poda; la orientacion de las hileras en el huerto; el estado
hidrico de las plantas; y la competencia entre frutos por agua y nutrientes. También se

incluyen como factores indirectos a la humedad relativa, el movimiento del aire y la
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aclimatacion de los frutos (Yuri et al., 2000; Racsko et al., 2005a; Raffo Benegas y
Rodriguez, 2007; Racské y Schrader, 2012).

El cultivo de manzana se realiza en areas que se caracterizan por la alta radiacion,
escasa nubosidad, elevada temperatura y evaporacion, lo que resulta en un alto riesgo de
dafo por sol en los frutos (Smit et al., 2008). A igual condicion climatica, los diferentes
cultivares presentan variaciones en su susceptibilidad respecto al dafno por sol. Diversos
estudios indicaron la alta susceptibilidad de Granny Smith y Jonagold en diversas
regiones productoras del mundo. Fuji, Golden Delicious, Braeburn, Boskoop, y Red
Delicious parecieran ser moderadamente sensibles, mientras que Pink Lady, Idared, y
Topaz han sido reportadas como de baja sensibilidad (Racské et al., 2005a).
Investigaciones en Brasil encontraron, en condiciones similares, mayor incidencia del
dafno por sol en Fuji respecto a Gala (do Amarante et al., 2011). Moggia y Yuri (2003)
sefalan a Fuji y Braeburn como variedades susceptibles a este dafio en las condiciones
climaticas y de produccion chilenas.

Brunner et al. (2003) indican para el estado de Washington valores de descarte
cercanos al 25%, debido al dafio por sol en frutos de manzana. En algunas regiones de
Sudafrica se registraron porcentajes de dafio por sol del 56,9% en Granny Smith, 32,5%
en Braeburn y 44,4% en Fuji (Wand et al., 2006). Aly et al. (2010) reportan valores de
frutos asoleados del 16% para la variedad de manzana Anna en Egipto.

En Chile, el asoleado de manzanas es uno de los principales problemas para los
productores, representando pérdidas econdmicas del 40%, dependiendo de la region, la
variedad y la temporada (Moggia y Yuri, 2003).

Estudios realizados en la Region del Alto Valle de Rio Negro indicaron que Fuiji fue
la variedad mas susceptible, observandose que el 55,6% de los frutos muestreados
presentd algun tipo de afeccion por sol. Le siguieron en orden de ocurrencia de dafio
Golden Delicious, Granny Smith y Braeburn, esta ultima con una incidencia de dafo del
38,1%. Las variedades que menor dafio presentaron fueron Starkrimson con un 14,9% vy
luego Red Delicious con un 24% (Colavita, 2008). Otros ensayos realizados en la regioén
reportan valores de descarte por asoleado grave en variedad Fuji del 20% (Dussi et al.,
2005). El dafo por sol leve no siempre es considerado una razén de descarte de los
frutos, pero este desorden disminuye el valor de los frutos en especial para exportacion
(Colavita, 2008).
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1.2.3 Evolucioén del dafo por sol en frutos durante la conservacion

Durante el almacenaje a baja temperatura (0-2°C), los frutos expuestos a elevada
radiacion solar durante su crecimiento desarrollan un desorden fisiolégico denominado
escaldado por sol (Lurie et al., 1991; Hernandez et al., 2014, Vita et al., 2016). Esta
fisiopatia se visualiza como manchas marrones e irregulares en general luego de 3 meses
de almacenaje en frio (Foto 2). La variedad mas susceptible es Granny Smith y puede
causar pérdidas econdmicas significativas (Contreras et al., 2008; Lurie et al., 1991;
Racsko y Schrader, 2012).

Foto 2. Escaldado por sol en manzana Granny Smith (A) y Cripp’s Pink (B).

Los sintomas aparecen exclusivamente en la superficie del fruto que estuvo
expuesta a la radiacion solar (Contreras et al., 2008; Lurie et al., 1991; Vita et al., 2016).
Lurie et al. (1991) observaron que una proporcién de frutos aparentemente sanos
desarrollaban escaldado por sol luego de 4 meses de almacenamiento en frio. Estos
frutos previamente expuestos al sol se aclimataron bioquimicamente a la alta radiacion y
temperatura en el campo, pero esos cambios también dispararon factores predisponentes
para el desarrollo posterior del escaldado por sol durante la conservacion.

El escaldado por sol ha sido descripto como un proceso no-enzimatico y no-
oxidativo ya que el pardeamiento de los tejidos no se acelera con el aumento de
temperatura, al igual que las reacciones de tipo enzimatica, y la expresion de los sintomas

no se inhibe o reduce por el uso de antioxidantes (Lurie et al., 1991).
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Estudios realizados en manzanas Granny Smith por Contreras et al. (2008),
determinaron que frutos con mayor severidad de dafio por sol a cosecha presentan mayor
incidencia de escaldado por sol en el almacenaje. Luego de 3 meses de conservacion en
frio, los frutos levemente danados por alta radiacion presentaron aproximadamente 50%
de frutos escaldados por sol mientras que, un 90% de los frutos present6 este problema
cuando el golpe de sol a cosecha fue severo.

Segun Hernandez et al. (2014) la concentracién de glicosidos de quercetina a
cosecha esta altamente correlacionada con el desarrollo de escaldado por sol durante el
almacenamiento. La acumulacién de estos compuestos se produce en la piel de los frutos
de manzana con dafo por sol previo a ser cosechados (Yuri et al.,, 2010; Felicetti y
Schrader, 2009b), y en poscosecha (Felicetti y Schrader, 2010). Lurie et al. (1991)
también reportaron un aumento del contenido de fenoles en frutos con diferentes niveles
de asoleado a cosecha y luego de 4 meses de almacenamiento. Hernandez et al. (2014)
encontraron que se produjo una disminucién de la concentracion de glicosidos de
quercetina al 50% al mismo tiempo en que aparecieron los sintomas del escaldado por
sol. Este comportamiento podria deberse a que estos compuestos sufren cambios
estructurales debido a su oxidacion, lo que conduce a la acumulacion de componentes
color marron en la piel y por lo tanto producen el sintoma tipico del escaldado por sol. Se
ha sugerido que la oxidacién de los glicésidos de quercetina ocurre a través de
peroxidasas o por la polifenoloxidasa (Felicetti y Schrader, 2010). Sin embargo, Lurie et
al. (1991) no encontraron diferencias en la actividad de peroxidasas y polifenoloxidasa

entre la piel sana y la que desarroll6 escaldado por sol durante la conservacion.
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1.3 Estrés oxidativo por alta radiacién solar

El término estrés se define como un factor externo que provoca una influencia
negativa o desventajosa en la planta (Taiz y Seiger, 2010). EIl estrés abidtico involucra
todos los factores ambientales que pueden afectar el crecimiento y la productividad de las
plantas, tal como la sequia, la salinidad, el exceso de agua, el déficit de nutrientes,

temperaturas extremas vy alta radiacion (Gong et al., 2013).

1.3.1 Formacion de especies reactivas de oxigeno en frutos de manzana sometidos

a elevada radiacion solar

Los frutos de manzana tienen una capacidad limitada de utilizar el flujo de fotones
proveniente de la radiacion solar en fotosintesis (Chen et al., 2008). Bajo condiciones de
alta radiacion, la absorcion de fotones por los pigmentos fotosintéticos generalmente
supera la utilizacion por la fotosintesis resultando en un exceso de energia de excitacion
de las moléculas de clorofila (Demmig- Adams et al., 1995).

Existen mecanismos que protegen a los tejidos vegetales del exceso de luz, los
cuales pueden disipar el exceso de energia (Flexas y Medrano, 2002). Cuando la elevada
radiacién solar en combinacion con altas temperaturas supera los mecanismos de
disipacion de energia, se induce la formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs)
en los tejidos vegetales (Winsche et al., 2004). Cada molécula de oxigeno diatdmico
puede aceptar cuatro electrones y cuatro protones, produciendo dos moléculas de agua.
En un sistema bioldgico ideal, la reduccion de oxigeno a agua sucede secuencialmente.
Si la molécula de oxigeno sélo recibe uno, dos o tres electrones, se forman las EROs
(Lamb y Dixon, 1997). Es decir que las EROs son el resultado de la reduccién incompleta
del oxigeno molecular y son mas reactivas que éste (Figura 5). Se ha estimado que
aproximadamente el 1% de Oz consumido por las plantas es transformado en EROs
(Sharma et al., 2012). Dentro del grupo de las EROs se pueden encontrar radicales libres
(especies quimicas con uno o mas electrones desapareados en sus orbitales externos),
tales como el anién superdéxido (O2*) y el radical hidroxilo (HO*-). Por otro lado, entre las
formas no radicales se encuentran el peréxido de hidrogeno (H202) y el oxigeno singlete
('02), molécula altamente reactiva cuando se compara con el O, (Gong et al., 2013). La
absorcion de suficiente energia invierte el spin del Oz, lo que conduce a la formacion del
estado singlete, en el cual los dos electrones externos presentan spin opuesto. Bajo
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condiciones de alta intensidad luminica, el 'O, se genera via la clorofila triplete (clorofila
activada) que se forma en el complejo antena y en el centro de reaccién del Fotosistema
Il (Sharma et al., 2012).

[ Energia ]

e- [ e- + 2H+ e- &+ H+

Figura 5. Ruta de la reduccion univalente del oxigeno y formacion de EROs.

Las EROs juegan un papel dual en el metabolismo dependiendo de su
concentracion en la planta (Sharma et al., 2012). A elevadas concentraciones causan
dafos en proteinas, lipidos, carbohidratos, ADN y pueden finalmente producir la muerte
celular. Asimismo, las EROs a bajas o moderadas concentraciones actian como
mensajeros secundarios, pueden afectar la expresién de genes y la transduccion de
sefales, lo que significa que funcionan como estimulo y sefalizacion para activar
diferentes procesos de respuesta a condiciones de estrés (Foyer y Noctor, 2009; Sharma
et al., 2012).

Las EROs se encuentran en diversos compartimentos celulares como cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas, debido a la elevada actividad metabdlica que ocurre en estos
compartimentos (Mittler et al., 2004). Las EROs se generan en cloroplastos via la reaccion
de Mehler, en mitocondrias a través del transporte de electrones y en peroxisomas a

través de la fotorrespiracion (Caverzan et al., 2016).
1.3.2 Respuesta antioxidante y estrés fotooxidativo
Las EROs producidas en las células son eliminadas por diversos compuestos

antioxidantes (Foyer, 1994). Segun Hodges et al. (2004), tanto la producciéon como la

destruccion de EROs estan claramente reguladas por diferentes procesos celulares. Sin
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embargo, el término estrés oxidativo se ha asociado a situaciones en las cuales la
generacion de EROs excede la capacidad del organismo de mantener su homeostasis
redox. Si bajo altas condiciones de radiacion luminica, la produccién de EROs excede los
mecanismos de defensa antioxidante, éstas se acumularan inevitablemente, produciendo
estrés fotooxidativo. Se sugiere que, tanto el asoleado con pardeamiento como el
asoleado fotooxidativo en frutos de manzana, se producen debido al estrés fotooxidativo
(Chen et al., 2008; Felicetti y Schrader, 2008; Racsko y Schrader, 2012).

Convencionalmente, los compuestos antioxidantes han sido clasificados como
enzimaticos y no enzimaticos, aunque en muchos casos ambos tipos de antioxidantes
funcionan en forma coordinada (Foyer et al., 1994).

Los componentes enzimaticos del sistema de defensa antioxidante comprenden
varias enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, la catalasa, la glutation
peroxidasa, que catalizan la degradacion de las EROs, y las enzimas del ciclo del
ascorbato-glutatiéon, tal como la ascorbato peroxidasa, la monodeshidro-ascorbato
reductasa, la dehidroascorbato reductasa y la glutation reductasa, que regeneran los
antioxidantes solubles (Asada, 1999; Mittler, 2002; Mittler et., 2004). Este sistema
antioxidante juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis celular y
en la respuesta antioxidante de las plantas.

Los antioxidantes no enzimaticos se encuentran en todos los compartimentos
celulares. Estos compuestos pueden actuar directamente en la detoxificacion de EROs o
pueden reducir algunos sustratos para la accion de enzimas antioxidantes (Mittler, 2002).

Los componentes no enzimaticos del sistema de defensa antioxidante incluyen
esencialmente al ascorbato y al glutation, asi como tocoferoles, carotenoides vy
compuestos fendlicos (Mittler et al., 2004; Scandalios, 2005). En este sentido, se ha
propuesto a las poliaminas (PAs) como compuestos antioxidantes. Se ha reportado su
accion como secuestradores de radicales libres (Kubis, 2008) y su capacidad de inhibir la

peroxidacion lipidica y las reacciones oxidativas catalizadas por metales (Tadolini, 1988).

1.3.3 Dano oxidativo de las EROs a las biomoléculas

Cuando el nivel de EROs excede los mecanismos de defensa, se producen dafios
a biomoléculas tales como lipidos, proteinas y ADN. El exceso de EROs incrementa la
peroxidacion de lipidos tanto en la membrana celular como en las membranas de las

organelas, lo que finalmente afecta el funcionamiento celular. La peroxidacion de lipidos
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disminuye la fluidez de la membrana, aumenta la permeabilidad y causa dafos
secundarios a las proteinas de membrana (Halliwell, 2006). El nivel de peroxidacién de
lipidos se ha utilizado ampliamente como un indicador de EROs y de dafio a las
membranas celulares bajo condiciones de estrés. (Sharma et al., 2012). La peroxidacién
de lipidos es considerada como el proceso mas daifino conocido que ocurre en todos los
organismos vivos (Gill y Tuteja, 2010b). Los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos
de las membranas son susceptibles a la peroxidacion causada por EROs produciendo
varios tipos de aldehidos, alcanos y alquenales hidroxiacidos incluyendo al
malondialdehido (MDA) y al 4-hidroxi-2-nonenal (HNE). Estos dos productos finales se
utilizan en general en los estudios de peroxidacién de lipidos a través de la reaccién con
el acido tiobarbiturico (Garg y Manchanda, 2009). La peroxidacién de los lipidos de
membranas celulares y de las organelas, afecta no soélo el funcionamiento celular, sino
que agrava el estrés oxidativo a través de la produccién de radicales derivados de lipidos
(Gill y Tuteja, 2010b).

El proceso global incluye tres etapas: iniciacion, propagacioén y terminacién (Figura
6). El inicio de la peroxidacion lipidica en una membrana comienza con la sustraccion de
un atomo de hidrogeno de un doble enlace de un acido graso poliinsaturado,
principalmente por HO*-. En un ambiente aerdbico, el oxigeno se puede afadir al acido
graso en el radical para dar radicales hidroperdxido. Una vez iniciado, se produce una
reaccion en cadena de peroxidacién mediante la extraccion de un atomo de hidrégeno a
partir de cadenas adyacentes laterales de acidos grasos insaturados. El hidroperéxido
lipidico resultante puede facilmente descomponerse en varias especies reactivas que
incluyen MDA, alcanos y alcoholes. Un evento de iniciacion individual tiene por lo tanto el
potencial de generar multiples moléculas de perdxido por una reaccién en cadena. El
proceso finaliza cuando los radicales peroxilo y peréxidos lipidicos se reducen totalmente

reaccionando entre si (Gill y Tuteja, 2010b).
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Iniciacion

HO* + RH EEE— R*+ H:0
R*+ Oj — ROO* (radical hidroperdxido)
Propagacion

ROO* + RH —_— R*+ ROCH

Terminacion
R*+R" —_— R+R
R*+ ROC" —_— ROCR

ROO*+ROO* —— ROOR +0O;

Figura 6. Etapas de la peroxidacién lipidica.

Las EROs producen también la oxidacion de diferentes aminoacidos, generando
grupos carbonilo libres que pueden inhibir o alterar sus actividades y aumentar la
susceptibilidad al ataque proteolitico. La carbonilacién de proteinas se produce a través
de la oxidacion directa de cadenas laterales de aminoacidos. Los aminoacidos que
contienen azufre y los grupos tiol son mas susceptibles al ataque de las EROs. El oxigeno
activado extrae un atomo de hidréogeno del grupo sulfhidrilo, generando un radical que
reacciona con un segundo radical formando puentes disulfuro (Moller et al., 2007).

El ADN también puede ser modificado por las EROs en diversas formas, en
especial en las bases nitrogenadas. El radical HOe- es el mas reactivo, el 'O, ataca en
especial guanina y el H.O2 no produce reacciones de oxidacién en ADN (Moller et al.,
2007).
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1.4 Estrés oxidativo por bajas temperaturas de conservacién

Desde épocas del Imperio Romano las bajas temperaturas han sido utilizadas para
conservar distintos cultivos y partes de plantas e incrementar su vida poscosecha y
calidad (Wismer, 2003). Las bajas temperaturas retardan procesos metabdlicos y
permiten mantener la calidad de los productos con caracteristicas similares a las
alcanzadas al momento de cosecha (Shewfelt y del Rosario, 2000). Sin embargo,
temperaturas extremas pueden ser estresantes para las plantas o partes de las mismas y
pueden finalmente conducir a estrés oxidativo. Los 6rganos vegetales desprendidos de la
planta pueden manejar este estrés por breves periodos, pero si el sistema de defensa es
excedido por el ambiente prooxidante, se produce finalmente la aceleracion de la
senescencia y muerte celular (Wismer, 2003). Bartosz (1997) describe un mecanismo
general para la induccién del estrés oxidativo a través de las bajas temperaturas. En su
investigacion sugiere que las bajas temperaturas reducen la demanda de ATP, lo que
resulta en un exceso de electrones en la cadena transportadora de electrones de las
mitocondrias y esto genera el incremento de EROs. En simultaneo, las bajas
temperaturas reducen la actividad de las enzimas antioxidantes, lo cual disminuye la
capacidad de las células de compensar el exceso de EROs producido.

El estudio del efecto de las bajas temperaturas en poscosecha se enfocd
tradicionalmente en las modificaciones de las membranas celulares. Luego se
incorporaron los sistemas oxidantes y antioxidantes junto con la peroxidacion de lipidos
de membranas (Shewfelt y del Rosario, 2000). Du y Bramlage (1995) indican que en
manzana, uno de los desdérdenes asociados a estrés oxidativo durante los meses de

almacenamiento a baja temperatura es el escaldado superficial.

1.4.1 Escaldado superficial en frutos de manzana

El escaldado superficial, también llamado escaldado de conservacion, es un
desorden fisioldgico de los frutos de manzana y peras. El término escaldado o
escaldadura es ampliamente utilizado para una serie de trastornos de la piel de estos
frutos. El primer informe de escaldadura superficial en frutos en la literatura aparece a
inicios de 1900, descripto como un problema asociado con el advenimiento del
almacenamiento refrigerado (Lurie y Watkins, 2012).
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Los sintomas de este desorden se visualizan como un ligero amarronamiento en la
piel de los frutos y a medida que esta fisiopatia va progresando, el color del tejido
afectado va cambiando finalmente a marrén oscuro o negro (Foto 3). Estos sintomas
pueden manifestarse durante la conservacion en frio o luego de la remocién de la camara
frigorifica. El oscurecimiento del contenido celular se extiende a cinco o seis capas de
células de la pulpa (Ingle y D’Souza, 1989). En frutos con niveles graves de escaldado,
las células de la piel y la pulpa colapsan radialmente, o que genera areas hundidas
(DeLong y Prange, 2003). Segun Pesis et al. (2012), los sintomas del escaldado
superficial en Granny Smith estan correlacionados con la acumulacion de EROs en tejidos
dafiados por el almacenamiento en frio. Las bajas temperaturas provocan efectos
negativos sobre la fluidez e integridad de las membranas, lo que produce pérdida de
electrolitos y deterioro de la compartimentalizacién celular. Tsantili et al. (2007)
encontraron en manzanas bicoloreadas que los sectores verdes del fruto son
generalmente mas propensos a desarrollar escaldado superficial respecto a los sectores
de color rojo.

Foto 3. Escaldadura superficial en manzana Granny Smith (A) y Cripp’s Pink (B). Foto Cripp’s Pink,

gentileza Ing. Agr. Laura Garcia. Kleppe S.A.

1.4.2 Condiciones asociadas al escaldado superficial en frutos de manzana

Se han identificado diversos factores que afectan la susceptibilidad de los frutos al
desarrollo de escaldadura superficial. Existen cultivares mas sensibles como Granny
Smith, Law Rome, Fuji y Red Delicious; mientras que Empire, Gala, Braeburn, Pink Lady y

Golden Delicious son resistentes (Tsantili et al., 2007; Ahn et al., 2007).
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La region en donde se desarrolla el cultivo y las condiciones climaticas de la
temporada de crecimiento de los frutos influyen en esta fisiopatia. Los frutos que se han
desarrollado con altas temperaturas y baja humedad son mas susceptibles respecto a
aquellos que lo han hecho en condiciones mas frias (Whitaker et al., 2009). Las bajas
temperaturas durante las noches en el periodo previo a la cosecha disminuyen la
incidencia de escaldado y se ha encontrado una relacion inversa entre el numero de dias
con temperaturas inferiores a 10°C y el desarrollo de los sintomas (Ma et al., 2001)

Barden y Bramlage (1994) hallaron que los frutos de manzana cosechados en
forma temprana son mas susceptibles respecto a aquellos de cosechas tardias, debido
posiblemente a un incremento en la concentracion de antioxidantes en la piel de los
frutos. Los antioxidantes liposolubles se incrementan durante el almacenamiento, pero los
niveles alcanzados dependen de la concentracion inicial. En cosechas tardias, los niveles
de antioxidantes parecieran ser adecuados para prevenir el dano oxidativo, que
finalmente induce el desarrollo de escaldado superficial. Sin embargo, en pera Beurré
D’Anjou evaluada en el Alto Valle de Rio Negro se observé un comportamiento opuesto al
de manzana en relacion al estado de madurez y el escaldado superficial. Frutos de pera
cosechados en forma temprana fueron menos propensos a desarrollar sintomas que

aquellos de cosechas tardias (Calvo et al., 2015).

1.4.3 Proceso bioquimico del escaldado superficial

El mecanismo bioquimico y fisiologico que produce el escaldado superficial esta
aun en discusion, ya que la etiologia de este fendmeno no esta completamente
clarificada. La observacion de que el escaldado superficial puede ser inhibido por
determinados antioxidantes y concentraciones bajas de oxigeno, indica que el desarrollo
de este desorden esta asociado con un proceso oxidativo. La hipotesis mas estudiada y
aceptada actualmente asume que este desorden se asocia a la acumulacion de
compuestos volatiles durante el almacenamiento. Investigaciones realizadas desde los
afos 50 permitieron identificar al sesquiterpeno aciclico a-farneseno (3,7,11-
trimetil,1,3,6,10-dodecatetraeno) (AF), un compuesto volatil que se incrementa durante el
almacenamiento de frutos de manzana y puede ser removido a través de la ventilacion o
la absorcion en papeles impregnados en aceite (Lurie y Watkins, 2012). Este compuesto
volatil se encuentra en la piel, en especial en la capa de cera externa, debido a sus
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caracteristicas lipofilicas (Tsantili et al., 2007). Los AF comienzan a acumularse
rapidamente con el avance de la madurez y en especial al inicio del almacenamiento en
frio, y generalmente alcanzan un maximo a las 8-12 semanas de conservacion para luego
decaer (Whitaker, 2007). A pesar de que los AF se acumulan en la capa de cera, los
sintomas se desarrollan en las células de la epidermis y de la hipodermis conservadas a
bajas temperaturas (Lurie, 1991). Debido a esto, este desorden es caracterizado como un
tipico dafio por frio (Watkins et al., 1995).

La sintesis de los AF ocurre principalmente a través de la via del acido mevaldnico
(AMV) en el citosol, la cual se inicia a través de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa (HMGR) que reduce al 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) (Figura 7). El
isopentenil difosfato (IPDF) se condensa con geranil difosfato (GDF) a través de la accion
de la farnesil difosfato sintasa (FDS) para formar farnesil difosfato (FDF) que luego es
transformado a AF a través de la a-farneseno sintasa (AFS). La oxidacién de los AF
produce trienos conjugados (TC) y finalmente una cetona, 6-metil-5 hepten-2 (MHO), que
es volatil y toxica para la fruta. El 95% de los TC que se acumulan en la piel de las
manzanas son los isomeros 9E y 9Z de 2, 6,10-trimetildodeca-2,7,9,11-tetraen-3-ol
(Whitaker, 2004).

Acetil Copy  — HMG-COA  m— ALY

HMGR *
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Figura 7. Biosintesis de a-Farnesenos y su oxidacién en manzanas.
Adaptado de Lurie y Watkins (2012).
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Estudios de correlacién han demostrado una estrecha relacion entre la produccion
de AF y de etileno (Tsantili et al., 2007), ya que esta hormona regula la expresion de la
AFS (Busatto et al., 2014). Varias investigaciones han indicado que inhibidores del
etileno pueden desempefiar un papel significativo en el control de la escaldadura
superficial a través de la disminucion de la acumulacion de AF en manzanas Granny
Smith (Ekinci et al., 2016).

Sin embargo, los niveles de AF no estarian involucrados directamente en el
desarrollo de escaldado superficial, sino que la acumulacién de TC y MHO en la piel
serian en definitiva la causa (Ahn et al., 2007). Los AF disminuyen durante el
almacenamiento prolongado en frio debido a una menor actividad de la AFS, asi como
una mayor oxidacion a TC. La aparicién de los sintomas de escaldado por lo general
coincide con este periodo (Rupasinghe et al., 2000).

La resistencia que presentan algunos cultivares a esta fisiopatia tampoco
pareciera estar correlacionada con la concentracién de AF, ya que se han encontrado
altos niveles de este terpeno en variedades resistentes como Empire (Ahn et al., 2007), o
en sectores de los frutos que no desarrollaban escaldado (Rupasinghe et al., 2000).

La variabilidad encontrada entre el contenido de AF y TC y la incidencia de este
desorden en variedades resistentes y susceptibles indicaria que no se debe considerar
exclusivamente a la teoria de la oxidacion de los AF como unico modelo posible (Delong
y Prange, 2003).

La relacion entre los niveles de oxigeno y la escaldadura superficial es compleja y
se encuentra aun en debate. Los bajos niveles de oxigeno podrian intervenir limitando la
oxidacion de los AF y/o reduciendo la produccion de EROs (Wright et al., 2015). El
almacenamiento de manzanas en una atmoésfera pobre en oxigeno produjo una
disminucion del 58% y del 66% de AF y de TC respectivamente, comparado con frutos
conservados en una atmodsfera convencional, lo que indica que bajos niveles de oxigeno
afectan tanto la produccion de AF como su oxidacién (Rupasinghe et al., 2000). Sabban-
Amin et al. (2011) en estudios realizados en Granny Smith, observaron que los frutos
conservados a bajos niveles de oxigeno produjeron menor cantidad de EROs y una
reduccion de la escaldadura superficial respecto a los frutos almacenados en atmaésfera
convencional. Algunos investigadores han propuesto que la escaldadura surge como
resultado de una condicién de estrés oxidativo en general, y que la autooxidacion de AF
es una manifestacion secundaria debida a una excesiva produccion de radicales libres
(Rupasinghe et al., 2000).
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Bussato et al. (2014) proponen que los AF se acumulan en la piel de los frutos de
manzana durante el almacenamiento poscosecha. Luego, en respuesta al estrés oxidativo
causado por las bajas temperaturas los AF se oxidan a TC, los cuales actian como una
sefal para que se disparen mecanismos de defensa antioxidante. Dentro de estos
mecanismos se encuentra la sintesis de polifenoles, en especial acido clorogénico. Este
compuesto es oxidado por la polifenol oxidasa generando la coloracion marrén
caracteristica de este desorden.

Segun Whitaker et al. (2000), la actividad del sistema antioxidante es mas
significativa para el desarrollo del escaldado superficial que la concentracion de AF.
Investigaciones realizadas por Ahn et al. (2007) indicaron que la actividad enzimatica
antioxidante tendria un rol significativo en la susceptibilidad o resistencia de los diferentes
cultivares al escaldado superficial. Los antioxidantes tales como el a-tocoferol, el acido
ascorbico y los flavonoles se asocian con una mayor resistencia al desarrollo de
escaldado superficial. Se ha encontrado mayor actividad de las enzimas peroxidasas y
catalasas en variedades de manzana resistentes a la escaldadura superficial (Rupasinghe
et al., 2000).

En estudios realizados en frutos de manzana expuestos a radiacion solar se
encontr6 que el sector no expuesto presentaba mayor desarrollo de escaldadura
superficial que el sector expuesto (Ma y Cheng, 2003; Rodikov, 2008), a pesar de
presentar contenidos similares de AF (Rodikov, 2008). Es posible asumir que esto es
consecuencia de un mayor contenido de antioxidantes en la piel producidos por la
exposicion a la radiacion solar, aunque es necesario confirmar este mecanismo (Rodikov,
2008; Wright et al., 2015).

1.4.4 Importancia econémica y métodos de control

La escaldadura superficial no afecta de manera significativa la calidad interna de
los frutos, pero su valor comercial disminuye debido a que el aspecto externo del fruto
resulta inadecuado para su venta en fresco (Guerra et al., 2012). Se considera que este
desorden de poscosecha produce las mayores pérdidas econdmicas tanto en peras como
en manzanas (Calvo y Candan, 2012; Guerra et al., 2012; Busatto et al., 2014; Mditshwa
et al., 2016). En general, los precios de la fruta escaldada son 40-50% menores que los

de la fruta sana (Calvo y Candan, 2012).
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Se han desarrollado diferentes métodos para el manejo de la escaldadura
superficial durante la poscosecha de manzanas. Las aplicaciones de soluciones con
difenilamina (DPA) permitieron durante muchos afios controlar este proceso oxidativo en
un amplio rango de condiciones (Whitaker, 2004). Este antioxidante sintético inhibe la
oxidacion de los AF, permitiendo una reduccion del 90% de la concentracién de TC en
frutos tratados con DPA (Rupasinghe et al., 2000). Actualmente, debido a la mayor
preocupacion sobre la toxicidad de la DPA, la restriccion de algunos mercados y su
prohibicion en Europa (Guerra et al., 2012), se estan probando otros métodos mas
seguros y sustentables como el almacenamiento en atmdsferas controladas, ventilacion
forzada y el uso de 1-meticiclopropeno (1-MCP). Sin embargo, su eficacia esta
influenciada por el estado de madurez y la uniformidad del lote de fruta considerado
(Candan y Calvo, 2010). En investigaciones realizadas en el Alto Valle, se observé que en
manzanas variedad Cripp’s Pink tratadas con 1-MCP o conservadas en atmosfera
controlada y atmésfera controlada dinamica se inhibia completamente el desarrollo de
escaldado superficial durante la vida en estante luego de 7 meses de conservacion a 0° C
(Calvo y Candan, 2012). Sin embargo, los diferentes métodos fisicos y quimicos probados
para el control de esta fisiopatia no han demostrado ser aun una alternativa que permita

una solucion definitiva y totalmente confiable (Guerra et al., 2012).
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1.5 Poliaminas

Las PAs son policationes de bajo peso molecular que se encuentran en todos los
seres vivos (Cohen, 1998). Son esenciales para el crecimiento y desarrollo tanto de
procariotas como eucariotas (Tiburcio et al., 1990).

El conocimiento de las PAs se remonta a mas de 300 afios atras cuando Anton
van Leeuwenhoek, estudiando el semen humano en su microscopio, noté la deposicion de
ciertos cristales que correspondian a estos compuestos. Luego de 200 afios se identificd
al componente basico de esos cristales, al cual se denomind espermina, pero no fue
hasta 1920 que su composicidon quimica y estructura fue determinada en forma mas
precisa. Las PAs fueron de interés para los quimicos por el resto del siglo, cuando un libro
publicado por Cohen en 1971 basado en una serie de expositores invitados en el Colegio
de Francia, direccionaron la atencion a la posible importancia biolégica de estos
compuestos y promovieron la investigacion en diversas areas, incluyendo la fisiologia

vegetal (Galston y Sawhney, 1990).

1.5.1 Poliaminas en plantas

En las células vegetales las PAs mas comunes son 1,4-diaminobutano o
putrescina (Put), que sirve de sustrato para la triamina 1,8 diamino-4-ozaoctano o
espermidina (Spd) y la tetramino 1,12-diamino 4,9-diazadodecano o espermina (Spm)
(Figura 8) (Cohen, 1998).

Existen en plantas y bacterias otras PAs menos comunes, como la cadaverina, el
diaminopropano, la nor-espermidina, la nor-espermina y la termoespermina, siendo esta
Ultima un isémero de la espermina (Kuznetsov et al., 2007). La distribucion de estos
compuestos en los diferentes tejidos depende del estado de desarrollo, y en general es
mas abundante la Put respecto a la Spd y a la Spm (Naka et al., 2010). En plantas, las
PAs se encuentran presentes desde un nivel micromolar hasta milimolar (Galston vy
Sawhney, 1990) y aunque su concentracidon es mayor respecto a las fitohormonas, se las
considera también reguladores de crecimiento, ya que juegan un papel fundamental en
una amplia variedad de procesos (Menéndez et al., 2013). Otros investigadores, sin
embargo, no las clasifican como fitohormonas debido precisamente a su alta

concentracion en los tejidos vegetales (Fujita y Shinozaki, 2015).
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Figura 8. Estructura quimica de la putrescina, espermidina y espermina. Los grupos
aminopropilos (en rojo) se unen a la cadena lineal de cuatro carbonos de la putrescina

(en azul) para producir espermidina y espermina. Adaptado de Britian et al. (2012)

Las PAs se encuentran presentes en todos los compartimentos celulares, en
especial en tejidos que se encuentran en activo crecimiento (Menéndez et al., 2013). Las
PAs han sido halladas en citoplasma, nucleo, membrana plasmatica, mitocondrias y
cloroplastos, aunque los principales sitios de reserva son la pared celular y las vacuolas
(Slocum, 1991; Menéndez et al., 2013; Calzadilla et al., 2014). A pH fisioldgico, las PAs se
encuentran cargadas positivamente y esta propiedad les permite interactuar con
macromoléculas que poseen carga negativa, como ADN, ARN, proteinas y fosfolipidos.
De esta manera, las PAs estan implicadas en la regulacion de las propiedades fisicas y
quimicas de la membrana, la estructura de los acidos nucléicos y la modulacion de
actividades enzimaticas, ademas de ser reconocidas como esenciales en los procesos de
proliferacion y diferenciacion celular (Galston y Sawhney, 1990; Handa y Mattoo, 2010).
Las PAs también se han relacionado con diferentes fendmenos en las plantas, tales como
la germinacion, la iniciacion floral y el desarrollo, la organogénesis, la embriogénesis, la
rizogénesis, la senescencia de hojas y el desarrollo y maduraciéon de frutos (Slocum,
1991; Kakkar et al., 2000; Kakkar y Sawhney, 2002).
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1.5.2 Regulacion interna de poliaminas: biosintesis, degradacién, conjugaciéon y
transporte

La biosintesis de las PAs se inicia con la descarboxilacion de la ornitina para
formar Put. Esta reaccién es catalizada por la ornitina descarboxilasa (ODC) (Figura 9).
En plantas y algunos procariotas existe una ruta metabdlica alternativa que se inicia con la
descarboxilacion de la arginina por una arginina descarboxilasa (ADC) para formar
agmatina, que es hidrolizada por una agmatina-imino hidrolasa (AIH), dando lugar a N-
carbamilputrescina que finalmente, es transformada en Put. A su vez, la ornitina y la
arginina son convertibles entre si; la ornitina se convierte en arginina a través de la via de
la citrulina mientras que, la arginina se convierte en ornitina por la accion de la actividad
arginasa (Tiburcio et al., 1997). La existencia de estas dos rutas alternativas para la
sintesis de Put puede explicarse por la diferente localizacion de las dos enzimas
implicadas en la célula vegetal. La ODC se encuentra en el citoplasma, el nucleo y en la
membrana de plastidios, mientras que la ADC se encuentra fundamentalmente en los
cloroplastos y el nucleo (Slocum, 1991; Tassoni et al., 2003; Bortolotti et al., 2004).

A partir de la Put, se producen la Spd y Spm mediante la adicion de grupos
aminopropilo por la accion de las enzimas espermidina sintasa (SPDS) y espermina
sintasa (SPMS). Los grupos aminopropilo derivan de la metionina, la cual es convertida en
primera instancia en S-adenosilmetionina (SAM) y luego descarboxilada en una reaccién
catalizada por la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC). La SAM es un precursor
comun para las rutas de biosintesis tanto de las PAs como del etileno y la SAMDC regula
ambos procesos (Tiburcio et al., 1997; Barrachina et al., 2000). Se ha determinado
actividad de la SPDS y la SAMDC exclusivamente en el citoplasma (Slocum, 1991) y no
existe informacion sobre la SPMS (Menéndez et al., 2013).

Existen cruces de las vias metabdlicas entre la Put y algunos metabolitos
secundarios. La enzima putrescina N-metiltransferasa cataliza la metilacion de Put usando
SAM como donante de metilo. El producto de esta reaccion es putrescina N-metilo, el cual
es precursor para la sintesis de alcaloides en solanaceas y convolvulaceas, entre ellos la

nicotina, el tropano y el nortropano (Biastoff et al., 2009).
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Figura 9. Biosintesis de Putrescina, Espermidina y Espermina y su relacion con la biosintesis del etileno

Como sucede con todos los reguladores de crecimiento vegetal, la cantidad
intracelular de PAs libres no soélo depende de su sintesis, sino que también se ve
influenciada por otros procesos tales como la degradacion, la conjugacion y el transporte
(Barrachina et al., 2000). El nivel de PAs libres es estrictamente regulado y, en general,
suele variar en respuesta a condiciones de estrés ambiental o durante la transicidon entre

diferentes etapas de desarrollo (Britian et al., 2012).
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Las PAs son desaminadas a través de la accién de amino oxidasas. La cobre
diamino oxidasa (DAO) oxida a la diamina putrescina a 4-aminobutanal
concomitantemente con la liberacion de NHsz y H2O, (Figura 10). La DAO participa en
eventos fisioldgicos importantes, que incluyen la biosintesis de la lignina y de la pared
celular, a través de productos de reaccioén, principalmente H>O. (Laurenzi et al., 2001;
Cona et al., 2003).

GABA

Hz0: + NHa:

m a—i_... 4- aminobutanal Pirrolina

H:0:

Espermidina 4 1,3-dlaminopropano
A'

m A, 3-aminopropil-4-aminobutanal

Figura 10. Catabolismo de Putrescina, Espermidina y Espermina

La poliamina oxidasa (PAQO) es otra clase de amino oxidasa que se asocia a las
paredes celulares y puede desaminar la Spd y Spm, utilizando flavin-adenindinucléotido
(FAD) como cofactor y O, como donador de electrones. El catabolismo de la Spd y Spm
produce 4-aminobutanal o 3-aminopropil-4-aminobutanal, respectivamente, junto a 1,3-
diaminopropano y H2O, (Moschou et al., 2008). El 4-aminobutanal producido en el
catabolismo de la Put y Spd puede ser convertido a acido y-aminobutirico (GABA) a
travées de la 1-pirrolina. Los aumentos de los niveles del GABA en plantas se
corresponden con una respuesta a diferentes tipos de estrés (Bouchereau et al., 1999).
Se ha sugerido que el GABA contribuye en la proteccion frente al estrés a través de la

regulacién de pH celular, en calidad de osmorregulador o como molécula de sefializacion
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(Roberts, 2007). Otro grupo de PAO esta involucrado en la conversién de Spm a Spd y
ésta a Put con la liberacion de 3-aminopropanal y H>O2 (Moschou et al., 2008).

Sebela etal. (2001), indicaron que las enzimas DAO y PAO se localizan
predominantemente en el apoplasto; aunque otros autores sugieren también una
localizacién en el citoplasma, en los peroxisomas y las vacuolas (Cona et al., 2003).

Las PAs se pueden encontrar como formas solubles o insolubles. Las formas
solubles pueden estar libres o conjugadas en forma covalente a compuestos de bajo peso
molecular como algunos fenoles, mientras que las formas insolubles pueden estar unidas
en forma covalente a lipidos, proteinas o pared celular (Bagni y Tassoni, 2001). La
conjugacion de PAs a acidos fendlicos como los acidos hidroxicinamicos (cumarico,
cinamico, ferulico) da origen a diversos compuestos llamados genéricamente amidas del
acido hidroxicinamico, que se correlacionan positivamente con el proceso de desarrollo.
Esta forma de conjugacion parece importante como forma de control de la concentracion
intracelular de PAs, como una fuente para el transporte, como un sustrato para
aminooxidasas y peroxidasas, y también para su interaccion con componentes de la
pared celular, especialmente hemicelulosa y lignina (Martin-Tanguy, 2001; Bagni vy
Tassoni, 2001).

Diferentes especies de plantas contienen proporciones variables de PAs libres y
conjugadas (Bagni y Tassoni, 2001). Células de tabaco y cebada pueden contener hasta
un 90% de PAs conjugadas, mientras que en cultivos de células de zanahoria, por
ejemplo, representan menos del 10% (Torrigiani et al., 1987).

En las células vegetales, las PAs se sintetizan en plastidios y en el citosol y
pueden ser exportadas hacia el apoplasto, donde son metabolizadas por las PAO
produciendo H;0,. Esta compartimentalizacion indica que existen transportadores que
permiten la movilidad de las PAs entre los diferentes sitios celulares, y que este transporte
tendria importancia en el rol fisioldgico de las PAs (Calzadilla et al.,, 2014; Fujita y
Shinozaki, 2015).

A lo largo de los afos se ha estudiado el transporte de las PAs a nivel celular y de
6rganos en diversas especies, pero aun no se conocen completamente los mecanismos
moleculares involucrados. Estudios realizados por Pistocchi et al. (1988) sobre la
captacion y transporte de Put y Spd en protoplastos y vacuolas aisladas de zanahoria
demostraron que el ingreso de las PAs a nivel celular es muy rapido, alcanzando la
saturacion después de 1-2 min. Diversos trabajos han identificado proteinas

transportadoras de PAs. Un estudio sobre la respuesta a estrés oxidativo de Arabidopsis

33



causado por el herbicida Paraquat permitié identificar a las proteinas transportadoras de
la familia LAT, llamadas asi debido a la similitud de secuencia con el aminoacido
transportador tipo “L” en mamiferos. También se han identificado otro grupos de proteinas
denominas PUT (“Polyamine uptake transporter”), tanto en arroz como en Arabidopsis.
Las diferentes ubicaciones de los transportadores en membrana plasmatica, aparato de
Golgi y reticulo endoplasmatico, sugieren que estas proteinas participan en las
translocacion de PAs a nivel intracelular y extracelular a través de la membrana
plasmatica. Aun no se han identificado transportadores en otro compartimentos celulares
como las mitocondrias o las vacuolas (Fujita y Shinozaki, 2015).

Los estudios del transporte a larga distancia de PAs en plantas se realizaron por
primera vez en manzano. Put aplicada en forma exégena fue absorbida por hojas y flores
de manzano y transformada, en parte, a Spd y Spm. Esta investigacion permiti6 ademas
determinar que estas tres PAs pueden movilizarse a través del pedunculo en forma no
polar y afectar el establecimiento y desarrollo de los frutos (Bagni et al., 1984).

Estudios posteriores en diversas especies informaron que PAs aplicadas
exégenamente incluyendo a la Spm y la Spd provocan una amplia variedad de respuestas
bioldgicas, tales como el desarrollo, la senescencia y las respuestas frente al estrés.
Estos resultados apoyan la existencia de un sistema de transporte de las PAs en las
plantas (Fujita y Shinozaki, 2015). A pesar de ser cationes escasamente moviles debido a
su fuerte interaccion con algunos componentes de la pared celular, la translocacién a
distancia se realiza a través del xilema y del floema (Bagni y Pistocchi, 1991). Feray et al.
(1992) demostraron a través de un experimento que Put suministrada en hoja de papa fue
transportada a través del floema. Diversos investigadores llegaron a la conclusion de que
la Put es facilmente transportada dentro del floema mientras que el transporte de Spd y
Spm es bastante limitado. Esto podria deberse a que la capacidad para el transporte de
PAs en el floema disminuye con el aumento del numero de grupos amino en la molécula.
Sin embargo, se necesita investigacion adicional para comprender el mecanismo real

implicado en el transporte de larga distancia de las PAs (Fariduddin et al., 2013).

1.5.3 Poliaminas en el desarrollo y crecimiento de las plantas

La disponibilidad de inhibidores especificos de la biosintesis de las PAs ha
contribuido en la investigacion de los mecanismos e interacciones de las mismas y del

entendimiento de su papel fisiolégico en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las
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PAs estan involucradas en numerosos procesos del desarrollo vegetal, incluyendo la
division celular, embriogénesis, desarrollo de érganos reproductivos, crecimiento radical,
tuberizacion, iniciacion floral y senescencia de hojas (Kaur-Sawhney et al., 2003).

Estudios moleculares sobre PAs pusieron de manifiesto sus implicaciones en
diversos procesos celulares, tales como la condensacién de cromatina, el mantenimiento
de la estabilidad y funcion del ADN, el procesamiento del ARN, la traduccion y la
activacion de proteinas (Childs et al., 2003).

Las PAs, tanto en su forma libre como conjugadas, han sido ampliamente
estudiadas respecto a la iniciacion y el desarrollo floral. La concentracion endégena de
PAs en las plantas cambia sustancialmente durante la transicion de la fase vegetativa a
reproductiva (Galston y Sawhney, 1990; Kakkar y Sawhney, 2002).

Durante el desarrollo de los frutos, las PAs también juegan un rol significativo.
Cambios en los niveles de PAs libres durante el crecimiento y maduracion de frutos han
sido ampliamente estudiados en una gran variedad de frutos climatéricos y no
climatéricos. Se han observado altos niveles de PAs en las primeras etapas del
crecimiento de frutos de manzana, palta y mandarina (Wimalasekera et al., 2011). Esta
alta concentracion de PAs durante las fases tempranas del crecimiento del fruto
corresponde a la etapa de division celular que luego decrece durante el crecimiento y la
maduracion (Valero et al., 2002). En frutos de manzana y cereza, Kondo et al. (2000)
encontraron altos niveles de PAs durante la division celular, que luego se fueron
reduciendo durante la fase de expansion celular.

Asimismo se ha encontrado una correlacion entre altos niveles de PAs y el retraso
en la produccién de etileno y la maduraciéon de los frutos (Galston y Sawhney, 1990;
Kakkar y Sawhney, 2002). Las PAs juegan un papel en el retraso de la senescencia
posiblemente a través de la retencion de la clorofila, la inhibicidn de la sintesis de etileno,
la estabilizacion de las membranas, la prevencién de la peroxidacion lipidica y el
secuestro de radicales libres (Wimalasekera et al., 2011).

Modificaciones de los niveles enddgenos de PAs a través de inhibidores o de la
manipulacion genética tienen efectos significativos sobre el desarrollo radical lo que
implica que estos compuestos también estan involucrados en el crecimiento de la raiz
primaria, y de las raices laterales y adventicias segun lo estudiado por Couée et al.
(2004).
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1.5.4 Estrés abiotico y metabolismo de poliaminas

Numerosos estudios han demostrado que bajo diferentes condiciones de estrés
abidtico tales como sequia, salinidad, altas y bajas temperaturas, radiacion UV, metales
pesados y ozono entre otros, se produce la acumulacion de PAs (Groppa y Benavides,
2008).

Durante el estrés hidrico, las PAs participan de los mecanismos de proteccion y
tolerancia (Menéndez et al., 2013). En plantas de trigo sometidas a condiciones de sequia
se observé un aumento significativo de la concentracion de Spd y Spm libre en las hojas,
en especial en los cultivares tolerantes (Liu et al., 2004). Yang et al. (2007) encontraron
respuestas similares en diferentes cultivares de arroz cuando fueron sometidas a
condiciones de estrés hidrico. Se observd un aumento de las actividades de ADC,
SAMDC y SPDS en las hojas, en consonancia con el aumento de Put, Spd y Spm. Lei
(2008) utilizd Populus przewalskii como especie lefiosa modelo para investigar la
aclimatacion y adaptacion al estrés por sequia, en particular, los danos por EROs vy los
sistemas de captura de radicales libres. El estrés hidrico produjo una reduccion de la
acumulacién de biomasa del arbol, e incremento los niveles de Put y Spd, mientras que se
observaron pequefas variaciones en el nivel de Spm.

Existen multiples mecanismos que contribuyen a la respuesta adaptativa de las
plantas al estrés hidrico, como el control estomatico, la reduccion de la transpiracion, el
ajuste osmoético, el mantenimiento de la turgencia y de la homeostasis idnica, entre otras.
Todos estos mecanismos dependen de la actividad de transporte de las membranas
(Pottosin y Shabala, 2014). Durante el estrés por sequia, las PAs juegan un papel
significativo de proteccion de las membranas celulares (Menéndez et al., 2013; Calzadilla
et al.,, 2014). Estas moléculas pueden unirse a la carga negativa de los grupos de
fosfolipidos, lo que contribuye a la estabilizacion de la conformacion de la membrana o
pueden actuar como osmolitos. Las PAs también pueden regular las alteraciones de pH
debido al estrés osmoético, revirtiendo la inactividad de la H*ATPasa (Menéndez et al.,
2013). Otra accién de las PAs a nivel de la membrana plasmatica es el bloqueo de los
canales de cationes, debido a su fuerte carga positiva. Las PAs bloquean de forma
selectiva la salida de Na* respecto a los canales del K* en el tonoplasto y mantienen el
Na* en el interior de la vacuola, cambiando asi la relacion K*/Na* en el citoplasma bajo
condiciones de estrés (Pottosin et al., 2014). La reduccién de la acumulacion del Na* en el
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citosol a través del control del transporte transmembrana es otra forma de mejorar el
funcionamiento de la planta bajo condiciones de estrés salino (Pottosin y Shabala, 2014).

La acumulacion de PAs es una respuesta inmediata observada en diferentes
cultivos luego de ser expuestos a condiciones de estrés salino (Ghosh etal., 2011).
Diversos autores han reportado que el aumento de Put es una respuesta generalizada al
estrés osmoético y salino y que la ADC es la enzima mayormente involucrada en esta
respuesta (Bouchereau et al., 1999; Lefrevre et al.,, 2001). Maiale et al. (2004), en
investigaciones realizadas en arroz bajo condiciones de alta salinidad, determinaron un
aumento de la ADC y la subsecuente acumulacion de Put en forma rapida luego del shock
osmatico, seguido de una disminucion luego de semanas de exposicién. Posiblemente,
Put sea utilizada para la biosintesis de PAs superiores durante la exposicion a este tipo de
estrés en periodos prolongados. La velocidad de conversion de Put en Spd y finalmente
en Spm bajo condiciones de estrés salino, podria utilizase como un indicador del nivel de
tolerancia de la planta (Groppa y Benavides, 2008; Calzadilla et al., 2014). El incremento
de la relacion (Spd+Spm)/Put es un factor de tolerancia critico frente a las condiciones de
estrés. Ciertas condiciones de estrés sobre los tejidos vegetales modifican la relacién
entre las PAs individuales tal lo indicado por Zapata et al. (2004) a través de la
observacion del aumento en la relacion (Spd+Spm)/Put en diversas especies sometidas a
estrés salino.

Cuando las plantas son sometidas a condiciones estresantes causadas por alta
temperatura, se produce un aumento de los niveles de PAs tanto libres como conjugadas
y una mayor actividad de la ADC y PAO en especial en plantas tolerantes (Bouchereau et
al., 1999). En investigaciones en tomate bajo estrés por alta temperatura, se ha
observado un aumento del contenido de MDA debido a una mayor peroxidacion de
lipidos. La sobreexpresion de SAMDC en tomate transgénico aumentoé los niveles de Spd
y Spm y a su vez disminuyo el contenido de MDA (Cheng et al., 2009).

Las PAs se encuentran también involucradas en la respuesta al estrés por bajas
temperaturas. El dafio por frio se produce en las plantas cuando las temperaturas son
demasiado bajas, aunque estén por encima de cero y no se produzca congelamiento, ya
que provocan la pérdida de las propiedades de las membranas celulares (Taiz y Zeiger,
2010).

Segun Urano et al. (2003), los niveles de Put libre se incrementan bajo condiciones
de estrés por frio y esto se correlaciona con la induccion de genes que promueven a la

ADC. De igual modo, se ha determinado que los niveles de Spd y Spm permanecen
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constantes o en algunos casos disminuyen bajo condiciones de estrés por bajas
temperaturas (Alcazar et al., 2010). Existen diversas investigaciones que demuestran un
aumento del contenido de PAs, en especial Put, bajo situaciones de estrés por bajas
temperaturas como en el caso de maiz (Németh et al., 2002), tomate (Kim et al., 2002),
zapallo (Shen et al., 2000) y arroz (Lee et al., 1997). En plantas de garbanzo sometidas a
bajas temperaturas, se produjo una acumulacién de Put, Spd y Spm durante el inicio de
floraciéon. Esta condicion de estrés ocasion6é un aumento en la pérdida de electrolitos y
una disminucion de la respiracion celular. La aplicacién de 10 mM de Put durante el
estado de plena floracion, revirtid estos efectos y produjo una mayor retencién floral
(Nayyar, 2005). La aplicacion exégena de PAs en este mismo cultivo, redujo el nivel de
H2O. y el contenido de MDA y provocd un aumento de los niveles de antioxidantes
(Nayyar y Chander, 2004). Renaut et al. (2005) reportaron en plantulas de alamo la
acumulacién de Put al inicio del estrés por frio, incrementandose luego de 4 o 7 dias el
contenido de Spd y Spm.

Existe relativamente escasa informacion respecto al rol de las PAs en relacion al
estrés por radiacidon ultravioleta (UV) en plantas (Fariduddin et al, 2013).
Gonzalez-Aguilar et al. (2004) estudiaron el efecto de la radiacion UV-C y el nivel
endogeno de PAs en tejidos de durazno. Se observd un incremento de Put en
tratamientos con una exposicién de 3 a 5 minutos, mientras que no hubo diferencias en
tratamientos con exposiciones mas prolongadas. Los niveles de Spd en general se
incrementaron en forma inmediata al tratamiento con UV-C en especial luego de
tratamientos de mas de 10 min. Estos niveles se mantuvieron relativamente constantes
luego de 21 dias a 5°C + 7 dias a temperatura ambiente. También se observé un aumento
de Spm, pero este aumento no se mantuvo luego de la conservacién en frio. Callos de
tabaco tratados con UV-C presentaron mayor contenido de Put en las capas superiores
luego de 6 horas de irradiacion, pero este nivel disminuyé luego de 24-48 h. El contenido
de Spd y Spm no fue afectado por el tratamiento con UV-C (Zacchini y de Agazio, 2004).
Katerova y Todorova (2009) determinaron la concentracion de las PAs en hojas de
plantas de poroto tratadas con UV-C y observaron que, en forma general, los niveles de
Put y Spm libres aumentaron su concentracion en las plantas tratadas, mientras que se
redujo la concentracion de Spd libre. Esta acumulacion inicial de Put y Spm debido al
tratamiento puede ser considerada una reaccion de defensa de la planta. También

detectaron una disminucion de la fraccion de PAs conjugadas.
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Aunque el metabolismo de las PAs frente a condiciones de estrés abidtico en
plantas no esta totalmente claro, se ha producido en los ultimos afios una gran cantidad
de informacién que permite distinguir algunos de los mecanismos por los cuales las PAs
pueden atenuar diferentes situaciones de estrés (Calzadilla et al., 2014). La naturaleza
policationica de las PAs es una de las caracteristicas sobresalientes de estas moléculas,
ya que permite su interaccion con otros componentes celulares. En los cloroplastos, las
PAs protegen a la membrana tilacoidal contra los efectos nocivos de condiciones
estresantes y permiten mantener la funcion fotosintética (Calzadilla et al., 2014). Existen
diversas lineas que relacionan a las PAs y la fotosintesis. La conjugacion de las PAs a los
complejos fotosintéticos y a proteinas es catalizada por la transglutaminasa y conduce a
una mayor actividad fotosintética bajo condiciones de estrés (Hamdani et al., 2011;
loannidis et al.,, 2012). Shu et al. (2012) encontraron que, en plantas de zapallo bajo
estrés salino, el agregado de Put incrementé el contenido de PAs totales en la membrana
del tilacoide y la actividad fotosintética en hojas.

Otro mecanismo de accion frente al estrés abidtico involucra la interaccion con el
acido abscisico (ABA) y el 6xido nitrico. El efecto del ABA sobre las PAs varia segun la
especie, por lo cual la relacion entre ambos tipos de compuestos es compleja y no esta
aun completamente entendida (Calzadilla et al., 2014). Toumi et al. (2010) observaron que
en condiciones de sequia el ABA promueve la acumulacién de PAs en hojas de vid y al
mismo tiempo, induce la via de oxidacién en el apoplasto, lo que genera H.O, Este, a su
vez integra la via de sefalizacién para iniciar una respuesta frente al estrés hidrico. Entre
las moléculas que participan en la sefializacion mediada por ABA, el 6xido nitrico es un
importante intermediario (Vidal Aguilar et al., 2015). Tun et al. (2006) demostraron que las
PAs inducen la sintesis del o6xido nitrico en plantulas de Arabidopsis thaliana.
Wimalasekera et al. (2011) propusieron su biosintesis como resultado del catabolismo de
las PAs a través de las PAO y las Cu-amino oxidasas.

Los factores de transcripcion también estan relacionados con las PAs en la
adaptacion a distintos tipos de estrés abidtico. Tang et al. (2007) observaron que la
sobreexpresion de CaPF1 (una proteina relacionada a la tolerancia a patégenos y
congelamiento en Capsicum annuum) previno la disminucion de las PAs y permitid un
aumento significativo en la tolerancia a la sequia, la congelacion y estrés salino.

En general, las investigaciones realizadas sobre el rol de las PAs durante
condiciones de estrés en las plantas, indican un incremento de su contenido y una mejora

de la tolerancia a las condiciones estresantes (Alcazar et al., 2010; Menéndez et al.,
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2013). Sin embargo, existen investigaciones en las cuales el nivel de PAs no estuvo
relacionado con la respuesta adaptativa de las plantas a condiciones de estrés o inclusive
mostré una correlacion negativa (Potossin y Shabala, 2014). Asimismo, el exceso de
acumulacién de PAs en algunos casos debido a la sobreexpresion de algunos genes,
puede ser peligroso para las células vegetales. Por lo tanto, es dificil establecer una
relacion directa y general entre los niveles de PAs, en especial en forma individual, y la
tolerancia al estrés abiotico (Pal et al., 2015). Sin embargo, existen evidencias suficientes
sobre la relacién entre la tolerancia al estrés de las plantas y el efecto protector de las
PAs debido a su contenido endégeno, la aplicacion exdgena o la manipulacion de su
biosintesis y vias metabdlicas.

1.5.5 Estrés oxidativo y metabolismo de poliaminas

Es conocido que todo tipo de estrés, bidtico y abidtico conduce a la formacion de
EROs, las cuales, pueden producir finalmente estrés oxidativo dependiendo de la
intensidad y duracion del estrés. Estas EROs pueden causar peroxidacion de lipidos,
desnaturalizacion de proteinas y mutacion de ADN. Para atenuar los efectos nocivos de
las EROs, las plantas han desarrollado una gran variedad de compuestos antioxidantes
los cuales se correlacionan con su habilidad de tolerar esas condiciones de estrés
(Calzadilla et al., 2014).

Se ha reportado que las PAs mejoran la tolerancia a la sequia a través de la
activacion del sistema antioxidante tanto enzimatico (Kubis, 2008) como no enzimatico a
través del aumento del contenido de prolina, antocianinas y compuestos fendlicos (Farooq
et al., 2010). Estos mecanismos reducen los niveles de EROs y estabilizan las estructuras
de las membranas (Kubis, 2008). Segun Ahmad et al. (2012) la acumulacién de PAs
durante condiciones de estrés ambiental esta asociada a un incremento de los niveles de
enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa y catalasa.

Faridduddin et al. (2013) proponen que las plantas tratadas con PAs podrian ser
mas tolerantes al estrés oxidativo. Se ha observado que la Spm funciona directamente
como un secuestrador de radicales libres (Ha et al., 1998). Estudios realizados por Kubi$
(2005) demostraron que el tratamiento exégeno con Spd causé una reduccion sustancial
en el contenido de EROs y de ese modo la disminucién del estrés oxidativo en cebada
bajo condiciones de déficit hidrico. La Spd tiene dos funciones en la tolerancia al estrés en
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las plantas, uno como un compuesto protector y el otro como sefial de la condicion de
estrés (Kasukabe et al., 2004).

Numerosos estudios han enfatizado la complejidad de la relacion entre las PAs y
las EROs, en especial cuando las plantas se encuentran bajo condiciones de estrés (Gill
y Tuteja, 2010a; Pottosin et al., 2014). En general, cuando aumenta el contenido celular
de PAs, su catabolismo también se incrementa y por ende se produce un aumento del
nivel de H202, otras EROs y la induccién del sistema antioxidante (enzimatico y no
enzimatico). Las PAs otorgan una mayor tolerancia contra diferentes tipos de estrés que
inducen a la formacién del potente anién superdxido, el cual causa dafio oxidativo a nivel
celular (Bouchereau et al., 1999; Groppa et al.,, 2007). EI H.O. producido en su
catabolismo participa como sefial en la cadena de transduccion para una respuesta de
defensa antioxidante e interviene en la produccion de lignina en el apoplasto adyacente a
la membrana plasmatica (Moschou et al., 2008); pero, alternativamente, puede actuar
como un agente pro-oxidante (Faridduddin et al., 2013).

La interaccién de las PAs, las EROs y los antioxidantes es quizas uno de
mecanismos fisioldgicos y bioquimicos mas complejos en las plantas (Minocha et al.,
2014).

1.5.6 Rol de las poliaminas durante la poscosecha y conservacion de frutos

El etileno es una de las hormonas vegetales que mas ha sido estudiada en
relacion a las PAs. Ambos metabolitos juegan un papel antagonista en los procesos
vegetales. Mientras que las PAs inhiben la senescencia de hojas (Kaur-Sawhney et al.,
1982) y la maduracion de los frutos (Kakkar y Rai, 1993), el etileno promueve estos
procesos (Kaur-Sawhney et al., 2003). La PAs y el etileno regulan mutuamente su
sintesis, posiblemente a través de la competencia por SAM, su precursor comun. Las PAs
inhiben la sintesis de etileno, bloqueando la conversion de la SAM a acido 1-
aminociclopropil 1-carboxilico (ACC) y de ACC a etileno. El etileno, por otra parte es un
eficaz inhibidor de la ADC y de la SAMDC, enzimas claves en la sintesis de las PAs. Por
lo tanto, las PAs pueden afectar la senescencia y la maduracion de los frutos a través de
la modulacion de la sintesis de etileno (Kaur-Sawhney et al., 2003).

Diversos reportes indican que elevados niveles de PAs son beneficiosos para el
mantenimiento de la calidad durante la poscosecha en frutos y vegetales (Kramer et al.,

1991). El almacenamiento en atmdsfera controlada ha mostrado el incremento del nivel
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de PAs respecto a la conservacion en atmdésfera convencional en manzanas (Kramer et
al., 1989). Aplicaciones de Spm mostraron un retraso en la pérdida de firmeza en
manzanas Red Delicious (Wang y Kramer, 1989). Kramer et al. (1991) realizaron ensayos
de infiltracion a presion de PAs en manzanas Mclintosh y Golden Delicious. Se observo
un incremento en la firmeza de pulpa en forma inmediata y una disminucién de la tasa de
pérdida de firmeza durante la conservacion a 0°C. Dichos investigadores indican que la
naturaleza policationica de la PAs permite estabilizar la pared celular y hacerla menos
accesible a la accion enzimatica.

La aplicacion de PAs exdgenas reduce la sintesis de etileno, aumentando la vida
postcosecha, manteniendo la calidad, sosteniendo la firmeza de fruta, evitando la pérdida
de agua, retrasando los cambios de color, sdlidos solubles y acidez titulable, y
protegiendo a la fruta contra el dafo por frio y mecanico (Malik et al., 2006). Martinez-
Romero et al. (2002) estudiaron los efectos de la aplicaciéon de Put sobre damascos cv.
Mauricio dafiados mecanicamente y luego almacenados a 10 °C durante 6 dias. Los
frutos tratados, tanto dafiados o en buen estado, presentaban mayor firmeza de pulpa,
retraso en los cambios de color, menor pérdida de peso, asi como una disminucién de la
produccién de etileno y la tasa respiratoria. Evaluaciones realizadas en zuchini
determinaron que entre las PAs utilizadas para tratamientos de frutos para conservacion,
Put es la de mayor proteccion contra el dafio por frio y menor reduccion de peso durante
el almacenaje. También pudieron determinar que los frutos tratados con PAs presentaban
un menor contenido de especies reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARs) y de H»O-

cuando los frutos fueron conservados a 4°C, respecto al control (Palma et al., 2015).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El dafo por sol es un desorden fisioldgico de tipo oxidativo que ocurre en frutos de
manzano expuestos a radiacién solar excesiva. La exposiciéon de los frutos a la radiacion
solar produce reacciones bioquimicas y fotoquimicas que afectan los frutos de manzana
en diversos niveles: provocan cambios morfolégicos, alteran la composicién de los
pigmentos, influyen en los mecanismos de adaptacion, deterioran el proceso de
fotosintesis, y por lo tanto, disminuyen la calidad de la fruta (Racské y Schrader, 2012).
En la region del Alto Valle de Rio Negro, donde se produce el 85% de la manzana
argentina (Colamarino, 2010), se registra un porcentaje de fruta con dafio por
asoleamiento que puede alcanzar al 50% segun la temporada y las variedades evaluadas
(Colavita, 2008). La region presenta condiciones predisponentes para el desarrollo de
este desorden debido a que presenta altos valores de radiacién solar en forma conjunta
con altas temperaturas (Colavita et al., 2005).

Los frutos en los cuales se produce dano por sol durante su crecimiento a campo,
tienen mayor predisposicion a desarrollar fisiopatias durante el almacenamiento en
poscosecha (Tartachnyk et al., 2012). El escaldado por sol se observa durante el
almacenamiento en frio en la superficie de los frutos que presentan al momento de
cosecha dafio por sol (Contreras et al., 2008). Por ello, el daio por sol es un desorden de
suma importancia para la produccion fruticola, ya que puede llegar a provocar entre un
40-50% de pérdidas econdmicas por descarte de manzanas para exportacion (Yuri et al.,
2008).

El dafio por sol en frutos ha sido materia de estudio a nivel agronémico durante
muchos afos, pero las investigaciones a nivel bioquimico y molecular han cobrado
importancia en los Ultimos afios, permitiendo abordar los distintos mecanismos de defensa
antioxidante tales como pigmentos, enzimas antioxidantes, proteinas de choque térmico,
etc. (Racské y Schrader, 2012). Las PAs son policationes de bajo peso molecular que se
encuentran en todos los seres vivos (Cohen, 1998) y han sido evaluadas como
antioxidantes bajo condiciones ambientales adversas (Groppa y Benavides, 2008). Desde
hace mas de 40 afios existe informacion sobre la relacién entre condiciones de estrés
abidtico en plantas y las PAs. Desde entonces, ha habido cierta controversia sobre el
efecto protector de las PAs contra el estrés abidtico debido a su capacidad antioxidante, o
la posibilidad de causar dafio debido al perdxido de hidrégeno producido por su

catabolismo (Minocha et al., 2014). En general, las investigaciones realizadas sobre el rol
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de las PAs durante condiciones de estrés en las plantas indican un incremento de su
contenido y una mejora de la tolerancia a las condiciones estresantes (Menéndez et al.,
2013). En frutos de manzana no existen estudios a nivel mundial que relacionen el efecto
del estrés oxidativo por elevada radiacion solar sobre el contenido de PAs y su influencia
sobre otras fisiopatias durante la conservacion en frio. Por consiguiente, las pérdidas
econdémicas ocasionadas por el desorden de dano por sol en frutos de manzana debido a
las condiciones climaticas predisponentes en la region del Alto Valle y los estudios
insuficientes sobre el rol de las PAs en este contexto, justifican profundizar el
conocimiento de las mismas como una estrategia para la proteccion de los frutos de

manzana frente al estrés oxidativo por alta radiacién solar.
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3. HIPOTESIS

El estrés oxidativo generado por elevada radiacién solar durante el crecimiento de
frutos de manzana induce el aumento en el contenido de poliaminas y la capacidad

antioxidante en la madurez y durante la conservacion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar la participacion de las poliaminas en la respuesta antioxidante en frutos
de manzana desarrollados en condiciones de estrés por elevada radiacion solar

durante la madurez y la conservacion en frio.

4.2 Objetivos especificos

Identificar las variaciones en el contenido de poliaminas en la piel de frutos con dafio

oxidativo por alta radiacion solar en diferentes cultivares de manzana.

Determinar la evolucion de la concentracion de poliaminas y la capacidad antioxidante
durante la conservacion en frio en frutos de manzana con sintomas de estrés por alta

radiacion solar.

Asociar el contenido de poliaminas y la capacidad antioxidante en el desarrollo de

fisiopatias de poscosecha en piel de frutos de manzana con dafio por sol.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal

Para la realizaciéon del estudio se utilizaron frutos de manzana (Malus domestica
Borkh) correspondiente a los cultivares Gala, Red Delicious, Fuji y Cripp’s Pink los cuales
presentan piel roja o bicoloreada y los cultivares Granny Smith y Golden Delicious con un
color de piel verde y amarillo, respectivamente. Los frutos fueron cosechados en
plantaciones comerciales en plena produccion de establecimientos ubicados en la zonas
de Cipolletti, entre 3-7 dias luego de la fecha oficial de inicio de cosecha indicada por
SENASA.

En cada cultivar se seleccionaron frutos con un sector de piel con sintomas visibles
de dafo por sol grado 1 (DS-1), segun la clasificacion de Shrader et al. (2003). Este
sector presentd un area de color amarillo o con un ligero descoloramiento, sin zonas de
color marrén o necréticas. El sector opuesto a DS-1 se correspondié con tejido

visualmente sano (S) (Foto 4).

Tejido con dafo
por sol grado 1
(DS-1)

Tejido sano

(S)

Foto 4. Sector de piel en frutos de manzana con sintomas visibles de dafio por

sol grado 1 (DS-1) y sector opuesto con tejido sano (S).
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5.2 Periodo de evaluaciones y acondicionamiento de la fruta

Para el estudio de las variaciones en el contenido de PAs en la piel de frutos con
dafo oxidativo por alta radiacidon solar de diferentes cultivares de manzana se realizaron
los andlisis fisiolégicos y bioquimicos a los 2 dias post recoleccion. Hasta el momento de
la evaluacion, los frutos fueron conservados a 5°C. En forma previa a cada determinacion,
los frutos fueron lavados con agua destilada y secados con papel absorbente, de manera
de retirar los residuos provenientes del monte frutal.

Para el estudio de la evolucion en la concentracion de PAs y compuestos
antioxidantes durante la conservacion en frio de frutos con DS-1, se cosecharon 400
frutos del cultivar Granny Smith y 400 frutos del cultivar Cripp’s Pink. Ambos cultivares se
seleccionaron para el estudio durante la conservacion ya que presentan diferente color de
piel, un potencial de mediana a larga conservacion y diferente susceptibilidad al dafio por
sol y a fisiopatias de poscosecha como la escaldadura de sol y escaldadura superficial.
Granny Smith es altamente sensible y Cripp’s Pink es poco susceptible a estos
desoérdenes (Tsantili et al.,, 2007; Ahn et al.,, 2007; Contreras et al., 2008; Racskoé y
Schrader, 2012).

Los frutos fueron acondicionados para su almacenaje en frio y tratados con una
solucion de Captan (50% p/v) a una dosis de 40 g/100 |, para el control de enfermedades
fungicas durante el periodo de conservacion. Para cada cultivar se embalaron 4 cajas de
100 frutos cada una y fueron colocadas en una camara frigorifica de un establecimiento
comercial para su conservacion en atmésfera convencional a 0°C +/- 1°C y humedad
relativa de 95%. A los 90, 120, 150 y 180 dias de conservacion se retiraron frutos para su

evaluacion.

5.3 Evaluaciones de indices de calidad

Se realizaron evaluaciones de los indices de calidad en el estado de madurez y
durante la conservacién en frio con el objeto de caracterizar fisica y quimicamente los
tejidos utilizados en las determinaciones bioquimicas. Los parametros cuantificados
fueron: firmeza de pulpa, concentracion de sélidos solubles y acidez titulable. El test de

degradacion de almiddn fue solo realizado al momento de madurez.
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5.3.1 Firmeza de pulpa

La firmeza de pulpa se determind sobre un total de 20 frutos a través de un
presiémetro Effegi modelo 327 (ltalia), con émbolo de 11,1 mm. Se retiré la piel y se
realizaron dos lecturas en la zona ecuatorial, una en el tejido S y otra en el tejido con DS-
1 (Mitcham et al., 1996). Los resultados fueron expresados en libras.pulg2.

5.3.2 Sdlidos solubles y acidez titulable

Para la determinacién de la concentracion de solidos solubles y la acidez titulable se
realizé la extraccidon de jugo en forma independiente del sector S y del sector con DS-1
en los 20 frutos anteriormente mencionados.

Los sdlidos solubles se cuantificaron utilizando un refractometro ERMA 0-32%
(Tokio, Japon) y los resultados se expresaron en grados Brix (Mitcham et al., 1996).

La acidez titulable se realizé en 4 muestras de 10 ml cada una compuesta por el
jugo de 5 frutos. Se realizé una dilucion con agua destilada llegando a 100 ml de solucién.
A partir de la misma, mediante titulacion con NaOH 0,1N hasta pH 8,2 medido con un
pHmetro digital se obtuvo la acidez titulable y se expres6 como % de &acido malico
(Mitcham et al., 1996)

5.3.3 Test de degradacion de almidoén

La cuantificaciéon de la degradacion de almiddn se realizé a través de la prueba con
reactivo de Lugol (0,33% de yodo + 0,66% de yoduro de potasio). Los frutos fueron
cortados en la region ecuatorial y la mitad que contenia el pedunculo fue inmersa en la
solucion de Lugol durante 1 minuto. Cuando se retiraron de la solucidon, fueron
comparados con los valores de la carta de test de almidon de INTA, donde 0% indica el
tenor maximo de almidén, mientras que 100% indica ausencia del mismo. El analisis del
porcentaje de degradacion de almidon se realizé en forma independiente en el sector con
tejido S y el sector con DS-1.
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5.4 Determinaciones bioquimicas

Todas las determinaciones bioquimicas se realizaron en 6 repeticiones de un fruto
cada una. En cada fruto se tomaron muestras de la piel + 1mm de pulpa correspondiente

al sector S y al sector DS-1 en forma independiente.

5.4.1 Clorofilaay b

El contenido de clorofila en la piel de los frutos se realizo a través de la extraccion
con dimetilsulféxido (DMSO) y la cuantificacion a través de espectrofotometria. Se
extrajeron con sacabocado 3 discos de piel de 10 mm de diametro. Los discos fueron
pesados y colocados en un tubo de ensayo con 3 ml de DMSO. Se colocaron las
muestras en estufa a 65 °C durante 2 horas. Pasado el tiempo de reaccion, se dejo enfriar
durante 15 min y se procedié a medir la absorbancia de clorofila A a 665,1 nm y clorofila B
a 649,1 nm en un espectrofotéometro UV-Vis DU-80 Beckman Coolter (Alemania).

Con los valores de absorbancia, se determind el contenido de clorofila por medio

de las ecuaciones propuestas por Wellburn (1994).

Clorofila A = 12,47 . A%651— 3,62 . A%
Clorofila B = 25,06 . A%°1— 6,50 . A%65

5.4.2 Poliaminas libres

La determinacion de la concentracién de PAs libres se efectué a través de la
derivatizacion con cloruro de dansilo y su separacion mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) de acuerdo a la metodologia propuesta por Campestre et al.
(2011).

La extraccion se realizd6 en 0,25 g de piel de frutos de manzana que fueron
homogeneizados en mortero con 2 ml de &cido perclérico 0,2 N. El extracto obtenido se
colocd en bafno de hielo durante 1 hora y luego se centrifugd durante 15 min a 14.000 rpm
a 4°C. El sobrenadante fue separado y colocado en freezer a -20°C para su posterior

dansilacion.
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Para la dansilacién se tomaron 60 pl del extracto descongelado y se le afiadieron 6
pl de Heptanodiamina (Htd) 0,1mM como estandar interno. Se le afiadieron 60 ul de una
solucion de carbonato sédico saturada y 75 ul de una solucion de cloruro de dansilo en
acetona (10 mg/ml). Se coloco en estufa a 70°C durante una hora y luego se enfrié en
bano de hielo. La dansilacién se detuvo con el agregado 20 ul de prolina (100mg/ml de
agua destilada) dejando incubar durante 30 min a temperatura ambiente y protegido de la
luz. Luego, los derivados dansilados se extrajeron afiadiendo a la mezcla de reaccién 200
Ml de tolueno, agitando en vortex y centrifugando 5 min a 10.000 rpm a 20°C para separar
las dos fases. Se extrajeron 175 pl de la fase organica que fue evaporada mediante vacio
y resuspendida en 40 pl de acetonitrilo previamente filtrado. Las muestras fueron agitadas
en vortex y luego centrifugadas 10 min a 10.000 rpm.

La separacion de PAs dansiladas se realizé mediante un cromatégrafo HPLC
Waters 1525. Se utiliz6 una columna de fase reversa Luna (2) C18 (Phenomenex) y la
deteccioén se realizé con un espectrofluorémetro Waters 2475 a una longitud de onda de
415 nm de excitacion y 510 nm de emisién. El flujo del solvente fue de 1,5 ml/min y el
gradiente de acetonitrilo—-H2>0O 70:30 (0—4,5 min) acetonitrilo 100 (4,5-9 min), acetonitrilo—
H.O 70:30 (9-15 min). En la Figura 11 se observan los tiempos de retencion
correspondientes a Put (6,85 min), Htd (7,55 min), Spd (8,08 min) y Spm (9,17 min).

Los calculos de las concentraciones se realizaron integrando el area de los picos
del cromatograma normalizados segun el area de Htd e interpolados con la curva de
calibracion de las PAs estandar (Figura 11).

40.00

Spm

Afifind Spd
30.00 Put

3N Htd

10.004

0.004

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
620 640 660 680 700 720 740 7E0 780 00 820 B840 €0 380 G00 820 940 G60 S0 10.00
Minutes
Figura 11. Tiempos de retenciéon de las diferentes poliaminas (Put, Spd y Spm) y estandar (Htd) a

través de la separacion por HPLC.
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5.4.3 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos fue medida en términos de concentracion de TBARs
principalmente MDA a través de la reaccion con el acido tiobarbiturico (TBA) (Hodges et
al., 1999). Se homogeneizé 0,25 g de piel con 2 ml de acido tricloroacético (TCA) 0,1%. El
homogenato fue centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. Una alicuota de 0,5 ml del
sobrenadante se colocd en un tubo de ensayo y se le adiciond 2 ml de TCA 20% (TBA-).
Otra alicuota de 0,5 ml fue colocada en otro tubo de ensayo con una solucion de 0,1% de
TBA realizada a partir de TCA 20% (TBA+). Ambos tubos fueron calentados en bafo de
agua a 95 °C por 30 min y luego rapidamente enfriados en hielo. Luego se centrifugaron a
10.000 rpm durante 10 min y se determiné la absorbancia del sobrenadante a 532 nm en
un espectrofotémetro UV-Vis DU-80 Beckman Coolter (Alemania). Se sustrajo el valor de
absorbancia no especifica por turbidez leido a 440 nm y a 600 nm. Las mismas lecturas
se realizaron para las muestras sin reaccionar con el TBA. Este ultimo valor se resto6 al
anterior, eliminando de esa manera la interferencia de pigmentos y otros compuestos que
absorben a la misma longitud de onda. Se utilizé un coeficiente de extincion molar del
MDA a 532 nm de 157 mM-'cm-'. La absorcién molar de la sacarosa a 532 nm y a 440 nm
es de 8,8 y 147,0 respectivamente, dando una relacién de 0,057 (e). La concentracién de

TBARSs fue calculada como:

TBARSs (nmol/ml) = [(A-C-B)/157000].106

Dénde:
A = A TBA+S32 _ A TBA+600 Estimacion bruta de MDA
B = (A TBA+440 _ A TBA+600) ¢ Interferencia por sacarosa
C = A TBA-532 _ A TBA-600 Interferencia por antocianinas

5.4.4 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determin6 usando el método del 2,2, difenil-2-picril-
hidrazil (DPPH) desarrollado por Brand-Williams et al. (1995). Se disolvi6 DPPH en
metanol 100% y se ajustd a 1,1 de absorcion a 515 nm. Se homogeneizé 0,25 g de piel de
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manzana en nitrégeno liquido con HCI: metanol (0,5%), se agité a 150 rpm a 20°C durante
2 horas y se centrifugd a 12.000 rpom durante 20 min. Una alicuota de 40 ul del
sobrenadante se diluyd en 120 ul de agua bidestilada. Luego se extrajeron 20 pl de la
solucién y se le incorporaron 780 pl de la solucion metandlica de DPPH para constituir la
muestra Ag. Se realizé un blanco (Aa) con 20 ul de agua bidestilada con 780 ul de
solucion de DPPH. Aa y Ag se incubaron durante 30 min en la oscuridad a 4°C. La
disminucion en la absorbancia se determin6 a 515 nm. La actividad antioxidante de las
muestras fue evaluada a través de su capacidad de reduccion del radical libre-DPPH y fue
expresada como porcentaje de inhibicion de DPPH.

Porcentaje de inhibicion = [(As - Aa) / Ag] * 100

Un incremento en el porcentaje de inhibicién se corresponde con el aumento de la

capacidad antioxidante.

5.4.5 a-Farnesenos y trienos conjugados

Las determinaciones de AF y TC se realizaron siguiendo el método descripto por
Anet (1972). Se extrajeron con sacabocado 5 discos de piel de 10 mm de didametro. Luego
fueron colocados en 10 ml de hexano grado HPLC y mantenidos en agitacién a 120 rpm
y 20°C durante 10 min. Luego, 1 ml de esta solucién fue diluido en 4 ml de hexano. Las
mediciones se realizaron un espectrofotémetro UV-Vis DU-80 Beckman Coolter
(Alemania), previamente calibrado con hexano de grado HPLC. Se registré la absorbancia
a 232 nm correspondiente a AF y a 281-290 nm para TC. Las concentraciones se
calcularon usando el coeficientes de extincion molar a 232 nm = 27.700 y 281-290 nm =
25.000 para para AF y TC respectivamente (Huelin y Coggiola, 1968; Anet, 1972; Du y
Bramlage, 1993).
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5.5 Evaluacién de desérdenes fisiolégicos durante la conservacion en

frio

Para la evaluacion visual de los desordenes fisioldgicos se considero el sector Sy
DS-1 en forma independiente. Estas determinaciones se realizaron solo en el cultivar
Granny Smith. Cripp’s Pink no presentd desarrollo de escaldadura superficial ni
escaldadura por sol.

5.5.1 Escaldadura por sol

La evolucion de la escaldadura por sol se realizd visualmente cuantificando la
incidencia y severidad (Contreras et al., 2008) en un total de 20 frutos en cada periodo
evaluado (90, 120, 150 y 180 dias). La evaluacion se realizé en dos momentos: a 1 dia de
remocion de los frutos de la camara frigorifica y luego de 7 dias a 20°C. La incidencia del
dafio se estimé como porcentaje de frutos afectados. La severidad del dafio correspondio
al area afectada del fruto segun una escala de cambio de color de amarillo a pardo
propuesta. En la Foto 5 se observa la escala, donde grado 1 corresponde a la menor
severidad de mancha hasta el grado 4, el cual corresponde a la mayor severidad. Los
resultados fueron expresados como porcentaje de frutos afectados en cada uno de los

grados indicados.

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

Foto 5. Escala de clasificacion de severidad de escaldadura por sol en Granny Smith. Grado 1-4 va de

menor a mayor severidad.
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5.5.2 Escaldadura superficial

La incidencia de la escaldadura superficial se determiné en forma visual en un total
de 20 frutos en cada periodo evaluado (90, 120, 150 y 180 dias). Los frutos fueron
clasificados segun el porcentaje del sector S afectado segun los siguientes grados: Grado
1 (menos de 25%), Grado 2 (entre el 25% y el 50%), Grado 3 (entre el 50% y el 75%),
Grado 4 (méas del 75%). Los resultados fueron expresados como porcentaje de frutos

afectados en cada uno de los grados indicados (Sangiacomo et al., 1995).

5.6 Analisis estadistico

La evaluacidon estadistica de resultados se realizd6 aplicando modelos lineales
generales y mixtos a través del programa estadistico InfoStat en interfase con la
plataforma R (Di Rienzo et al., 2015).

Se generaron modelos independientes para el analisis de resultados obtenidos en
los diferentes cultivares al estado de madurez y para cada uno de los parametros
estudiados durante la conservacion en frio.

Los ajustes se realizaron especificando como efectos fijos el nivel de dafio en los
tejidos (S y DS-1) y el tiempo de conservacion (0, 90, 120, 150 y 180 dias). Los frutos
fueron considerados un efecto aleatorio debido a que las mediciones de cada parametro
fueron realizadas en tejido S y DS-1 de un mismo individuo.

Para el analisis de los parametros evaluados en el estado de madurez se propuso

el siguiente modelo y supuestos:

Yij S HFT Y+ g

i=§5,D51;j=123..6

El‘j~N(O,O'2)
v~ N(0.$%)

Donde y; es la variable respuesta al i-ésimo nivel de dafio en el j-ésimo fruto, u es
la media general para ese parametro, z; los efectos fijos correspondientes al nivel de dafio,

y; el efecto aleatorio del j-ésimo fruto y ¢; el término error asociado a la ;.
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Para la evaluacion durante la conservacion en frio se considero la interaccion entre
el nivel de dafo y el tiempo de conservacién y se propuso el siguiente modelo y
supuestos:

Yije = U+ T+ 8+ (T%8)i; +vie + €iji
i=S5,D51;j=0,90,120,150,180; k = 1,2,3...6

Sl‘j~N(0,O'2)
vj~ N(0,§%)

Donde y; es la variable respuesta al i-€simo nivel de dafio, en el j-ésimo tiempo de
conservacion, del k-ésimo fruto, uy es la media general para ese parametro, 7; los efectos
fijos correspondientes al nivel de dafo, §; los efectos fijos correspondientes al j-ésimo
tiempo de conservacion, (z*3); la interaccion entre nivel de dafio y tiempo de
conservacion, y. el efecto aleatorio del j-ésimo fruto y gjx el término error asociado a la yjx.

A partir de los parametros ajustados se realizé un analisis de varianza, donde las
comparaciones multiples entre medias se realizaron a partir del test LSD de Fisher (p<0,05)
en las evaluaciones del estado de madurez y el test DGC (p<0,05) (Di Rienzo et al., 2002)
para el estudio de la evolucidon en conservacion. El proceso de seleccion de modelos
finales generados para cada variable fue guiado por pruebas de cociente de verosimilitud
y criterio AIC (criterio de Akaike).

La verificacion del cumplimiento de supuestos del modelo se realizé a partir de
apreciaciones graficas (box-plots de residuos estudentizados, graficos de residuos
estudentizados versus predichos y Q-Q plot normales) y a través de la prueba de Shapiro
Wilks (modificado) en base a los residuos para el caso de la distribucién normal, y la
prueba de Levene (Analisis de la varianza de los residuos absolutos) para el caso de la
homogeneidad de las varianzas. En caso de incumplimiento del supuesto de
homocedasticidad en los residuos, se consideraron modelos con varianzas residuales
distintas para cada combinacién de tratamientos considerados.

Los agrupamientos de cultivares segun su contenido de PAs se obtuvieron a partir
de un analisis de conglomerados y su correspondiente dendrograma utilizando el método
del encadenamiento promedio y distancia Euclidea, considerando la correlacion
cofenética como guia para seleccionar el método de agrupamiento mas adecuado. El
analisis de conglomerados se realizé a partir del programa estadistico InfoStat (Di Rienzo
et al., 2015).
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6. RESULTADOS

6.1 Contenido de poliaminas en la piel de frutos con dano oxidativo

por alta radiacion solar

6.1.1 Caracterizacion fisico-quimica de los tejidos

Los tejidos sobre los cuales se realizaron las determinaciones de PAs presentan
variaciones en sus parametros fisico-quimicos de calidad segun el nivel de dafio por sol
que presentan. En la Tabla 1 se observan los indices de calidad del sector del fruto con
DS-1 y S de seis cultivares de manzana. La firmeza de pulpa fue superior en forma
estadisticamente significativa en DS-1 respecto al S en todos los cultivares estudiados. El
sector asoleado de los frutos superé en 3,5 Ib.pulg? al sector S en Gala y Cripp’s Pink.
Granny Smith presenté 3,0 Ib.pulg? de diferencia y Golden Delicious, Red Delicious y Fuiji,
1,7 lb.pulg?, 1,2 Ib.pulg?y 1,5 Ib.pulg? respectivamente.

Los solidos solubles presentaron también un aumento en el sector con DS-1 en
relacion al S con diferencias significativas. Los mayores incrementos se observaron en
Granny Smith y Cripp’s Pink con aumentos del 13% y 15% respectivamente y el menor se
detectdé en Fuji con un 4,5% de incremento respecto a S. El resto de los cultivares
presentaron incrementos cercanos al 8%.

La degradacion de almidén mostré incrementos significativos en DS-1 solo en los
cultivares Gala, Granny Smith y Cripp’s Pink. Los porcentajes de degradacion de almidén
independientemente del nivel de dano considerado, fueron cercanos al 80% para Gala y
Golden Delicious, y del 70% en Red Delicious y Cripp’s Pink. Esto indica un estado de
madurez mas avanzado en estos cultivares respecto a Fuji y Granny Smith, los cuales
presentaron valores de degradacion de almidon del 40%.

La acidez titulable no presento diferencias significativas entre los niveles de dafio

evaluados para los distintos cultivares.
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Tabla 1. indices de madurez en el sector de fruto con tejido sano (S) y con nivel de dafio por sol 1

(DS-1) en diferentes cultivares de manzana al momento de madurez.

NIVEL DE Firmeza de Sélidos Degrade_zci’én ;_Acidez
CULTIVAR DANO pulpa solub_les de almidén titulable
(Ib.pulg) (° Brix) (%) (%)

S 17,8 +1,03 13,3 +0,36 76,5 +2,99 0,36 0,02

Gala DS-1 21,3 +1,05 14,4 +0,48 84,0 +348 0,34 +0,03
p-valor 0,0025 0,0376 0,0475 0,4825

Golden S 15,5 +0,14 15,1 z0,40 71,7 +333 0,56 0,02

Delicious DS-1 17,2 £0,39 16,5 +0,37 81,7 £3,07 0,56 +0,02
p-valor 0,0063 0,0003 0,0785 0,0572

Red S 14,6 £+ 0,34 14,3 £ 0,51 64,0 £ 7,48 0,27 +0,02

Delicious DS-1 15,8 0,38 15,4 +0,59 76,0 £5,10 0,26 +0,01
p-valor 0,0019 0,0196 0,1087 0,6746

S 15,6 £0,30 13,2 £0,09 425 +443 0,36 +0,01

Fuji DS-1 17,1 £0,30 13,8 0,17 51,7 £401 0,33 +0,01a
p-valor 0,0167 0,0190 0,0686 0,2302

Granny S 17,4 + 0,29 10,7 +0,14 23,0 +352 0,88 +0,01

Smith DS-1 20,4 +0,39 12,1 +0,19 31,3 +3,10 0,81 +0,04
p-valor <0,0001 <0,0001 0,0016 0,1613

Cripp’s S 18,5 +0.26 13,9 £0,22 66,9 + 3,00 0,78 +0,07

Pink DS-1 22,0 055 16,0 0,21 77,1 +292 0,77 +0,05
p-valor <0,0001 <0,0001 0,0008 0,9223

Los datos corresponden a la media + el error estandar.

El efecto de la radiacion solar sobre el contenido de clorofila en la piel de los frutos
fue variable segun los cultivares estudiados y su color de superficie caracteristico (Tabla
2). En forma general, en los cultivares rojos y/o bicoloreados se observaron incrementos
en el contenido de clorofila total en la piel con DS-1 respecto al tejido S. Gala y Fuji
aumentaron su concentracion de clorofila total, en forma significativa un 61% y un 70%,
respectivamente. Red Delicious mostré una tendencia al incremento de su contenido de
clorofila aunque sin significancia estadistica. En el caso de Cripp’s Pink la concentracién
de clorofila total fue similar en ambos tejidos evaluados. Contrariamente a lo observado
en los cultivares de pigmentacion roja y/o bicolor, en Golden Delicious y Granny Smith el
tejido con DS-1 redujo significativa del contenido de clorofila total en relacion al tejido S.

Esta disminucion fue del 54% en Granny Smith y del 74% en Golden Delicious.
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Tabla 2. Contenido de clorofila a, clorofila b, clorofila total y relacion entre clorofila a y clorofila b

en piel sana (S) y con nivel de dafio por sol 1 (DS-1) en frutos de diferentes cultivares de

manzana al momento de madurez.

cuLTvar NIVELDE  Clorofilaa  Clorofilab  “ooll®  Clorofila
DANO (Mg.g"'PF) (g.g"'PF) (ug.g"'PF) a/lb
Gala S 4,6 £0,93 6,8 + 1,51 11,4 £243 0,69 +0,04
DS-1 7,7 +0,83 10,8 £1,65 18,4 +2,25 0,76 £0,11
p-valor 0,0007 0,0153 0,0007 0,5469
Golden S 6,8 +0,66 4,4 +0,60 11,2 + 1,01 1,60 +0,24
Delicious DS-1 1,4 £0,12 1,5+0.25 2,9+0,25 1,07 +0,21
p-valor 0,0041 0,0185 0,0042 0,1917
Red S 9,0 0,80 6,2 +1,37 15,3 £2,07 1,56 +0,18
Delicious DS-1 10,7 +0,21 10,0 + 1,40 20,8 1,34 1,15 +0,18
p-valor 0,1244 0,0554 0,0792 0,0565
Fuji S 3,5+044 6,1 +0,98 9,6 + 141 0,58 +0,03
DS-1 5,1 0,55 11,2 1,22 16,3 £1,75 0,46 +0,02
p-valor 0,0191 0,0058 0,0075 0,0259
Granny S 42,7 £3,08 19,9:0,88 62,5 +3,74 2,14 +0,12
Smith DS-1 19,5 +338 9,0 +1,71 28,5 + 4,86 2,23 +0,25
p-valor 0,0071 0,0049 0,0052 0,7469
Cripp’s S 5,6 +0,96 4,4 £1,37 9,9 +058 1,27 £0,14
Pink DS-1 5,8 £1,37 4,1 +044 10,0 £1,75 1,38 £0,24
p-valor 0,8444 0,8295 0,9364 0,5084

Los valores presentados corresponden a la media * el error estandar.

En ninguno de los cultivares estudiados se observo un variacion significativa en la
relacion entre el contenido de clorofila a y clorofila b, a excepcion de Fuji. En este cultivar
se produjo un incremento diferencial del 46% de la clorofila a y del 84% de la clorofila b en
la piel con DS-1 respecto a S. Gala presenté aumentos del 60-70% en el contenido, tanto
de clorofila a como de clorofila b en la piel con DS-1 respecto al sector S. A pesar de que
en tejidos con DS-1 de Red Delicious se observaron tendencias de incrementos disimiles,
del 19% de clorofila a y del 61% de clorofila b respecto a S, no hubieron diferencias
estadisticas en su relacién. La exposicion a alta radicacion solar también provoco en
Granny Smith una reduccion similar en ambos tipos de clorofila (55%), mientras que en
Golden Delicious oscilé entre 70-80% sin observarse diferencias significativas. En Cripp’s
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Pink el contenido de ambos tipos de clorofila no se vio afectado por el nivel de dafio por

sol en la piel.

6.1.2 Contenido de poliaminas

En la piel de manzana de los seis cultivares evaluados, las PAs detectadas y
cuantificadas fueron Put, Spd y Spm. Put fue la poliamina (PA) mas abundante, seguida
por Spd y finalmente Spm (Tabla 3).

Al comparar el contenido de PAs totales de la piel con DS-1 respecto al tejido S, se
detectaron diferencias con significancia estadistica en Red Delicious y Granny Smith. Red
Delicious incremento su contenido de 341,9 nmol.g”'PF a 531,1 nmol.g"'PF. Granny Smith
registr6 280,6 nmol.g'PF en S y 391,9 nmol.g'PF en DS-1. Los demas cultivares
presentaron aumentos en el contenido de PAs totales, pero sin diferencias significativas.

No se detectaron diferencias significativas en el contenido de Put entre S y DS-1, a
excepcion del cultivar Red Delicious. En este caso se observo un incremento del 70% en
este metabolito el tejido expuesto a alta radicacion solar.

Red Delicious, Fuji, Granny Smith y Cripp’s Pink presentaron en DS-1 incrementos
estadisticamente significativos en la concentracion de Spd del 39%, 115%, 64% y 89%
respectivamente. En Gala y Golden Delicious no se registraron diferencias significativas
en la concentracion de Spd entre ambos niveles de dafo.

No se detectaron variaciones estadisticamente significativas en el contenido de
Spm en DS-1 respecto a S en Gala, Golden Delicious y Red Delicious. Sin embargo, en
Fuji, Granny Smith y Cripp’s Pink, la elevada radiacién solar produjo una acumulacién de
Spm en la piel con DS-1 respecto a S, con significancia estadistica. La relacion entre la
Spd y Spm respecto a la Put presentd aumentos significativos para DS-1 en comparacién
a S exclusivamente en Gala y Fuji. La relacién (Spd+Spm)/Put se incrementé de 0,41 a
0,49 en Gala y de 0,27 a 0,53 en Fuiji.
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En la Figura 12 se puede visualizar en forma integral las variaciones encontradas

en el contenido total de PAs, las diferencias de cada PA individual y la relaciéon

(Spd+Spm)/Put en la piel con DS-1 respecto a S, para cada uno de los cultivares

estudiados.

A Putrescina

(Spd+Spm)/

Put Espermidina

Poliaminas

totales Espermina

C Putrescina

(Spd+Spm)/

Put Espermidina

-t
——
-

Poliaminas

totales Espermina

E
Putrescina
(Spd+Spmy)/ idi
=S Espermidina
Poliaminas Espermina
totales P

B Putrescina

(Spd+Spm)/ -
Put Espermidina
Poliaminas Espermina
totales P
D Putrescina
(Spd+Spm)/ PR -
Put - Espermidina
Poliaminas Espermina
totales P
F Putrescina
(Spd+Spm)/ .
Put Espermidina
Poliaminas

totales Espermina

Figura 12. Variacion del contenido relativo de poliaminas en piel con nivel de dafio por sol 1 (DS-

1) ===

respecto a piel sana (S)

en frutos de diferentes cultivares de manzana al

momento de madurez. A: Gala; B: Golden Delicious; C: Red Delicious; D: Fuji; E: Granny Smith;

F: Cripp’s Pink.
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En Gala (Figura 12 A) la piel con DS-1 no modificé esencialmente su contenido de
PAs respecto al tejido S. Se puede observar un leve aumento del contenido de Spd, que
provoca una variacion en la relacion entre PAs individuales. En Golden Delicious (Figura
12 B), se observan algunas variaciones en el contenido de Put y Spd en la piel con DS-1
en relacion a la piel S, sin embargo, estas variaciones no fueron significativas. En cambio,
en Red Delicious (Figura 12 C) se observa que la elevada radiacién solar produce
modificaciones sustanciales en el contenido de PAs incrementandose significativamente
la Put y la Spd, y por consiguiente las PAs totales. En la Figura 12 D se observa en Fuiji
un aumento significativo de la Spd y de la Spm en DS-1, lo cual produce una relacién
(Spd+Spm)/Put mas alta, ya que no aumenta en forma equitativa el contenido de Put. En
Granny Smith (Figura 12 E) y Cripp’s Pink (Figura 12 F) se produce un aumento en el
contenido de Spd y Spm en DS-1 respecto a S.

En forma general se puede observar que algunos cultivares tales como Gala y
Golden Delicious, escasamente modifican su contenido de PAs en piel cuando presentan
sintomas de asoleado de nivel 1. El resto de los cultivares cuando fueron sometidos a
elevada radiacion solar incrementaron su concentraciéon de PAs en piel. No obstante, las
PAs individuales afectadas en los distintos cultivares presentaron algunas diferencias.
Mientras que en Fuji, Granny Smith y Cripp’s Pink se producen aumentos importantes de
Spd y Spm en el tejido con DS-1, y no se modifica la concentracién de Put, en Red
Delicious se incrementa en forma sustancial el contenido de Put y Spd. Este

comportamiento solo fue observado en este cultivar.

6.1.3 Agrupamiento de cultivares segun contenido de poliaminas

A partir del contenido relativo de Put, Spd y Spm de los seis cultivares estudiados,
se realizé el agrupamiento de los mismos, utilizando el método del agrupamiento
jerarquico a través del encadenamiento promedio. Los conglomerados se realizaron en

forma independiente en el tejido S (Figura 13 A) y en tejido DS-1 (Figura 13 B).
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A B

Red Delicious ——— Granny Smith
Granny Smith ——— Golden Delicious
Golden Delicious Red Delicious

Fuji ——————— Gala N
Gala Fuiji

Cripp’s Pink Cripp’s Pink }

T T T T 1 T T T T 1
0,00 0,76 1,52 2,29 3,05 0,00 0,97 1,94 2,91 3,88

Figura 13. Conglomerados de cultivares de manzana segun el contenido de putrescina, espermidina
y espermina en piel sana (A) y con nivel de dafio por sol 1 (B) en frutos al momento de madurez.

Average Linkage-Distancia Euclidea.

La distribucion de cada PA detectada en este estudio en piel S de manzana
permite establecer tres grupos, el primero conformado por Red Delicious y Granny Smith,
el segundo por Fuji, Gala y Cripp’s Pink y en forma independiente se ubica Golden
Delicious.

Al realizar el agrupamiento segun los resultados en DS-1 se observa una
modificacion en la conformacion de los grupos planteada segun el tejido S. En este caso
todos los cultivares de color rojo y/o bicoloreado conforman un grupo y Golden Delicious y
Granny Smith se ubican ambos en forma independiente.

6.1.4 Metabolismo oxidativo

Peroxidacion de lipidos

El nivel de peroxidacion de lipidos de membrana en la piel de manzana expuesta a
alta radiacion solar fue cuantificado a través de la concentracién de TBARs. De acuerdo a
lo que puede observarse en la Figura 14 en Gala, Golden Delicious y Cripp’s Pink no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en este parametro entre ambos

64



tejidos evaluados. Sin embargo en Red Delicious, Fuji y Granny Smith se determinaron

incrementos estadisticamente significativos en DS-1 respecto a S del 52%, 57% y 36%,

respectivamente.
140
a ES mDSA1
120
w a
".} 100 = a 5
o
3 80 a B
E b a
0 60 b a
o a
< 40
|_
20
0
Gala Golden Red Delicious Fuji Granny Smith Cripp’s Pink
Delicious

Figura 14. Peroxidacion de lipidos-TBARs en piel sana (S) y con nivel de dafio por sol 1 (DS-1)
en frutos de diferentes cultivares de manzana al momento de madurez. Los valores presentados
corresponden a la media y las barras verticales al error estandar. Letras diferentes para cada

cultivar indican diferencias significativas al 5%.

Capacidad antioxidante

El comportamiento de la capacidad antioxidante-DPPH en DS-1 respecto a S fue
semejante en todos los cultivares estudiados, observandose de forma general un
incremento significativo de la capacidad antioxidante en los tejidos expuestos a alta
radiacion solar (Figura 15). En los cultivares Fuji y Granny Smith se registré un 31% de
capacidad antioxidante en el tejido S, que se increment6 a 40% en el tejido con DS-1. En
Cripp’s Pink se midieron 24,5% y 33,4% para S y DS-1, respectivamente. Gala fue el
cultivar que mayor capacidad antioxidante mostré en S (46,7%) y en DS-1 (63,4%). Por el
contrario, Golden Delicious presento el valor mas bajo en este parametro en S 16,0%, el
cual aumentoé a 28,2% en DS-1. Red Delicious varié su capacidad antioxidante de 24,5%

en S a52,0% en DS-1, lo que implicé un incremento del 113%.
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Figura 15. Capacidad antioxidante- DPPH en piel sana (S) y con nivel de dafio por sol 1 (DS-1)
en frutos de diferentes cultivares de manzana al momento de madurez. Los valores
presentados corresponden a la media y las barras verticales al error estandar. Letras diferentes

para cada cultivar indican diferencias significativas al 5%.
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6.2 Evoluciéon de la concentraciéon de poliaminas y compuestos
antioxidantes durante la conservacion en frio en frutos de manzana

con sintomas de estrés por alta radiacién solar

6.2.1 Caracterizacion fisico-quimica de los tejidos

El comportamiento de los indices de calidad durante la conservacion en camara
frigorifica fue similar en Granny Smith y Cripp’s Pink. En ambos cultivares, el sector del
fruto con DS-1 mantuvo el mayor valor de firmeza respecto al sector S, registrado a
madurez, durante todo el periodo de almacenaje. Luego de 180 dias de conservacion, en
Granny Smith se determind una disminucion de la firmeza de pulpa del 16,4% y 17,0%
para S y DS-1 respectivamente. Este descenso fue mas significativo desde madurez
hasta los 120 de conservacion y luego se mantuvo estable en ambos sectores del fruto
para el resto del periodo estudiado (Figura 16 A). Los frutos del cultivar Cripp’s Pink
redujeron su firmeza inicial de 18,5 Ib.pulg? a 12,1 Ib.pulg? en el sector S y de 22,0
Ib.pulg? a 14,7 Ib.pulg? en DS-1. Nuevamente se produjo un descenso importante de este
parametro durante los primeros 120 dias de conservacion. A partir de ese momento, la
firmeza de pulpa del sector con DS-1 se mantuvo relativamente constante, mientras que
el sector de fruto S continud perdiendo firmeza en forma estadisticamente significativa
(Figura 16 B).

En los dos cultivares el contenido de sélidos solubles fue mayor en DS-1 respecto
a S alo largo de los 180 de conservacion. En Granny Smith se observé un incremento de
este parametro en ambos sectores del fruto durante los primeros 90 dias de almacenaje
que luego se mantuvo constante para descender nuevamente a partir de los 150 dias
(Figura 16 C). En Cripp’s Pink, el sector del fruto con DS-1 disminuyd su concentracién de
solidos solubles un 3,8% desde el dia 0 al dia 180 de conservacion. Sin embargo en el
sector S del fruto se observé un incremento durante los primeros 120 de conservacion, y
luego descendid alcanzando valores similares al dia 0 (Figura 16 D).

En Granny Smith la acidez titulable en S fue significativamente superior a DS-1
durante todo el periodo de conservacion, sin presentar diferencias desde el dia 0 al 180
(Figura 16 E). Por el contrario en Cripp’s Pink no se detectaron diferencias para este
parametro entre los niveles de dafio por sol estudiados, pero se observé un descenso
estadisticamente significativo en los primeros 120 dias (Figura 16 F).
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Figura 16. Evolucion de firmeza de pupa, sdlidos solubles y acidez titulable en el sector de fruto con
tejido sano (S) y con nivel de dafo por sol 1 (DS-1) en Granny Smith (A, Cy E) y Cripp’s Pink (B, Dy F)
durante la conservacion en frio. Los valores presentados corresponden a la media y las barras verticales

al error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas DGC (p<0,05).
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6.2.2 Contenido de poliaminas

En la Figura 17 se puede observar la evolucién de las PAs totales e individuales
desde el dia 0 hasta los 180 dias de conservacién en el cultivar Granny Smith. El
contenido total de PAs libres presentd una interaccién estadisticamente significativa entre
los dias en conservacion y el nivel de dafio. Al dia 0 el tejido con DS-1 presentaba un
contenido superior de PAs respecto al tejido S. A los 90 dias se observé un incremento
significativo en ambos tejidos. En S, este incremento permanecié sin diferencias
estadisticas hasta los 180 dias. Sin embargo en DS-1 disminuyé nuevamente a partir de
los 120 dias (Figura 17 A).

El contenido de Put permanecio sin variaciones en el tejido DS-1 durante todo el
periodo de estudio con un valor promedio de 235,8 nmol.g"'PF (Figura 17 B). En S se
observo un incremento estadisticamente significativo del 129% entre el dia 0 y el dia 90
de conservacion. Este mayor contenido de Put alcanzando se mantiene sin diferencias
estadisticas hasta el final de periodo de almacenaje.

En el caso de Spd se observé una mayor concentracion en DS-1 respectoa S a lo
largo de los 180 dias conservacion a excepcién de la evaluacioén realizada a los 120 dias
(Figura 17 C). No se observé un efecto de los dias de conservacion sobre el contenido de
Spd en ambos tejidos.

En el dia 0 y hasta los 180 la piel con DS-1 presenté valores superiores de Spm
estadisticamente significativos (Figura 17 D). En el tejido DS-1 se detectaron
fluctuaciones en el contenido de Spm a lo largo de la conservacion, pero no se
observaron diferencias significativas entre el inicio y fin del periodo de almacenaje. En la
piel S se produjo una disminucién del nivel de Spm desde el dia 0 al dia 180 de

conservacion.
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Figura 17. Contenido de Poliaminas totales (A), Putrescina (B), Espermidina (C), y Espermina (D)
en piel sana (S) y con nivel de dafio por sol 1 (DS-1) en Granny Smith durante la conservacion en
frio. Los valores presentados corresponden a la media y las barras verticales al error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas DGC (p<0,05).

El cultivar Cripp’s Pink presentd un comportamiento similar al observado en
Granny Smith. Mientras que la concentracién total de PAs libres en el tejido S se
incrementé a partir del dia 120, en el tejido DS-1 disminuyd luego de 180 dias de
conservacion (Figura 18 A).

Al igual que en Granny Smith el nivel de Put en la piel con DS-1 de Cripp’s Pink se
mantuvo constante durante los 180 dias de almacenaje con un valor promedio de 257,2

nmol.g'PF (Figura 18 B). En S se produjo un incremento del 131% entre el dia 0 y el dia
180.
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Figura 18. Contenido de Poliaminas totales (A), Putrescina (B), Espermidina (C), y Espermina (D)
en piel sana (S) y con nivel de dafio por sol 1 (DS-1) en Cripp’s Pink durante la conservacion en
frio. Los valores presentados corresponden a la media y las barras verticales al error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas DGC (p<0,05).

El contenido de Spd fue superior en forma significativa en DS-1 respectoa S a lo
largo de todo el periodo de conservacion (Figura 18 C). De igual modo se observd un
incremento de esta PA a partir del dia 120 en ambos tejidos estudiados.

En la Figura 18 D se observa que la concentracion de Spm en tejido con DS-1 fue
superior a S durante todo el almacenaje. A los 150 y 180 dias para DS-1 y S
respectivamente se observa un aumento estadisticamente significativo de Spm.

Ambos cultivares presentaron en S un incremento de PAs durante el periodo de
conservacion, debido fundamentalmente al incremento de Put. En cambio, en el tejido DS-

1 no se observaron variaciones significativas en el contenido de PAs. Tanto Spd como
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Spm del tejido DS-1 presentaron mayor nivel respecto a S desde el dia 0, el cual se
mantuvo (Granny Smith) e inclusive se incremento (Cripp’s Pink) durante la conservacion.

En la Tabla 4 se observa la relaciéon entre Spd y Spm respecto a Put. En ambos
cultivares el tejido S presenté valores inferiores estadisticamente significativos respecto a
DS-1. En Granny Smith la relacion (Spd+Spm)/Put en el tejido DS-1 permanecidé con
valores relativamente constantes debido a que las tres PAs individuales no modificaron
sustancialmente su concentracion durante el almacenaje. Por el contario en el tejido S se
observa una disminucién en la relacion entre PAs ya que a partir de los 90 dias se
incremento en forma significativa el nivel de Put sin modificaciones en los contenidos de
Spd y Spm.

En Cripp’s Pink se observan valores superiores de la relaciéon (Spd+Spm)/Put en
DS-1 hasta los 90 dias debido al incremento de PAs superiores. A partir de los 120 dias
de conservacion el tejido S incrementé el nivel de Put junto al nivel de Spd y Spm lo cual
mantiene los valores de la relacién similares a los observados hasta los 90 dias. En
cambio en el tejido con DS-1 se produjeron incrementos en Spd y Spm que no fueron
acompafiados con aumentos en el nivel de Put lo que provocd un aumento de la relacion
(Spd+Spm)/Put.

Tabla 4. Relacion (Espermidina+ Espermina)/Putrescina en piel sana (S) y con nivel de dafio por sol 1

(DS-1) en Granny Smith y Cripp’s Pink durante la conservacioén en frio.

(Espermidina+ Espermina)/Putrescina

Dias en conservacion Granny Smith Cripp’s Pink
S DS-1 S DS-1
0 0,82 +t004a 0,98+008b 0,37 +0,06a 0,56 0,06 b
90 0,44 t004a 0,80:008b 0,44 +004a 0,63 £0,04b
120 0,42 +0,04 a 1,00 t0,08b 0,39 +0,09a 1,00 £ 0,09¢
150 0,31 t004a 0,84 +008b 0,42 +0,08a 1,09 £t 0,08¢c
180 0,40 t004a 0,91:008b 0,330,104 1,04 t0,10¢
p-valor

Dias en conservacion 0,2928 0,0010

Nivel de dano 0,0001 <0,0001

Dias en conservacion x Nivel de dafo 0,6042 0,0003

Los valores presentados corresponden a la media * el error estandar. Letras diferentes para cada cultivar indican

diferencias significativas DGC (p<0,05).
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6.2.3 Metabolismo oxidativo

Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos en Granny Smith presentd interacciones significativas
entre los dias en conservacion y el nivel de dafno considerado (Figura 19 A). Al dia O el
tejido con DS-1 presentaba valores estadisticamente superiores a S. El tejido con DS-1 no
vario su contenido de TBARs durante el almacenaje. Sin embargo en S se produjo un
aumento estadisticamente significativo de los productos de la peroxidacion lipidica desde
el dia 0 al 180 del 132%.

Para el cultivar Cripp’s Pink la peroxidacion lipidica no presenté diferencias entre S
y DS-1 (Figura 19 B). Se observo un incremento de la peroxidacion lipidica en ambos
tejidos a lo largo de la conservacioén, alcanzando al dia 180 un valor de 66 nmol.g'PF

para ambos niveles de dafo estudiado.

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante en Granny Smith fue estadisticamente superior en el
tejido con DS-1 durante los 180 dias de almacenaje (Figura 19 C). Al dia 0O la diferencia
entre DS-1 respecto a S fue de 9,4% y a los 180 dias esta diferencia fue del 14,6%.
Ademas se observé un incremento significativo en ambos tejidos a partir de los 150 dias.
En Cripp’s Pink se produjeron incrementos en la cantidad de sustancias antioxidantes en
el tejido con DS-1 a partir de los 120 dias que se mantuvo hasta el final del estudio
(Figura 19 D). La capacidad antioxidante en S se mantuvo relativamente constante a lo
largo de los 180 dias de conservacién a excepcidon de un incremento detectado a los 90
dias.
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Figura 19. Peroxidacién de lipidos-TBARSs y capacidad antioxidante-DPPH en piel sana (S) y con nivel
de dafio por sol 1 (DS-1) en Granny Smith (A'y C) y Cripp’s Pink (B y D) durante la conservacion en
frio. Los valores presentados corresponden a la media y las barras verticales al error estandar. Letras

diferentes indican diferencias significativas DGC (p<0,05).

Concentracioén de a-Farnesenos y trienos conjugados

La concentracion de AF se incrementé en ambos cultivares y tejidos, alcanzando
los valores mas altos entre los 120-150 dias de conservacién (Figura 20 A y B). En el
caso de Granny Smith el tejido con DS-1 presentd valores inferiores de AF al dia 0, sin
embargo a los 120 y 150 dias super¢ el nivel de S en forma estadisticamente significativa
(Figura 20 A). En Cripp’s Pink no se detectaron diferencias en la evolucion de la
concentracion de AF entre ambos tejidos estudiados (Figura 20 B).

El comportamiento de los TC presento diferencias importantes para ambos tejidos
en Granny Smith, ya que en S se incrementé significativamente desde 3,3 nmol.cm2el dia
0 a 50,5 nmol.cm? a los 150 dias y luego descendid hacia el final del tiempo de
conservacion (Figura 20 C). En el tejido con DS-1 se observan incrementos menores de
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TC que van desde 0,25 nmol.cm? el dia 0 a 13,9 nmol.cm? luego de 120 dias de
almacenaje.

En Cripp’s Pink no se encontraron diferencias en la evolucion de los TC entre S 'y
DS-1. Sin embargo se detecté un incremento de su contenido de 2,8 nmol.cm? a los 90
dias a 10,6 nmol.cm? a los 120 dias en promedio para ambos tejidos (Figura 20 D).
También se observa que el nivel de TC fueron 20% menor en Cripp’s Pink respecto al

tejido sano de Granny Smith.
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Figura 20. Evolucién de la concentracién de a-Farnesenos y trienos conjugados en piel sana (S)
y con nivel de dano por sol 1 (DS-1) en Granny Smith (A y C) y Cripp’s Pink (B y D) durante la
conservacion en frio. Los valores presentados corresponden a la media y las barras verticales al

error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas DGC (p<0,05).
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6.3 Desarrollo de fisiopatias de poscosecha

6.3.1 Escaldado por sol

En la piel de frutos de manzana con dafio por sol se observd la fisiopatia
escaldado por sol. En la Foto 6 se observa para cada uno de los momentos de evaluacion
el sector del fruto de Granny Smith con DS-1 desde el dia 1 de salida de camara frigorifica
y su evolucion luego de 7 dias a 20°C. En todas las evaluaciones se detectd el desarrollo
de escaldado por sol en frutos, que se intensificé luego de los 7 dias a temperatura
ambiente. A los 90 dias de conservacion y luego de 1 dia a 20°C el 16,7% de los frutos
presentaba escaldado por sol de mayor intensidad (grado 3 y 4) el cual aumenté a 33,3%
luego de 7 dias (Figura 21). A los 120 dias se observd un comportamiento similar, pero a
los 150 dias se produjo un incremento de los frutos con esta fisiopatia correspondiente al
grado 3 y 4 pasando del 33,3% a 66,7% luego de 7 dias a 20°C. En la evaluacién
realizada a los 180 dias de almacenaje + 7 dias a 20°C, todos los frutos presentaron

desarrollo de escaldadura por sol con un 76,9% de frutos afectados severamente.
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90 dias

120 dias

150 dias

180 dias

1 dia a 20°C 7 dias a 20°C

Foto 6. Evolucion del escaldado por sol en la piel con nivel de dafio por sol 1 (DS-1) en Granny

Smith a1y 7 dias a 20°C y luego de 90, 120, 150 y 180 dias de conservacion en frio.
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Figura 21. Porcentaje de escaldado por sol en piel con dafio por sol 1 (DS-1) de
manzanas Granny Smith a 1 y 7 dias a 20°C y luego de 90, 120, 150 y 180 dias de

conservacion en frio. 0=sin escaldado de sol; 1-4: escaldado de sol de menor a mayor
severidad.

En el cultivar Cripp’s Pink no se observé desarrollo de escaldado por sol en el
sector del fruto DS-1 a los 90 y 120 dias de conservacién (Foto 7). Luego de 150 dias de
almacenaje solo el 10% de los frutos presentaron esta fisiopatia con una intensidad leve
(grado 1) y luego de 180 dias el 23% con grado 2.
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120 dias 90 dias

150 dias

180 dias

1 dia a 20°C 7 dias a 20°C

Foto 8. Evolucion del escaldado por sol en la piel con nivel de dafio por sol 1 (DS-1) en Cripp’s
Pink a 1y 7 dias a 20°C y luego de 90, 120, 150 y 180 dias de conservacion en frio.
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6.3.2 Escaldado superficial

En la Foto 8 se observa el sector S de Granny Smith a los 90, 120 150 y 180 dias
de conservacion luego de 1y 7 dias a 20°C. A los 90 y 120 dias de conservacion ningun
fruto presentaba desarrollo de escaldado superficial luego de 1 dia a 20°C sobre el sector
S (Figura 22). Sin embargo a los 120 dias y luego de 7 dias a temperatura ambiente el
66,7% de los frutos se encontraba afectado con los grados 3 y 4. A partir de los 150 dias
de conservacion y luego de 7 dias a 20°C, el 50% de los frutos presentaba en el sector S
desarrollo de escaldado superficial grado 1y 2 y el 41,7% grado 3 y 4. A los 180 dias de
conservacion el 69,2% de los frutos presentaron escaldado superficial severo en el sector
S, luego de 7 dias a 20°C.
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90 dias

120 dias

150 dias

180 dias

7 dias a 20°C

1 dia a 20°C

Foto 8. Evolucion de la escaldadura superficial en piel sana (S) en Granny Smith a 1 y 7 dias a 20°C

y luego de 90, 120, 150 y 180 dias de conservacion en frio.
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Figura 22. Porcentaje de escaldado superficial en piel sana (S) de manzanas Granny
Smith a 1y 7 dias a 20°C y luego de 90, 120, 150 y 180 dias de conservacion en frio.
0=sano; 1:<25%; 2: 25-50%; 3: 50-75%; 4: >75% de superficie afectada.

En el cultivar Cripp’s Pink no se observé desarrollo de escaldado superficial en el
sector S en ninguno de los periodos estudiados (Foto 9).
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150 dias 120 dias 90 dias

180 dias

1 dia a 20°C 7 dias a 20° C

Foto 9. Evolucion de la piel sana (S) en Cripp’s Pink a 1 y 7 dias a 20°C y luego de 90, 120, 150 y 180

dias de conservacioén en frio.
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7. DISCUSION

7.1 El daio por sol altera los indices de calidad en frutos de manzana

La calidad fisico-quimica de los frutos es el resultado de su desarrollo fisiolégico y
se identifica con una combinacién de propiedades como la firmeza, el color de la piel y el
contenido de azucares, entre otras. La calidad esta influenciada por la ubicacion de los
frutos en el arbol y las condiciones ambientales como la luz y la temperatura. El nivel de
exposicion a la radiacion solar a la que estuvieron sometidos los frutos durante su
desarrollo, y la severidad del dafo por sol que presentan, afectan su calidad durante la
etapa de maduracion (Woolf y Ferguson, 2000; Schrader et al., 2009).

En el presente estudio la firmeza de pulpa y los solidos solubles fueron los indices
que expresaron en forma mas consistente el efecto de la elevada radiacion solar sobre los
tejidos de frutos de manzana. En todos los cultivares se observd un aumento
estadisticamente significativo de la firmeza de pulpa en DS-1 respecto al S (Tabla 1).
Estos incrementos fueron mayores en Gala, Granny Smith y Cripp’s Pink y de menor
magnitud en Golden Delicious, Red Delicious y Fuiji.

Estos resultados concuerdan con estudios previos en manzana Fuji, Granny Smith,
Gala, Jonagold y Golden Delicious, en donde el sector expuesto a radiacion solar
excesiva y con sintomas de dafo presenté valores de firmeza mas altos respecto al sector
sano del fruto (Schrader et al., 2009; Tartachnyk et al., 2012). Woolf y Ferguson (2000)
indican que este incremento puede deberse a una diferente composicion de la pared
celular y al engrosamiento de la misma o a la variacion en el numero de células.

La mayor firmeza presentada por el tejido asoleado en este estudio también
podria deberse a la pérdida de agua que se produce en este sector segun lo indicado por
Racsko et al. (2005b). EI menor contenido de agua en el tejido con dafio por sol podria
estar causado por el gradiente de temperaturas producido entre los sectores frios y
calidos en el fruto (Racskd y Schrader, 2012; Torres et al., 2013). Esta diferencia causa
un movimiento del agua a través de los espacios aéreos hacia los sectores mas frios
(Curtis, 1937; Lessler, 1947). Existe ademas evidencia de que la luz solar y la temperatura
causan cambios en las propiedades de la cuticula cerosa lo que podria inducir a una
mayor permeabilidad del agua en los sectores expuestos de los frutos (Woolf y Ferguson,
2000).
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Al igual que lo reportado por Racsko et al. (2005b) y Schrader et al. (2009), el
contenido de sdlidos solubles a cosecha en los seis cultivares evaluados en este estudio
fue significativamente mayor en DS-1 respecto a S (Tabla 1). Segun Torres et al. (2013) la
acumulacién de carbohidratos en los tejidos expuestos a la radiacién solar podria ser
consecuencia de un menor metabolismo de estas moléculas debido a la condicién de
estrés ambiental. El sorbitol también puede desempefiar un papel como antioxidante
(Smirnoff y Cumbes, 1989) lo cual le permite a los frutos hacer frente afectados al estrés
ambiental y oxidativo causado por alta temperatura y radiacion (Torres et al., 2013).

Los frutos de manzana con dafo por sol presentan mayor degradacion de almidén
respecto a frutos sanos (Schrader et al., 2009). En concordancia con estas
observaciones, en el presente trabajo la degradacion de almidéon mostré incrementos
significativos en DS-1 respecto al sector S en los cultivares Gala, Granny Smith y Cripp’s
Pink (Tabla 1).

Schrader et al. (2009) encontraron una menor acidez titulable en frutos de
manzana con dafio por sol leve, mientras que Klein et al. (2001) reportaron que la zona
expuesta al sol de frutos de manzana Anna, Golden Delicious y Orleans no presento
variaciones en la acidez titulable respecto al sector de fruto no expuesto al momento de
cosecha. En el presente estudio no se detectaron diferencias significativas en la acidez
entre los sectores S y DS-1 en ninguno de los cultivares estudiados (Tabla 1).

Segun estudios de Tartachnyk et al. (2012) los frutos de manzana Fuiji, Granny
Smith y Braeburn con asoleado presentaron mayor degradacion de almidéon acompafado
con una mayor cantidad de sdlidos solubles, o que en conjunto resulté en un estado de
madurez mas avanzado y un proceso de senescencia acelerado respecto a los frutos
sanos. Por lo tanto, el incremento en el contenido de sdlidos solubles junto a la mayor
degradacion de almidén determinado en este trabajo, indicarian un estado de madurez del
fruto mas avanzado en el sector DS-1. Por otra parte, el mayor valor de firmeza de pulpa
registrado en el tejido DS-1 respecto a S podria no estar relacionado a una condicion de
madurez, sino a modificaciones de la pared celular o del contenido hidrico del tejido con
dafio por sol.

La radiacion solar excesiva provoca cambios significativos en la composicion de
los pigmentos de los frutos de manzana. En la mayoria de los casos se produce una
degradacion de la clorofila junto con el aumento de otros pigmentos implicados
activamente en los mecanismos fotoprotectores de la fruta (Racsko, 2010). Los sectores

del fruto con sintomas de dafio por sol poseen un color amarillo intenso que se asocia con
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la transformacion de los pigmentos de los cloroplastos en el area afectada (Solovchenko
et al., 2006).

En el presente estudio, el efecto de la radiacion solar sobre el contenido de
clorofila en piel fue variable segun los cultivares estudiados y su color de superficie. En los
cultivares Golden Delicious y Granny Smith se detecté una disminucion significativa del
contenido de clorofila total en el tejido con DS-1 en relacién al tejido S (Tabla 2).
Contrariamente a lo observado en los cultivares verdes y amarillos, la piel con DS-1 de
Gala y Fuji presenté un mayor contenido de clorofila. En Red Delicious y Cripp’s Pink no
se observaron variaciones entre ambos tejidos evaluados.

Felicetti y Schrader (2008) realizaron evaluaciones del contenido de pigmentos en
la piel de frutos que presentaban asoleado sobre manzanas Gala, Golden Delicious, Red
Delicious, Fuji y Granny Smith. En todos los cultivares encontraron una disminucion del
contenido de clorofila en la zona con dafo, respecto al tejido sano. Hernandez et al.
(2014), encontraron que manzanas Granny Smith con dafo por sol desde leve a severo
presentaron menor contenido de clorofila a y b en el momento de cosecha, lo que
demuestra que ambos pigmentos se degradan bajo condiciones fotooxidativas a campo.
Similares variaciones en los pigmentos de frutos asoleados han sido también reportados
por Torres et al. (2006), Chen et al. (2008) y Tartachnyk et al. (2012).

Sin embargo, algunos estudios sobre el efecto del dafio por sol sobre el contenido
de clorofila en cultivares rojos presentan resultados contradictorios. Hengari et al. (2014)
no encontraron diferencias en contenido de clorofila en piel de frutos de los cultivares
Braeburn y Fuji, que habian desarrollado expuestos a la radiacion solar y luego fueron
tratados con radiacién UV, respecto al control. En Cripp’s Pink detectaron un incremento
significativo de la concentracion de clorofila luego de la exposicién a radiacion UV.

Nuestros resultados concuerdan con Kuckenberg et al. (2008) los cuales
encontraron respuestas diferentes en el contenido de clorofila en el sector expuesto a la
radiacién solar segun se trate de cultivares de manzana rojos o verdes.

Merzlyak y Chivkunova (2000) y Merzlyak et al. (2002) estudiaron el efecto del
estrés por alta radiacion artificial y por radiacion solar sobre la concentracion de los
pigmentos en cultivares de manzana de color amarillo-naranja y verdes. La exposicion
artificial de frutos de manzana a elevada radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
provocoé en el cultivar de color amarillo-naranja una menor tasa de degradacion de
clorofila respecto al cultivar de color verde. Por otra parte las variedades verdes

expuestas al sol, aunque sin dafo visible, presentaron un contenido de clorofila mas bajo
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y un mayor nivel de carotenoides respecto al sector no expuesto. Sin embargo en la
variedad de color amarillo-naranja el contenido de clorofila, carotenoides, y antocianinas
fue mayor en el sector expuesto a la radiacion solar. Como resultados de sus estudios los
autores indican que la elevada radiacidon solar produce diferentes efectos sobre el
contenido de los pigmentos en frutos segun la variedad considerada. Las antocianinas
presentes en los frutos rojos o anaranjados pueden ser consideradas como un factor de
proteccién a la fotodestruccion de la clorofila. La ubicacion vacuolar de las antocianinas
no permite que estén involucradas en reacciones con radicales libres por lo que se ha
sugerido que la fotoproteccion de las antocianinas de las células de la piel podria deberse
a su acciéon como filtros que absorben una porcién significativa de la radiacion. EI mayor
contenido de clorofila en el sector expuesto a la radiacion solar de los frutos rojos o
anaranjados permite mantener el nivel de fotosintesis suficiente, cuando una menor
porcion de radiacion PAR alcanza los cloroplastos debido al efecto de pantalla o filtro de
las antocianinas.

Por lo tanto, es probable que el mayor contenido de clorofila encontrado en este
estudio en el sector DS-1 en los cultivares rojos o bicoloreados sea una respuesta al
efecto fotoprotector de las antocianinas. La reduccion de clorofila reportada en otras
investigaciones en cultivares rojos podria deberse al mayor nivel de dafo estudiado. En
estos estudios los frutos seleccionados presentaron nivel de dano 2 (Felicetti y Schrader,
2008) o 3-4 (Tartachnyk et al.,, 2012) segun la clasificacién de Schrader et al. (2003),
mientras que en el presente trabajo se analizaron frutos asoleados con nivel de dafio 1.
Es posible que a este nivel de dafio en los cultivares de piel roja no se produzca aun
degradacién de clorofila debido al efecto protector de otros pigmentos como antocianinas
y carotenoides, mientras que a niveles mas avanzados, este efecto protector no sea
suficiente.

En Granny Smith y Golden Delicious, donde se produjeron disminuciones
significativas del contenido de clorofila total, no se detectaron diferencias significativas en
la relacién clorofila a/b (Tabla 2). Estos resultados no concuerdan con estudios previos
donde Chen et al. (2008) en el cultivar Gala, encontraron que la relacién clorofila a/b fue
mayor en el tejido con dafio por sol. Este incremento en la relacién clorofila a/b fue
causado por una mayor degradacion de la clorofila b en los tejidos asoleados. La
biosintesis de la clorofila b ha mostrado regular a la antena colectora de luz, que juega un
rol significativo en la aclimatacién a largo plazo a las variaciones de intensidad luminica

(Satoh et al., 2001). Diversos estudios indican un aumento de la relacion clorofila a/b en
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frutos de manzana con dafo por sol, debido a una disminucion del contenido de clorofila b
y por lo tanto, del complejo colector de luz Il (Chen et al., 2008; Felicetti y Schrader,
2008). Chen et al. (2008) sugieren que la disminucién en el contenido total de clorofila y el
incremento de la relacion clorofila a/b, permitiria disminuir la absorcion de luz en frutos de
manzana asoleados, y por lo tanto, tener un desarrollo mas lento de niveles severos de
dafio.

En este trabajo, en los cultivares rojos o bicoloreadas estudiados se produjeron
aumentos en el contenido total de clorofila y no se observd un variacion significativa en la
relacion entre el contenido de clorofila a y clorofila b, a excepcion de Fuiji. Es posible que
el nivel de dafio estudiado sea la causa de las diferencias encontradas en otras
investigaciones donde, la mayor severidad de dafio implicé una disminucion del contenido

total de clorofila y en particular de clorofila b.

7.2 El estrés por alta radiacion solar produce un aumento de la

concentracién de poliaminas en la piel de manzana

Desde los anos 80 se ha podido identificar a la Put, la Spd y la Spm como las PAs
presentes en diversos o6rganos de plantas de manzano (Bagni et al., 1984; Biasi et al.,
1988). Coincidiendo con esos reportes, en el presente estudio las PAs libres detectadas
en la piel de los seis cultivares evaluados fueron también Put, Spd y Spm. En todos los
casos la Put fue la PA mas abundante, seguida por Spd y finalmente Spm (Tabla 3). Sin
embargo, las concentraciones registradas en nuestro trabajo fueron superiores a las
reportadas en otras investigaciones (Conway et al., 1994; Pang et al., 2006; Deyman et
al., 2014).

Este mayor contenido total de PAs encontrado en el presente estudio podria
deberse a diferencias en el estadio del fruto analizado. Barrachina et al. (2000) indican
que se ha observado que el tipo y las concentraciones de PAs varian durante el desarrollo
y la maduracion de los frutos. Asimismo las diversas metodologias de extraccion de las
PAs y las técnicas de separacion y cuantificacion utilizadas pueden ser otro factor a
considerar respecto a las diferencias en el contenido absoluto de PAs libres detectadas.
Por ejemplo, Bagni et al. (1984) y Biasi et al. (1988) utilizaron cromatografia en capa

fina con una fase estacionaria de silica gel.
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Por otra parte, el tejido considerado para el estudio, sea pulpa (Conway et al.,
1994; Pang et al., 2006), piel y pulpa (Biasi et al., 1988) o frutos completos (Deyman et al.,
2014) presenta variaciones en el contenido de PAs. Segun Kramer et al. (1991), el
contenido de PAs registrado en pulpa es mas bajo que el encontrado en piel. En el
presente estudio todas las evaluaciones fueron realizadas exclusivamente sobre piel, lo
cual podria ser otra de las fuentes de la mayor concentracion de PAs detectada.

El estrés por alta radiacion solar provocé variaciones en el contenido de PAs libres
de la piel de frutos de manzana. En todos los cultivares estudiados se observé una
tendencia a un mayor contenido de PAs en el tejido DS-1, aunque este aumento fue
estadisticamente significativo Unicamente en Red Delicious y Granny Smith (Tabla 3).
Existen numerosas investigaciones que han demostrado que bajo diferentes condiciones
de estrés abidtico se produce la acumulacidon de PAs en diversas especies (Alcazar et al.,
2006, Groppa y Benavides, 2008; Hussain et al., 2011; Gupta et al., 2013). Kondo et al.
(2011) en estudios realizados en plantulas de manzano expuestas a radiacion UV-C
observaron un incremento del contenido de PAs. En general los incrementos en el
contenido de PAs implican una mejora de la tolerancia a las condiciones estresantes
(Alcazar et al., 2010; Menéndez et al., 2013).

Basicamente el efecto protector de las PAs se ha relacionado con su estructura
quimica. La naturaleza policationica de las PAs es una de las caracteristicas
sobresalientes de estas moléculas, ya que permite su interaccién con varios otros
componentes celulares. Pueden unirse en forma no covalente a la carga negativa de los
fosfolipidos de membrana y proteinas, contribuyendo asi a la estabilizacion de la
membrana (Bouchereau etal., 1999). En los cloroplastos, las PAs protegen a la
membrana tilacoidal contra los efectos nocivos de condiciones estresantes y permiten
mantener la funcion fotosintética (Calzadilla et al., 2014). La unién de las PAs a proteinas
0 acidos nucleicos no solo podrian actuar como proteccién sino generar una molécula con
una conformacion mas estable en condiciones de estrés (Marco et al., 2012).

Las PAs también pueden actuar como antioxidantes bajo condiciones de estrés
activando el sistema enzimatico (Kubis, 2008) y no enzimatico (Farooq et al., 2010). El
efecto antioxidante de las PAs se debe a una combinacion entre su capacidad de unirse a
aniones, la propiedad de secuestrar radicales libres, la posibilidad de inhibir la
peroxidacion lipidica y las reacciones catalizadas por metales (Groppa y Benavidez,
2008).
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Por otro parte, la modificaciéon de los niveles internos de PAs altera la expresion de
un importante niUmero de genes, la mayoria de ellos relacionados al estrés. Algunos de
estos genes pueden promover la sintesis de compuestos protectores y aumentar la
tolerancia al estrés (Marco et al., 2012).

Diversas investigaciones relacionan el incremento de PAs con una mayor firmeza
de los tejidos vegetales. Segun Cona et al. (2006) bajo condiciones de estrés no sélo la
biosintesis de PAs esta alterada, sino que se producen también cambios en su
catabolismo. Como resultado de la degradacién de PAs a través de la DAO y la PAO se
produce H2O,, el cual esta implicado en la maduracion de la pared celular y la lignificacion
durante el desarrollo, asi como en la cicatrizacidon de heridas y el refuerzo de pared celular
durante la invasién de patdégenos (Cona et al., 2006; Angelini et al., 2010).

En este sentido las variaciones en el contenido de PAs encontradas en este
estudio en el tejido con DS-1 podrian implicar una mayor actividad del metabolismo en
general de las PAs vy, por lo tanto, una mayor actividad también de sus enzimas de
degradacién con la consecuente formacion de H»O,. Es posible que el mayor nivel de
firmeza encontrado en el tejido con DS-1 pueda deberse, en parte, a la mayor lignificacion
de la pared celular en este sector del fruto debido al efecto del H2O..

Barrachina et al. (2000) indican que uno de los principales efectos de la infiltracion
postrecoleccién de PAs en frutos y vegetales es el aumento de la firmeza. El mecanismo
por el cual las PAs aumentan la firmeza parece estar relacionado con cambios en los
acidos poligalacturénicos, y por lo tanto las pectinas, especialmente por medio de la
formacion de enlaces electrostaticos entre los grupos carboxilicos y las PAs (Leiting y
Wicker, 1997).

Las diversas respuestas encontradas en nuestro estudio en relacién al contenido
de clorofila (Tabla 2) en el tejido DS-1 podrian también estar afectadas por el incremento
de PAs producido en este sector del fruto. Las PAs, en especial aquellas asociadas a los
tilacoides juegan un rol decisivo en la proteccion del aparato fotosintético (Unal et al.,
2008). Ltz et al. (2005) encontraron modificaciones en las PAs del tilacoide en cultivares
de tabaco bajo tratamientos con UV-B. En investigaciones realizadas por Unal et al.
(2008) en liquenes sometidos a radicacion UV-A, los tratamientos externos con PAs
disminuyeron la degradaciéon de clorofila. Los autores sugieren que las PAs podrian

proteger al fotosistema Il de la radiacion UV-A.
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7.3 La modificacion del contenido de poliaminas a causa del estrés por
alta radiacién solar condiciona el agrupamiento de los cultivares de

manzana

A través de diversas investigaciones se ha podido identificar algunas funciones
especificas de las distintas PAs frente a condiciones ambientales estresantes. La Spd
puede actuar como un compuesto protector directo y como regulador de los mecanismos
de sefializacion (Kasukabe et al., 2004) y la Spm ha mostrado tener una funcién directa
como secuestrador de radicales libres (Ha et al., 1998; Fariduddin et al., 2013). Los
mecanismos protectores de la Put incluyen el incremento de la capacidad antioxidante, y
una mayor habilidad para secuestrar O2* y como quelante de metales (Yiu et al., 2009).

Todos los cultivares evaluados presentaron incrementos del contenido de Spd en
el tejido DS-1 respecto a S, aunque estas diferencias fueron estadisticamente
significativas solo en Red Delicious, Fuji, Granny Smith y Cripp’s Pink (Tabla 3).
Investigaciones en diversos tipos de estrés determinaron un incremento de Spd enddgena
como respuesta y mecanismo de tolerancia en las plantas. Bouchereau et al. (1999)
encontraron que las plantas tolerantes al estrés térmico cambian su contenido de PAs a
través del aumento de sus reservas totales de Spd y Spm. En tejidos de durazno
sometidos a radiacion UV-C se registré un incremento de PAs en especial de Spd
(Gonzalez-Aguilar et al., 2004).

Las aplicaciones exdégenas de Spd también permiten aliviar diferentes situaciones
de estrés en las plantas. Kubi$ (2005) indica que la aplicacion externa de Spd causa una
sustancial reduccién del contenido de EROs y por lo tanto un menor estrés oxidativo en
hojas de cebada bajo déficit hidrico. En semillas de arroz sometidas a estrés salino, se
revirtio el dafio a la membrana plasmatica y se incrementé actividad de la H*ATPasa a
través de aplicaciones de Spd (Roy et al., 2005).

Al igual que lo indicado en el caso de Spd, todos los cultivares de manzana
estudiados presentaron incrementos de Spm en DS-1 respecto a S. Estos aumentos
fueron significativos en Fuji, Granny Smith y Cripp’s Pink (Tabla 3).

La mayor parte de la informacion disponible acerca de la funcién protectora de las
PAs frente al estrés oxidativo ha estado enfocada en la Spm (Groppa et al., 2001;
Fariduddin et al., 2013). La Spm también tiene un rol importante en la tolerancia al estrés
salino en plantas de arroz segun lo reportado por Maiale et al. (2004). Estudios en flores
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de Arabidopsis thaliana realizados por Tassoni et al. (2000) también sugieren que las
PAs, principalmente la Spm, se incrementan con el estrés salino y este aumento
contribuye a la mayor tolerancia de las plantas frente a estas condiciones.

Los resultados obtenidos respecto al contenido de Put en DS-1 respecto a S
presentaron una alta variabilidad segun el cultivar considerado. Red Delicious fue el Unico
cultivar que incrementé en forma estadisticamente significativa el contenido de Put (Tabla
3). En cultivares como Granny Smith, Golden Delicious y Cripp’s Pink se observd una
tendencia hacia un mayor contenido de Put y en Gala y Fuji no se registraron diferencias
significativas.

Algunos reportes indican que diversas situaciones estresantes para las plantas
pueden generar un incremento en el contenido de Put. En Populus przewalskii el estrés
hidrico incrementé los niveles de Put y Spd, mientras que pequefias variaciones se
observaron en el nivel de Spm (Lei, 2008). Segun Ltz et al. (2005) un incremento en PAs
ligadas a las membranas tilacoidales, en especial Put, se observé en variedades de
tabaco resistentes cuando fueron sometidas a radicacion UV-B respecto a aquellos
cultivares sensibles.

La aplicaciéon exégena de Put en Allium fistulum ha demostrado disminuir el dafo
oxidativo causado por inundacion a través del incremento de su capacidad antioxidante.
Esto resulté en una sustancial reduccion del O2*-, H,O, y TBARSs (Yiu et al., 2009).

En arroz bajo condiciones de estrés hidrico el contenido de Put varido en gran
medida entre los cultivares y segun la duraciéon o la severidad del estrés (Yang et al.,
2007; Fariduddin et al., 2013). Segun Maiale et al. (2004) la Put es utilizada para la
biosintesis de PAs superiores durante la exposicién de arroz a condiciones de alta
salinidad. Zapata et al. (2004) cuantificaron los niveles de PAs en diferentes cultivos
sometidos a estrés salino durante su germinaciéon y observaron un aumento significativo
en Spd y Spm y una menor concentracion de Put. Los autores postulan que la provisiéon
de Put podria haber servido como fuente para la sintesis de Spd y Spm.

En nuestro estudio, el tipo de PA individual modificada a causa del estrés por alta
radiacion presento diferencias segun el cultivar considerado (Figura 12). Mientras que en
Gala (Figura 12 A) y Golden Delicious (Figura 12 B) se observa una escasa variacion de
los contenidos de las tres PAs en DS-1 respecto a S, Red Delicious (Figura 12 C)
incremento en forma significativa su contenido de Put, y en menor proporcion Spd y Spm.
En cambio, en Fuji (Figura 12 D), Granny Smith (Figura 12 E) y Cripp’s Pink (Figura 12 F)
se registraron los mayores aumentos en las PAs superiores como Spd y Spm en DS-1 en
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comparacion con S. A partir de lo sugerido por Maiale et al. (2004) y Zapata et al. (2004)
es posible que una mayor duracién de las condiciones estresantes permita que la Put
pueda ser utilizada en la biosintesis de PAs superiores. Liu et al. (2007) sostienen que
cultivares de una misma especie pueden diferir en la sensibilidad frente a una condicién
de estrés y ademas mostrar patrones diversos de variacion de las PAs bajo esas
condiciones.

La relacidon entre las PAs individuales se ve modificada por las condiciones de
estrés sobre los tejidos vegetales tal lo indicado por Zapata et al. (2004) a través de la
observacion del aumento en la relacion (Spd+Spm)/Put en diversas especies sometidas a
estrés salino. Wen et al. (2008) en un estudio de brotes de pera in vitro modificados para
la sobreexpresion de la SPDS encontraron que el incremento de la relacién
(Spd+Spm)/Put es un factor de tolerancia critico frente a las condiciones de estrés.

En nuestro trabajo, a excepcion de Red Delicious, todos los cultivares estudiados
presentaron una tendencia a un incremento de la relaciéon (Spd+Spm)/Put (Tabla 3).
Nuestros resultados sugirieren que la informacién brindada por esta relacion podria ser de
interés para caracterizar la respuesta de la piel de los diferentes cultivares a condiciones
de estrés por elevada radiacion solar.

Existe escasa informacion sobre el contenido relativo de cada una de la PAs
detectadas en diferentes cultivares de manzana. En este trabajo la conformacion de los
conglomerados segun la proporcion de Put, Spd y Spm en los diferentes tejidos
estudiados permitié establecer tres grupos. A partir del analisis del tejido S (Figura 13 A)
se conformd un primer grupo con Fuji, Gala y Cripp’s Pink, el cual presentd una alta
proporcion de Put (75%). Otro grupo fue formado por Red Delicious y Granny Smith con
un menor contenido relativo de Put del 60% y mayor proporciéon de Spd (28%), mientras
que el cultivar Golden Delicious se ubico en forma independiente con valores intermedios.

El efecto del estrés por elevada radiacion solar modificé el agrupamiento de
cultivares antes planteado (Figura 13 B). Todos los cultivares de color rojo y/o bicoloreado
conformaron un grupo y Golden Delicious y Granny Smith se ubicaron ambos en forma
independiente. Granny Smith se diferencié de los otros cultivares debido a una alta
proporcion de Spd (35%) y un bajo contenido relativo de Put (51%). El conglomerado de
las variedades rojas o bicoloreadas presentd una mayor proporcién de Put (66%) y
Golden Delicious mostré valores intermedios al igual que lo indicado en el tejido S.

A partir de estos resultados se puede observar que Golden Delicious es un cultivar

que, en el estado de madurez y bajo condiciones de estrés por elevada radiacion solar,
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modifica escasamente la proporcion entre las diferentes PAs. Por otra parte, la piel de los
cultivares rojos que presentan dano por sol como Gala, Fuji y Cripp’s Pink incrementaron
en mayor proporcion el contenido de Spd y Spm y en menor medida Put. Por ultimo,
Granny Smith es el cultivar que aumenté mas significativamente su contenido de Spd

como respuesta a las condiciones de estrés por elevada radiacion solar.

7.4 La capacidad antioxidante en la piel de frutos manzana se

incrementa bajo condiciones de estrés por elevada radiacion solar

El sistema de defensa antioxidante no enzimatico incluye al ascorbato y al
glutation, los tocoferoles, los carotenoides, los compuestos fendlicos (Mittler, 2004;
Scandalios, 2005) y las PAs (Kubis, 2008). La actividad antioxidante de los compuestos
no enzimaticos puede ser expresada en términos de la habilidad de secuestrar radicales
libres a través de una reaccién con un radical como es el DPPH (Rufino et al., 2011). En
el presente estudio la actividad antioxidante a través de la técnica de DPPH presentd
variaciones en el tejido S entre los diferentes cultivares estudiados (Figura 15). En
estudios realizados por Kondo et al. (2002), la actividad antioxidante-DPPH varié segun
en diferentes cultivares de manzanas y la parte del fruto analizada. Los extractos de piel
presentaron mayor contenido de antioxidantes respecto a la pulpa durante todo el
desarrollo del fruto.

La elevada radiacion solar en DS-1 incrementé en forma significativa la capacidad
antioxidante en todos los cultivares. Los mayores incrementos se registraron en Red
Delicious y en Golden Delicious. Estos resultados concuerdan con investigaciones
realizadas en Chile sobre manzanas Granny Smith, Braeburn y Fuji donde determinaron
un aumento en los niveles de antioxidantes-DPPH en los frutos con dafio por sol leve.
(Yuri et al., 2010; Yuri et al., 2014).

En el presente trabajo, el aumento de la capacidad antioxidante en el tejido DS-1
para todos los cultivares podria estar asociado, en parte, al mayor nivel de PAs, junto al
incremento de otros metabolitos antioxidantes no evaluados en este estudio. He et al.
(2008) reportaron cambios en la capacidad antioxidante enzimatica y no enzimatica en
transgénicos de Pyrus communis que sobreexpresan la SPDS en respuesta a estrés

salino. Estas lineas transgénicas presentaron mayor actividad antioxidante, menor
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concentracion de H.O2, y TBARs. Segun Kondo et al. (2011) las PAs pueden funcionar
como secuestradores de radicales libres y antioxidantes. En hojas de plantas de tomate
tipo salvaje bajo estrés por alta temperatura se observé un aumento de la peroxidacion de
lipidos pero en lineas transgénicas la sobreexpresion de SAMDC aumentd los niveles de
Spd y Spm y a su vez disminuy6 la peroxidacion de lipidos (Cheng et al., 2009). Segun
Unal et al. (2008), las PAs pueden inhibir la peroxidacion de lipidos en las membranas

celulares lo cual incrementa su tolerancia al estrés.

7.5 El mayor contenido de poliaminas en la piel de frutos de manzana
sometidos a elevada radiacion solar no evita el estrés oxidativo y la

manifestacion del daifo por sol

El exceso de temperatura y radiacion UV-B genera el dafio por sol en frutos debido
al estrés oxidativo causado por la produccion de EROs (Chen et al., 2008).

En los cultivares Red Delicious, Fuji y Granny Smith se determind un incremento
estadisticamente significativo de la concentracion de TBARs en el tejido DS-1 en
comparacion con S (Figura 14). En Gala y Golden Delicious se observo una tendencia
hacia una mayor peroxidacion lipidica en el sector DS-1 aunque sin significancia
estadistica. Estos resultados concuerdan con evaluaciones realizadas en manzana Gala
por Chen et al. (2008) donde encontraron un incremento de la peroxidacion lipidica en el
sector del fruto con dafo por sol. Segun los autores, el hecho de que la piel con dafo por
sol presente mayor peroxidacion lipidica indica que el sistema antioxidante fue incapaz de
hacer frente al proceso fotooxidativo producido por la elevada temperatura junto a la
elevada radiacion solar.

En el cultivar Cripp’s Pink no se produjeron diferencias en la peroxidacion lipidica
en DS-1 respecto a S. Esto podria deberse a una baja produccion de EROs o una mayor
actividad del sistema antioxidante (Hodges, 2004). Schrader et al., (2001) encontraron
que la pérdida de electrolitos no diferia significativamente entre tejido sano y el tejido con
dafo por sol con pardeamiento lo cual indica que la integridad de la membrana no habia
sido afectada.

Nuestros resultados sugieren que el incremento de la capacidad antioxidante total,
y del contenido de PAs en particular en DS-1, no fue suficiente para evitar los sintomas de
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dafo por sol leve y el aumento de la peroxidacion lipidica en este tejido. Esto es evidente
en cultivares como Red Delicious y Granny Smith donde se registraron incrementos
estadisticamente significativos en el contenido de PAs totales, la capacidad antioxidante y
el contenido de TBARs. Sin embargo, el mayor contenido de PAs podria estar
participando en la respuesta antioxidante protegiendo a los frutos durante las condiciones
de estrés oxidativo y evitando la mayor severidad de los sintomas de asoleado.

7.6 El estrés por elevada radiacion solar durante el desarrollo de frutos
de manzana condiciona la evoluciéon de los indices de calidad en la

conservacion en frio

La exposicion de los frutos de manzana a excesiva radiacion solar y temperatura a
campo, tienen un impacto considerable en su calidad y comportamiento en poscosecha
(Woolf y Ferguson, 2000; Rudell et al., 2008). Algunas de las propiedades que pueden ser
afectadas incluyen la tasa de maduracion, la coloracién de la piel, el contenido de materia
seca, los sdlidos solubles, la acidez, la concentracion de minerales y la firmeza de pulpa
(Woolf y Ferguson, 2000). Esta ultima propiedad es un importante indicador de la calidad
de frutos de manzano durante la poscosecha. Los frutos mas firmes se consideran de
mejor calidad (Johnston et al., 2001). En el presente estudio se produjo un significativo
descenso de la firmeza durante el periodo de almacenaje en el tejido S y DS-1 tanto en
Granny Smith como en Cripp’s Pink. En ambos cultivares se observé una reduccion de la
firmeza desde el dia 0 al dia 120 y luego se mantuvo relativamente constante (Figura 16 A
y B). La evolucion de la firmeza observada coincide con Johnston et al. (2001), los cuales
determinaron que el proceso de pérdida de firmeza en frutos de manzana durante la
conservacion en frio ocurre en tres fases: una fase inicial hasta aproximadamente los 25
dias de conservacion en donde no se produce descenso de la firmeza o es muy leve.
Luego es seguida por una fase con una alta tasa de pérdida de firmeza hasta los 100 dias
aproximadamente y finalmente una etapa en la cual el fruto deja de perder firmeza o se
produce muy lentamente.

La tasa de pérdida de firmeza fue similar en DS-1 y en S, lo que sugiere que este
descenso no estaria relacionado con el nivel de dafo por sol estudiado. Por lo tanto, el

valor de firmeza inicial en cada tejido condicionaria los valores de firmeza alcanzados al

96



final del periodo de almacenaje. Segun Knee y Smith (1989) en manzanas hay una
significativa correlacion entre la firmeza a cosecha y la firmeza alcanzada luego del
periodo de almacenamiento.

En coincidencia con lo presentado por Schrader et al. (2009), en el presente
estudio el mayor valor de firmeza inicial en el sector del fruto con DS-1, tanto en Granny
Smith como en Cripp’s Pink, se mantuvo durante todo el tiempo de almacenaje. Esta
diferencia puede deberse a que el sector del fruto con DS-1 presenta una diferente
composicion de la pared celular (Woolf y Ferguson, 2000) o pérdida de agua en su tejido
(Racsko et al., 2005b). Asimismo, es posible que el mayor contenido de PAs detectado en
el sector DS-1 respecto a S de ambos cultivares (Tabla 3) esté también relacionado con la
mayor firmeza de pulpa de este tejido y del mantenimiento de la misma durante el
almacenaje (Figura 16 A y B). La naturaleza policatiénica de las PAs juega un rol similar al
calcio en el mantenimiento de la firmeza de los frutos, a través de la estabilizacion de la
pared celular. La eficiencia en el mantenimiento de la firmeza de frutos es generalmente
mayor con moléculas con mayor numero de cationes disponibles lo que implica que la
Spm** es mas eficiente que la Spd*® y ésta a su vez que la Put*? (Asrey et al., 2008). Los
tratamientos exdégenos con Put durante la conservacion promueven valores mas altos de
firmeza y retrasan la maduracién en limones (Valero et al., 1998) y manzanas (Saftner et
al., 1990; Kramer et al. ,1991).

Schrader et al. (2009) determinaron que, a medida que se incrementaba el nivel de
dafio por sol en diferentes cultivares de manzana, también aumentaba el contenido de
solidos solubles y esta tendencia se mantenia desde cosecha hasta los 6 meses de
almacenaje. En concordancia con estos resultados, en el presente trabajo se observo
tanto en Granny Smith como en Cripp’s Pink un mayor contenido de sélidos solubles en
DS-1 respecto a S a lo largo de los 180 de conservacion (Figura 16 C y D). Estos
resultados sugieren que la evolucion del contenido de sdlidos solubles en ambos
cultivares esta influenciada especialmente por el nivel de dafio por sol y el contenido
inicial y que las condiciones de conservacion afectan de forma similar a S y DS-1. En
ambos cultivares se detectd también un leve incremento de este parametro a la mitad del
periodo estudiado y luego un descenso hacia los 180 dias. Este aumento durante el
almacenaje fue observado previamente (Erturk et al., 2002; Fellman et al., 2003) y se
corresponde con la disminucion del contenido de almidon debido a su despolimerizacion

(Vilaplana et al., 2006). El descenso observado en etapas mas tardias implica que
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algunos azucares fueron usados para la respiracion o en otros procesos cataliticos (Ergun
etal., 2012).

Nuestros resultados indican un comportamiento diferencial de la acidez titulable
durante la conservacion en los dos cultivares. En Granny Smith el tejido S presenté mayor
acidez respecto a DS-1 durante todo el periodo de almacenaje aunque no se detectaron
variaciones significativas a lo largo de los 180 dias (Figura 16 E). Por el contrario, en
Cripp’s Pink no se detectaron diferencias entre tejidos, pero se observé un descenso
significativo de la acidez entre el dia 0 y 120 de conservacion (Figura 16 F). La
disminucion de la acidez durante el periodo de conservacion de manzanas ha sido
reportada anteriormente (Fellman et al., 2003; Nilsson y Gustavsson, 2007). Segun
Ackermann et al. (1992), el incremento de la respiracion de los frutos de manzana durante
el almacenamiento es responsable de la disminucién del acido malico el cual es utilizado
como sustrato metabdlico junto a los azucares.

Schrader et al. (2009) determinaron una menor acidez a medida que se
incrementaba el dafno por sol y una disminucion a medida que transcurria el tiempo de
conservacion. Sin embargo, Klein et al. (2001) reportaron que la acidez titulable fue similar
en frutos expuestos y no expuestos a la radiacion solar. Nilsson y Gustavsson (2007)
sugieren que la posicion de los frutos en la planta, y por lo tanto su grado de exposicién a
la radiacion solar, tiene una escasa influencia en la acidez de los frutos de manzana.

En el presente estudio los cambios en los indices de calidad registrados se
corresponden con la evolucidon caracteristica de frutos de manzana durante la
conservacion refrigerada. La mayor firmeza y sélidos solubles observada en la etapa de
madurez en DS-1 permanecié durante la etapa de almacenaje en ambos cultivares. Esto
indica que las variaciones encontradas en estos parametros fueron fuertemente
influenciadas por el nivel de dafio por sol al estado de madurez y en menor medida por las

condiciones durante la conservacion.
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7.7 La concentracion de poliaminas en piel de manzana durante la
conservacion en frio presenta variaciones segun el cultivar y el nivel

de dano por sol

Bajo las condiciones de conservacion del presente estudio, la evolucion del
contenido de PAs durante el almacenaje estuvo relacionada al tipo de tejido estudiado. En
ambos cultivares se detecté al dia 0 un mayor contenido de PAs en DS-1 respecto a S.
Sin embargo, durante la conservacion en frio se produjo en forma sostenida un
incremento de la concentracion de PAs totales en S, mientras que el contenido en la piel
DS-1 permanecio relativamente constante (Figuras 17 A y 18 A). El incremento de PAs
observado en la piel S de ambos cultivares se corresponde especialmente con la
acumulacién de Put (Figuras 17 By 18 B).

El incremento de PAs y en especial Put bajo situaciones de estrés por bajas
temperaturas ha sido documentado en maiz (Németh et al., 2002), tomate (Kim et al,,
2002), zapallo (Shen et al., 2000) y arroz (Lee at al., 1997). Estudios realizados por Palma
et al. (2014) en epidermis de zapallo zucchini determinaron que los niveles de Put
aumentaron durante el almacenamiento a 4°C pero disminuyeron durante la conservacion
a 20°C. Este comportamiento sugiere que la Put se acumula después de la cosecha sdlo
en respuesta a estrés por frio y no debido al almacenamiento poscosecha en si.

Segun Martinez-Romero et al. (2000), el incremento del nivel Put debido a las
bajas temperaturas podria ser una respuesta de proteccion contra las bajas temperaturas
0 una consecuencia de este tipo de estrés. Zhang et al. (2009), a partir de investigaciones
en hojas de zapallo, sugieren que las PAs en especial la Put y la Spd actian como un
mecanismo antioxidante compensando el estrés oxidativo causado por las bajas
temperaturas.

Los niveles de Spd y Spm en ambos cultivares fueron superiores en el tejido DS-1
respecto S desde el inicio y durante los 180 dias de conservacion. Esto indica que la
mayor concentracion de Spd y Spm observada en el estado de madurez en el tejido DS-1
respecto a S se mantuvo a lo largo del periodo de almacenaje. Por otro lado, se detectd
una diferencia en la evolucion de Spd y Spm segun el cultivar considerado. En S y DS-1
de Granny Smith se produjeron algunas variaciones en la concentracion de Spd y Spm
durante la conservacion, pero luego de 180 dias no se encontraron modificaciones

sustanciales respecto al contenido al inicio del almacenaje (Figuras 17 C y D). Sin
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embargo, en Cripp’s Pink se produjo un incremento de Spd y de Spm en ambos tejidos
estudiados a lo largo del periodo de conservacion (Figuras 18 C y D). Previamente se
han reportado en otras especies respuestas diversas en la concentracion de Spd y Spm
bajo condiciones de estrés por bajas temperaturas. Mientras que en algunos casos se ha
observado que los niveles de Spd y Spm permanecen constantes o disminuyen (Alcazar
et al., 2010; Cuevas et al., 2008), en otros se han detectado incrementos (Renaut et al.,
2005).

Estas variaciones en los niveles de Put, Spd y Spm registradas durante la
conservacioén en frio produjeron diferentes valores en la relacién (Spd + Spm)/Put segun
el cultivar considerado. En el tejido DS-1 de Granny Smith no se producen modificaciones
en el contenido relativo de PAs lo cual genera que la relacion (Spd+Spm)/Put permanezca
constante (Tabla 4). Por otra parte, en el tejido S se observa una disminucion significativa
de la relacién (Spd+Spm)/Put a partir de los 90 dias debido especialmente al incremento
de Put. Por el contrario, en Cripp’s Pink los valores de la relacién (Spd+Spm)/Put en S se
mantienen constantes debido al incremento proporcional de las tres PAs, mientras que en
DS-1 se observa un aumento de la relacién a partir de los 120 dias debido al incremento
de Spd y Spm. Esta diferencia encontrada en la relacién (Spd+Spm)/Put entre cultivares y
tipos de tejido podria estar relacionada con la respuesta frente a las condiciones de estrés
por frio (Menéndez et al, 2013). Segun Zheng et al. (2009) la conversion de Put en Spd y
Spm, y por lo tanto la relacion entre las PAs individuales, estaria posiblemente

involucrada en la tolerancia al frio.

7.8 El incremento de poliaminas y de la capacidad antioxidante durante
la conservacién no evitan la peroxidacion de lipidos en piel de Granny

Smith y Cripp’s Pink

Las bajas temperaturas pueden producir estrés oxidativo a través del desbalance
entre la produccion y la degradacién de EROs. El exceso de EROs produce peroxidacion
de lipidos, dafio en las membranas y finalmente la senescencia del fruto (Chaparzadeh y
Yavari, 2013). Los resultados obtenidos en Granny Smith indican una interaccion
significativa en la peroxidacion de lipidos entre el tiempo de conservacion y el tejido
considerado (Figura 19 A). El dia 0, la piel con DS-1 presenté valores estadisticamente
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superiores de peroxidacion lipidica respecto a S. Sin embargo, a partir de los 90 dias se
observé un incremento significativo de TBARs en el tejido S, mientras que en DS-1 se
mantuvo constante. La mayor capacidad antioxidante en DS-1 respecto a S detectada en
el estado de madurez se mantuvo durante todo el periodo de conservacién y se observo
un incremento de este parametro en ambos tejidos luego de 180 dias de almacenaje
(Figura 19 C). Estos resultados coinciden con estudios realizados por Hoang et al. (2011)
donde determinaron que la actividad antioxidante-DPPH en manzanas se incremento en
piel y en pulpa durante 160 dias de almacenaje. Por el contrario, otros estudios indican
que la capacidad antioxidante puede disminuir durante la conservacién refrigerada
(Vilaplana et al., 2006; Chaparzadeh y Yavari, 2013). Segun Barden y Bramlage, (1994),
los antioxidantes liposolubles como los carotenoides y los a-tocoferoles se mantienen
estables o se incrementan, mientras que los hidrosolubles disminuyen durante la
conservacion en frio.

Nuestros resultados mostraron que no se produjo un aumento del nivel de
peroxidacion de lipidos en el tejido con DS-1 en Granny Smith a lo largo del periodo de
conservacion (Figura 19 A). Por lo tanto, es posible que el mayor nivel de antioxidantes en
ese sector del fruto inducido a campo a causa del estrés por elevada radiacion solar
aumente la tolerancia frente a las condiciones oxidativas durante la conservacion en frio.
Shewfelt y del Rosario, (2000) sugieren que la induccion de antioxidantes y de sistemas
de defensa o reparacion en respuesta a una condicion de estrés inicial pueden limitar la
peroxidacion de lipidos cuando son sometidos a una condicidon de estrés posterior.

La acumulacion de TBARs en el tejido S de Granny Smith sugiere que el
incremento de la capacidad antioxidante y del contenido de PAs, especificamente de Put
detectado en este tejido, no fue suficiente para aliviar la condiciones de estrés oxidativo a
la cuales estuvo sometido durante la conservacion a bajas temperaturas. Segun
Mirdehghan et al. (2007), el nivel normal de PAs enddgenas no seria lo suficientemente
alto para la adaptacién a las condiciones del almacenamiento refrigerado de los frutos.
Por otra parte, el efecto de la Put en condiciones de estrés por frio y sobre la estabilidad
de las membranas es controversial. Segun Palma et al. (2014) la acumulacion de Put es
una respuesta al estrés por frio y no un mecanismo de proteccion. Ditomaso et al. (1989)
proponen que, cuando se acumula excesiva Put, ésta es oxidada por oxidasas
provenientes de la pared celular lo cual resulta toxico para las plantas. Algunos productos
como aldehidos, H2O; y radicales libres se acumulan durante este proceso, el cual puede

producir dafios en la membrana plasmatica. También, se propone la importancia de la Put
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en respuesta al frio en la modulacién de los niveles de otros compuestos tales como ABA
y GABA, ya que la Put es un precursor de la sintesis de este ultimo (Shelp et al., 2012;
Alcazar et al., 2010).

En el caso del cultivar Cripp’s Pink los tejidos S y DS-1 presentaron un aumento
de la peroxidacion de lipidos desde el dia 0 al dia 180 de conservacion lo cual demuestra
que las condiciones durante la conservacion en frio indujeron estrés oxidativo en ambos
tejidos (Figura 19 B). Segun Toivonen (2003), una evidencia directa del dafo oxidativo en
los tejidos vegetales es la acumulacion de productos de la peroxidacion lipidica y la
pérdida de integridad de membrana. El tejido DS-1 de Cripp’s Pink presenté mayor
capacidad antioxidante a cosecha y a su vez un aumento durante la conservacion en frio
(Figura 19 D). No obstante, este incremento fue insuficiente para evitar el dafio de
membrana en este tejido.

El leve incremento de los niveles de Spd y Spm producido en DS-1 de Cripp’s Pink
durante la conservacion (Figura 18 C y D) no modificé sustancialmente el contenido total
de PAs el cual se mantuvo relativamente constante durante el periodo de almacenaje
(Figura 18 A). El incremento de la capacidad antioxidante durante la conservacion en la
piel de Cripp’s Pink con DS-1 (Figura 19 D) no estaria asociado a la concentracion de
PAs sino a otros compuestos promotores de la actividad antioxidante. Por otra parte, en
el tejido S en Cripp’s Pink no se detectaron incrementos en su capacidad antioxidante
(Figura 19 D) y se observé un aumento significativo de la concentracion de Put, Spd y
Spm a lo largo del periodo de almacenaje (Figuras 18 B, C y D). Es posible que en este
cultivar se haya producido durante la conservacion la reduccién de compuestos que

forman parte del complejo antioxidante en S.

7.9 EIl desarrollo de fisiopatias de poscosecha en piel de frutos
de manzana presenta variaciones segun el contenido de poliaminas y
la capacidad antioxidante de los diferentes cultivares y tejidos

estudiados

Los frutos de manzana expuestos a alta radiacion solar durante su crecimiento,
desarrollan escaldado por sol durante su conservacion en frio. Este desorden fisiologico

se produce exclusivamente en la superficie del fruto que estuvo expuesta a la radiacion
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solar (Lurie et al., 1991, Contreras et al., 2008; Vita et al., 2016). Por otra parte el
escaldado superficial es un desorden fisiolégico de peras y manzanas causado por frio y
estda asociado a estrés oxidativo durante los meses de almacenamiento a baja
temperatura (Du y Bramlage, 1995). La temperatura durante el almacenaje en frio de los
frutos de manzana puede oscilar entre 0-3°C e influye fuertemente en los frutos
dependiendo de la sensibilidad del cultivar (Johnston et al., 2002). En el presente estudio
la exposicion de tejidos S y DS-1 de Granny Smith y Cripp’s Pink a las condiciones
estresantes de la conservacion en frio, promovioé respuestas diferentes segun el cultivar y
el tipo de tejido considerado respecto al desarrollo de escaldadura de sol y escaldadura
superficial.

7.9.1 Escaldadura por sol

El desarrollo de escaldado por sol observado en DS-1 del cultivar Granny Smith y
el incremento en la intensidad del mismo durante la conservacién (Figura 21 y Foto 6)
coinciden con reportes previos en el mismo cultivar (Contreras et al., 2008; Hernandez et
al.,, 2014). Aunque existe relativamente escasa informacion sobre el origen del
oscurecimiento de la piel que se visualiza en el escaldado por sol algunas investigaciones
indican que la oxidacién de fenoles, en especial glicdsidos de quercetina podrian ser el
origen de esta fisiopatia (Hernandez et al., 2014). Posiblemente ésta sea la causa por la
cual en el presente estudio no se observé un incremento de la peroxidacion de lipidos
durante la conservacion a pesar del alto nivel de incidencia y severidad de escaldado por
sol detectado en DS-1 de Granny Smith. Estos resultados sugieren que la peroxidacion de
lipidos de membrana no estaria involucrada en el oscurecimiento de la piel. Es posible
que la oxidacion de otros compuestos, como es el caso de fenoles, este relacionada a
esta fisiopatia.

El estrés por elevada radiacion solar promovié en el sector del fruto con DS-1 en
Granny Smith un mayor contenido PAs en especial Spd y Spm y mayor capacidad
antioxidante. No obstante, el desarrollo de escaldadura por sol detectado en este tejido
sugiere que tanto el nivel de PAs al estado de madurez, como otros compuestos
antioxidantes promovidos por el estrés por alta radiacion, no fueron suficientes para evitar
el dafo oxidativo y el desarrollo del escaldado por sol.

En contraposicion al alto nivel de incidencia del escaldado por sol registrado en
Granny Smith, en Cripp’s Pink se observé este desorden en DS-1 sélo a partir de los 150
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dias de conservacion y en muy baja incidencia e intensidad (Foto 8). Sin embargo, en
este tejido se produjo un incremento de TBARs a lo largo del almacenaje. Estos
resultados podrian corroborar la falta de relacion entre la peroxidacion de lipidos de
membrana con la expresion del escaldado por sol previamente observada en el cultivar
Granny Smith. A partir de las variaciones encontradas en la peroxidacion de lipidos de
membrana y la expresion de la escaldadura por sol es posible contemplar un sustrato
diferencial de las EROs generadas durante la conservacion en frio para ambos cultivares.
En el caso de Granny Smith podrian ser los fenoles, en especial los glicésidos de
quercetina cuya oxidacion provoca el amarronamiento tipico de este desorden
(Hernandez et al., 2014). En cambio en Cripp’s Pink las EROs podrian reaccionar con los
lipidos de las membranas, lo cual se expresa en el incremento de TBARs pero sin
desarrollo de manchas marrones durante el almacenaje.

Al igual que lo indicado en DS-1 de Granny Smith, en Cripp’s Pink también se
detectdé un mayor contenido de PAs y capacidad antioxidante en el estado de madurez
como respuesta al estrés por elevada radiacién solar. Sin embargo en Cripp’s Pink se
registré6 ademas el incremento de Spd y Spm durante el periodo de conservacion a bajas
temperaturas. La escasa incidencia del escaldado por sol en este cultivar podria estar
relacionada con este incremento de PAs, las cuales han sido reportadas como protectoras
de los compuestos fendlicos. Las PAs provocan una menor tasa de degradaciéon de los
compuestos fendlicos debido a que limitan la actividad de la enzima polifenoloxidasa
(Jhalegar et al., 2012).

7.9.2 Escaldadura superficial

En el presente estudio el desarrollo de la escaldadura superficial se limitd
exclusivamente al sector S de Granny Smith y se observé en forma circundante al tejido
DS-1 un sector visualmente sano el cual no presentaba ni escaldadura de sol ni superficial
(Figura 22 y Fotos 6 y 7). Estos resultados concuerdan con estudios realizados en
manzana por Ma y Cheng (2003) y Rodikov (2008), y en peras por Zhao et al. (2016)
quienes indican que el sector de los frutos no expuesto a la radiacidon solar presenta
mayor desarrollo de escaldadura superficial que el sector expuesto. Nuestros resultados
concuerdan con Zhao et al. (2016) quienes detectaron una mayor capacidad antioxidante-

DPPH a cosecha y durante toda la conservacion en el sector del fruto expuesto a la
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radiacion solar. Por lo tanto, la mayor capacidad antioxidante observada en el estado de
madurez en el tejido DS-1 (Figura 19 C) respecto a S, podria ser la causa de la ausencia
de escaldadura superficial en DS-1 y en el tejido circundante a DS-1 en Granny Smith. Sin
embargo estudios recientes sostienen que este mecanismo no estd aun completamente
confirmado (Wright et al., 2015).

El tejido S en Granny Smith también manifesté un incremento de la capacidad
antioxidante durante la conservacion, lo cual indica una respuesta del tejido frente a las
condiciones causadas por el estrés por bajas temperaturas. Sin embargo, este aumento
de la capacidad antioxidante no resultd suficiente para evitar el desarrollo de la
escaldadura superficial. Los mecanismos antioxidantes tienen un rol fundamental en el
desarrollo del escaldado superficial (Whitaker et al., 2000; Ahn et al., 2007). Bordonaba et
al. (2013) sugieren que algunos antioxidantes especificos, mas que el potencial
antioxidante en si mismo, son claves en la mayor o menor susceptibilidad al escaldado
superficial en frutos de manzana.

El desarrollo del escaldado superficial estuvo asociado al aumento de la
peroxidacion lipidica en S de Granny Smith. Esto concuerda con estudios anteriores en
este cultivar donde la acumulacion de EROs vy la peroxidacion de lipidos se incrementé
con el avance de la conservacion y esto se correlaciond positivamente con la incidencia
del escaldado superficial (Pesis et al., 2012; Mditshwa et al., 2016).

En el presente estudio se detecté un incremento del contenido de AF y de TC
entre los 120 y 150 dias de almacenaje en el tejido S (Figura 20 A y C), lo cual coincide
con la visualizacion de los sintomas de escaldadura superficial. Por otra parte el tejido
DS-1 también present6é un incremento del contenido de AF pero sélo se detect6é un leve
aumento de TC en comparacién al observado en el tejido S. Segun Ahn et al. (2007) los
niveles de AF no estarian involucrados directamente en el desarrollo de escaldado
superficial sino la acumulacion de TC y MHO en la piel serian la causa de su desarrollo.
La disminucion de los AF durante el almacenamiento prolongado en frio se debe a una
menor actividad de la AFS, asi como una mayor oxidacion a TC. La aparicién de los
sintomas de escaldado por lo general, coinciden con este periodo (Rupasinghe et al.,
2000). Esto concuerda con lo observado en este estudio donde el incremento significativo
de TC a los 120 dias en S (Figura 20 C) se correlaciona con la aparicion de escaldado
superficial en este tejido (Foto 7).

Rodikov (2008) indica que los tejidos de manzana expuestos a la radiacion solar

presentan contenidos similares de AF que los no expuestos pero no se escaldan debido
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posiblemente a que algunas sustancias inhiben la oxidacion de los AF. Contreras et al.
(2008) determinaron en manzanas Granny Smith que la concentracién de AF y TC fue
significativamente mas baja en el sector con golpe de sol que en el sector sano lo que
demostraria la capacidad de los tejidos afectados por dafo por sol de reducir la presencia
de compuestos considerados iniciadores del proceso de escaldado en manzanas.

Durante el periodo de conservacion estudiado se observd en forma analoga la
aparicion de los sintomas de escaldadura superficial en el tejido S de Granny Smith y el
incremento de Put. Estos resultados concuerdan con Rodriguez et al. (2001) quienes
encontraron durante el almacenaje en frio de berenjenas un incremento sustancial de Put,
el cual coincidia con la aparicion externa de sintomas de dafo por frio. Por otra parte,
McDonald y Kushad (1986) reportaron una correlacion significativa entre el aumento de
Put y la gravedad del dafo por enfriamiento en limones, pomelos y pimientos, y
propusieron que la acumulacion de Put en los tejidos podria deberse a una induccion
causada por el estrés.

Durante todo el periodo de conservacion estudiado no se observé desarrollo de
escaldadura superficial en el tejido S de Cripp’s Pink. (Foto 9). Segun Calvo et al. (2008)
el cultivar Cripp’s Pink se clasifica como poco susceptible a la escaldadura superficial,
pero cuando la cosecha es temprana y se hace una conservacién por mas de seis meses,
los frutos son afectados por esta fisiopatia y deben ser tratados con algun antiescaldante
para controlar su aparicion.

En este cultivar el incremento de TBARs durante la conservacion en el tejido S no
estuvo correlacionado con la aparicidon de la escaldadura superficial en el tejido S. Aunque
estudios previos indican una alta correspondencia entre la peroxidacion de lipidos y esta
fisiopatia (Pesis et al., 2012; Mditshwa et al., 2016), otros autores no encontraron una
relacion clara entre la peroxidacion de lipidos y la incidencia del escaldado superficial
(Bordonaba et al., 2013).

El contenido de AF en el tejido S y DS-1 de Cripp’s Pink tuvo un comportamiento
similar (Figura 20 B). Se observé un incremento significativo a partir de los 90 dias y luego
se mantuvo relativamente constante hasta los 180 dias. Las concentraciones registradas
fueron similares a las indicadas en el tejido S de Granny Smith. Por otra parte, los niveles
de TC del tejido S y DS-1 en Cripp’s Pink no se diferenciaron y ambos presentaron un
incremento significativo a partir de los 120 dias de conservacion (Figura 20 D). Sin
embargo, el nivel de TC alcanzados en el tejido S de Cripp’s Pink fue 4 veces inferior al

que presento el tejido S y con escaldadura superficial en Granny Smith. Esto confirma que
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los niveles de AF no se encuentran involucrados directamente en el desarrollo de
escaldado superficial sino que la acumulacién de TC en la piel seria la causa de su
desarrollo (Ahn et al., 2007).

En el tejido S de Cripp’s Pink no se detectd un incremento de la capacidad
antioxidante a lo largo de la conservacion, y se produjo un incremento significativo de
contenido de Put, Spd y Spm. Segun Slocum et al. (1984) los niveles de Spd y Spm
parecieran no estar relacionados con la expresion de dafo de los tejidos vegetales a
causa del estrés por frio. Nair y Singh (2004) en frutos de mango encontraron que las
bajas temperaturas promovian la acumulacién de Put y la reduccién de los contenidos de
Spd y Spm. Sin embargo la acumulacién de Put no evité el dafo por frio. La reduccion de
los danos por frio con la aplicacion de Spd y Spm indicaria que el desarrollo de los dafios
por frio en mango podrian estar asociados con la biosintesis de las PAs superiores.

Del mismo modo, Zhang et al. (2009) determinaron que en hojas de cultivares de
zapallo resistentes al frio presentaban niveles superiores de Put, Spd y Spm mientras que
en los cultivares sensibles sdlo se observaba un leve incremento de Put.

Por lo expuesto, se sugiere que el incremento significativo de Spd y Spm
detectado en nuestro estudio durante la conservacion en frio en el tejido S Cripp’s Pink

podria formar parte de la resistencia al escaldado superficial de este cultivar.
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8. CONCLUSIONES

En la Figura 23 se observan las principales conclusiones obtenidas en el estado de

madurez de los distintos cultivares estudiados.
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Figura 23: Variaciones en el contenido de poliaminas (PAs) en la piel de frutos de diferentes cultivares de

manzana debido a estrés por elevada radiacion solar. Put: putrescina; Spd: espermidina; Spm: espermina.

e El estrés por elevada radiacion solar incrementa el contenido de PAs en piel de frutos,

de forma diferencial segun el cultivar de manzana considerado.

e El incremento de la capacidad antioxidante y del contenido de PAs en el tejido
sometido a estrés por elevada radiacion solar no es suficiente para evitar el aumento

de la peroxidacion lipidica y los sintomas de dafio por sol.
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En la figura 24 se grafican las conclusiones obtenidas durante el periodo de

conservacion refrigerada.

Conservacion refrigerada

Desarrollo de W Sin desarrollo de
Escaldado superficial Escaldado superficial
Incremento de Incremento de
Put Put, Spd y Spm
Incremento de Sin variacién de
Capacidad Antioxidante Capacidad Antioxidante
Piel Sana (S)
Incremento S Incremento
de TBARs ' de TBARs

Granny Smith  Cripp’s Pink

Sin variacion Incremento
de TBARs de TBARs
Piel con dafio por sol grado 1 (DS-1)
Incremento de Incremento de Capacidad
Capacidad Antioxidante Antioxidante
Sin variacion de Incremento de
PAs Spdy Spm
Desarrollo de Escaso desarrollo de
Escaldado por sol Escaldado por sol

Figura 24: Efecto de la conservacion refrigerada sobre el metabolismo oxidativo, contenido de

poliaminas (PAs) y desarrollo de fisiopatias de poscosecha en frutos de manzanas de los cultivares

Granny Smith y Cripp’s Pink. TBARs: especies reactivas al acido tiobarbiturico; Put: putrescina; Spd:

espermidina; Spm: espermina.

La evolucién del contenido de PAs presenta diferencias segun el cultivar y el tejido
considerado. La concentracion de Put se incrementa en el tejido sano de Granny
Smith, mientras que no se producen variaciones en el tejido con dafo por sol leve.
En Cripp’s Pink el tejido sano aumenta los niveles de Put, Spd y Spm y el tejido

con dafo por sol sélo Spd y Spm.
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La falta de correspondencia entre el desarrollo de escaldadura por sol durante la
conservacion y la peroxidacién de lipidos de membrana indica que este proceso

no esta involucrado en el oscurecimiento de la piel de manzana.

El aumento de la capacidad antioxidante y del contenido de Put en el tejido sano
de Granny Smith no evita el incremento de la peroxidacion de lipidos y el

desarrollo de escaldado superficial durante la conservacion.

El incremento de Spd y Spm en el tejido con dafio por sol leve en Cripp’s Pink
durante la conservaciéon refrigerada se asocia a la menor la expresion del

escaldado por sol.

El incremento de Put, Spd y Spm en el tejido sano de Cripp’s Pink durante la
conservacioén en frio contribuye en la tolerancia al escaldado superficial de este

cultivar.
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A partir de los resultados alcanzados en este estudio surgen algunos aspectos de

interés para futuras lineas de avance tales como:

- Profundizar el estudio de las diferencias entre cultivares de manzana en el
metabolismo de PAs y su contribucién en la actividad antioxidante de los frutos sometidos

a condiciones estresantes por alta radiacion solar.

- Realizar estudios que permitan esclarecer la participacion de los antioxidantes en
general y de las PAs en particular en el desarrollo del escaldado por sol en piel de frutos

de manzana durante la conservacion en frio.
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