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RESUMEN

La inundacidn del suelo, en general, impacta negativamente sobre las plantas terrestres.
En las regiones fruticolas se generan por el ascenso freatico, el aumento del caudal de los
rios, el manejo inadecuado del riego y por problemas de drenaje. En arboles frutales, la
tolerancia a la inundacién depende de la especie y del portainjerto, siendo las prunoideas
poco tolerantes. El objetivo general de esta tesis fue avanzar en el conocimiento de
algunas respuestas a la inundacion de plantas de duraznero, y de sus frutos en poscosecha.
Se pretendié comprender los principales efectos que generan diferentes niveles y periodos
de inundacion sobre plantas jovenes y adultas de duraznero y sobre diferentes
portainjertos de este cultivo, analizando respuestas fisioldgicas y de crecimiento.
Asimismo, se procurd establecer el impacto de la inundacion del arbol sobre la
composicion, calidad y comportamiento en poscosecha de los frutos provenientes de esas
plantas. En el capitulo 2 se evaluaron las respuestas fisiologicas y de crecimiento a la
inundacion de tres variedades de portainjertos: Nemared, Mirabolano Sansavini (Mr. S.
2/5) y Monegro. Mr.S. 2/5, que posee en sus raices aerenquima, fue el Unico tolerante a
la inundacion durante el periodo de crecimiento vegetativo anual. Eran inexistentes los
antecedentes sobre el efecto de una inundacion parcial de las raices (inundacion que afecta
solamente a la mitad de las raices de las plantas) en la fisiologia (conductancia estomatica,
potencial agua de las hojas y clorofilas) y el crecimiento de durazneros (longitud del
vastago, longitud de brotes y didmetro de brotes), abordado en el capitulo 3. Dicho
tratamiento tuvo en Nemared las mismas respuestas fisiologicas y de crecimiento que la
inundacion total de las raices. Tampoco se conocia el impacto de la inundacién continua
en precosecha en durazneros, evaluado en el capitulo 4. Dicho tratamiento afectd la
fotosintesis por causas estomaticas y no estomaticas, el potencial hidrico y el crecimiento
de la planta en su conjunto medido como diametro y en longitud de brotes como asi
también peso fresco, peso seco y area de las hojas de los arboles de duraznero. Por ultimo,
el capitulo 5 comprende la evaluacién del efecto de la inundacion sobre el
comportamiento de los frutos en cosecha y poscosecha. La inundacion total de las raices
aumentd la tasa de maduracion de los frutos, anticipdndola, ademas, adelanté la
produccion de etileno y su magnitud. Los frutos cosechados de los arboles inundados
tuvieron mayor acumulacion de carotenoides, degradacion de clorofilas, relacion de
solidos solubles/ acidez, deshidratacién y ablandamiento en poscosecha. EI aumento en
la tasa de maduracién de los frutos implica que los mismos deberian ser cosechados y
comercializados con anterioridad a los de las plantas no inundadas, para que lleguen al
mercado en ptimas condiciones, dado que la vida poscosecha de los mismos puede verse
acortada. Asimismo, si no se tiene en cuenta la mayor velocidad de maduracion de los
frutos en el arbol a causa de la inundacion, es probable que haya una mayor pérdida en
precosecha de los frutos, teniendo una implicancia negativa para el productor. En este
sentido, seria conveniente que los frutos provenientes de &rboles inundados se
comercialicen en cercanias al lugar de cosecha dado que a su vez los duraznos son frutos
considerablemente perecederos. Los resultados de esta tesis contribuyen a aumentar
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nuestra comprension del estrés por inundacion y algunos mecanismos involucrados en las
respuestas a la misma en una especie de importancia econémica, como es el duraznero.
Ademaés, permiten comprender mejor como este estrés, en la planta, subyace sobre el
comportamiento de los frutos en la poscosecha, en momentos en que la inundacion ya no
esta presente. En estos aspectos, la cantidad de informacion disponible era muy escasa.

Palabras clave: Prunus persica, inundacion, estrés abidtico, ecofisiologia de frutales,

poscosecha
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PEACH TREE RESPONSES TO SOIL FLOODING AND ITS RELATIONSHIP
WITH THE QUALITY AND BEHAVIOR OF THE FRUITS IN THE POST-

HARVEST

ABSTRACT

Flooded soils generally impact negatively on land plants causing flooding stress. In fruit-
growing regions, flooding can be generated due to phreatic groundwater levels rise,
increased river flow, inadequate irrigation management, and drainage problems. Flooding
tolerance in fruit trees depends on the species and the rootstock. Among the different
species, prunus species are not characterized by having high levels of tolerance. The
general objective of this thesis was to explore some responses of peach plants exposed to
flooding, and their postharvest fruits. The aim was to understand the main effects
generated by different levels and periods of flooding on young and adult peach plants and
on different rootstocks of this crop, analyzing physiological and growth responses. The
main effects generated by different levels and periods of flooding on young and adult
peach plants, on the one hand, and on different rootstocks, on the other, were studied,
analyzing physiological and growth responses. Likewise, an attempt was made to
determine the impact of soil flooding on the quality, biochemical composition and
postharvest behavior of the peach fruits. In Chapter 2, the physiological and growth
responses to flooding of three rootstock varieties (Nemared, Mirabolano Sansavini
(Mr.S.2/5) and Monegro) are discussed. The Mr.S.2/5 rootstock has aerenchyma in its
roots and was the only flood tolerant during the annual vegetative growth period. In
Chapter 3, the effect of partial root flooding (flooding that affects only half of plant roots)
on physiology (stomatal conductance, potential leaf water and chlorophylls) and peach
tree growth (stem length, shoot length and shoot diameter) are addressed. These
antecedents were non-existent. Partial root flooding had the same growth and
physiological responses as those caused by full root flooding in the Nemared rootstock.
In Chapter 4, the impact of the continuous flooding in pre-harvest in peach trees is
addressed. This treatment affected photosynthesis due to stomatal and non-stomatal
causes, the water potential and the whole plant growth (measured as diameter and length
of shoots, fresh weight, dry weight and area of the leaves). Finally, Chapter 5 includes
the evaluation of the effect of soil flooding on fruit behavior at harvest and post-harvest.
The total flooding of roots increased the fruit ripening rate, advancing the production of
ethylene and its magnitude. The fruits harvested from the flooded trees had greater
accumulation of carotenoids, chlorophyll degradation, soluble solids / acidity ratio,
dehydration and softening in postharvest. The increase in fruit ripening rate implies that
the postharvest life may be shortened and therefore the harvest and commercialization
should be carried out beforehand with respect to non-flooded fields, so that fruits can
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reach the market in optimal conditions. Likewise, if the higher speed of fruit maturation
on the tree due to the flood is not taken into account, it is likely that there will be a greater
loss in pre-harvest of the fruits, having a negative implication for the producer. Therefore,
since peaches are highly perishable fruits, the harvest from flooded fields should be
marketed in the nearest markets. The results of this thesis contribute to increase our
understanding of flooding stress and some mechanisms involved in the responses of peach
tree, a species of economic importance. In addition, these results allow us to better
understand how this type of stress suffered by the plant has an effect on the behavior of
the fruits in the postharvest, at a time when the flood is no longer present. Due to the
limited amount of information available on this problem worldwide, this thesis represents
an original contribution.

Key words: Prunus persica, flooding, abiotic stress, tree fruit ecophysiology,

postharvest



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL,
OBJETIVOS E HIPOTESIS



1.1. Definicion, origen vy efectos de los episodios de inundacién

La inundacion puede ser definida como la ocupacién con agua de todos los poros
del suelo en la zona radical (Sasidharan et al. 2017). Esto lleva a una acumulacion hidrica
que supera la capacidad de retencion, infiltracion y escurrimiento superficial del suelo
(Ponnamperuma 1984). Como principales efectos fisicoquimicos, provoca la disminucién
de la concentracion de oxigeno que subyace en hipoxia y luego anoxia, como también el
cambio del estado de 6xido-reduccion de algunos iones (Parent et al. 2008).

Los fendmenos de inundacion ocurren en ecosistemas naturalmente anegables
como también en sistemas de produccion agricola a causa de precipitaciones excesivas,
desbordes de cursos de agua, acumulacion en bajos por flujo natural del agua, la presencia
de horizontes poco permeables en el suelo y/o de un mal manejo de los recursos hidricos
(Blom y Voesenek 1996, Dat et al. 2006, Li et al. 2015). La génesis del suelo, al influir
sobre su textura, estructura y capacidad de infiltracion, es un factor determinante de la
probabilidad de ocurrencia de episodios de inundacion. Por ejemplo, los suelos con
elevado contenido de arcillas suelen presentar baja capacidad de infiltracién y drenaje, y
por lo tanto son mas susceptibles de que sucedan episodios de inundacion (Jackson 2004,
Kijne 2006, Holzapfel et al. 2009). Mas alla de las caracteristicas edéficas de cada sitio,
la accién antrdpica puede modificar la susceptibilidad de los suelos a las inundaciones, al
alterar las propiedades de las cuencas hidrograficas mediante procesos de urbanizacion,
deforestacion, riego y construccion de obras que modifiquen las vias naturales de
escurrimiento o captacion de agua (Kozlowski 1984, Sanchez 2006).

Los episodios de inundacion suelen ocurrir de forma inesperada y con intensidad
y frecuencia variables. En las Ultimas seis décadas los episodios de inundacion en todo el

planeta han incrementado su frecuencia e intensidad, y se espera que esta tendencia se



profundice en el futuro (Dong et al. 2017) en consonancia con el cambio climatico global
(Alpert et al. 2002). Esto impacta de forma negativa sobre la produccion agropecuaria
(Reilly et al. 2003) y por lo tanto sobre la capacidad de produccion de alimentos

(McCarthy et al. 2001).

1.2. Eventos de inundacion en las principales regiones fruticolas de Argentina

1.2.1. Region del Alto Valle del rio Negro y Neuquén

El Alto Valle del rio Negro y Neuquén es una de las principales zonas de
produccion fruticola de importancia econémica en Argentina. Cerca del 70 % de las
tierras se encuentran con problemas de anegamiento a causa del aumento en el nivel de
los rios y por el ascenso de la napa freética, generado por pérdidas de agua en la red de
canales y acequias (Sanchez 2006). Esta region posee una superficie de 2660 ha destinada
a frutales de carozo (Bevilacqua y Storti 2016).

El rio Neuguén es uno de los mas importantes de este valle y se caracteriza por
ser normalmente poco caudaloso. Sin embargo, debido a que donde nace, en la cordillera,
no existe una contencion del caudal de agua generado por las precipitaciones y por los
deshielos, cualquier evento meteorolégico que modifique la disponibilidad de agua puede
afectarlo marcadamente. Un ejemplo de ello ocurrié durante el mes de julio del afio 2006,
cuando el rio creci6 hasta llegar a un caudal de 10.200 m®seg™ muy cerca del méaximo
que podria soportar la represa Portezuelo Grande ubicada sobre su cauce principal en el
complejo de Cerros Colorados, en la provincia de Neuquén. Otro episodio de importancia
sucedio durante el afio 2001 con la crecida del rio Limay que junto con el rio Neugquén

son afluentes del rio Negro, inundando aproximadamente 8.000 ha en plena produccién



fruticola, con el consecuente perjuicio para los frutales de carozo, que fueron las primeras

especies en verse afectadas (Sanchez 2006).

Otros casos de exceso hidrico en el Valle del rio Negro han sido relacionados con
un mal manejo de la cuenca y con un inadecuado manejo del riego por parte de los
productores (Sanchez 2006). Esto se debe a que los paleo cauces, que actuaban como
canales aliviadores en momentos que el cauce del rio aumentaba por encima de lo normal,
son utilizados actualmente por los productores, quienes los han modificado para instalar
en ellos cultivos frutales. Eso ha derivado en que cuando el rio aumenta su caudal, no

posea ningun tipo de canal aliviador (Sanchez 2006).

1.2.2. Region norte de la Provincia de Buenos Aires y sur de Santa Fe

Si bien esta region no presenta condiciones agroecoldgicas apropiadas para la
produccién fruticola, su desarrollo obedece a su cercania a los dos principales mercados
consumidores de Argentina: Buenos Aires y Rosario. En esta region se destina a la
produccién de frutales de carozo 2959 ha (Bevilacqua y Storti 2016). En la misma los
suelos son profundos, ricos en nutrientes y con textura predominantemente limosa y/o
arcillosa. Sin embargo, presentan un horizonte B textural de gran espesor y con un
elevado contenido de arcilla. Esta caracteristica le imprime una permeabilidad restringida
pudiendo ocasionar problemas de inundacién en momentos de abundantes precipitaciones.
Para evitar este problema, los productores adoptaron la practica de plantacién de arboles

frutales en camellones (Gonzalez y Amma 2012).



1.2.3. Region de Cuyo

En esta region, Mendoza es la principal provincia productora de duraznos dentro
de sus tres oasis de produccion fruticola. La superficie destinada a la produccion de
frutales de carozo en esta provincia es de 38227 ha (Bevilacqua y Storti 2016). El oasis
norte, que se extiende al este de la ciudad de Mendoza Capital, se encuentra irrigado por
el rio Mendoza. El oasis sudoeste se riega con el rio Tunuyan. Y el oasis sur, ubicado en
los departamentos de San Rafael y General Alvear, se riega con los rios Diamante y Atuel
(Mirabile 2010).

Algunas zonas de regadio de influencia de los rios Mendoza y Tunuyan, presentan
estratos muy finos en el suelo que impiden el libre drenaje del agua de riego,
determinando elevados niveles freaticos que invaden la zona de la rizosfera (Ortiz
Maldonado y Carmona 2008, Ortiz Maldonado et al. 2010). Otros factores, como, por
ejemplo, el uso del recurso hidrico, la recarga y la época del afio, también afectan la
fluctuacion de la napa freatica (Stromber 2001, Imada et al. 2008).

En sintesis, si bien los suelos de las distintas regiones fruticolas productoras de
duraznero en Argentina poseen una génesis diferente, todas muestran con cierto grado de

frecuencia, problemas relacionados con el exceso de agua dentro del perfil del suelo.

1.3. Factores gue caracterizan a la inundacién

1.3.1. Nivel de la inundacién

El sistema radical de las plantas puede encontrarse parcial o totalmente inmerso
en el agua de inundacién, lo cual resultara en diferentes efectos sobre la especie vegetal

(Siebel et al. 1998, Glenz et al. 2006, Fujita et al. 2021). Este es un aspecto relevante,



dado que la fluctuacion de la napa freatica puede desencadenar inundaciones parciales
dentro de la zona de crecimiento de las raices. Esta fluctuacion puede ser estacional y
encontrarse influenciada por diferentes factores, dentro de los que se destaca su recarga,
el drenaje y el uso del recurso hidrico (Stromber 2001, Imada et al. 2008). En frutales,
Ranney (1994) realiz6 un experimento evaluando la tolerancia a inundacion de once
portainjertos de prunoideas. El experimento consistio en inundar hasta la mitad de la
maceta los primeros doce dias, luego del dia 12 al 21 se inundé la ¥ parte de la maceta y
finalmente la inundacién fue completa, con un periodo de recuperacion. Dentro de los
primeros siete dias de inundacion todos los portainjertos mostraron una disminucion entre
7y 19 % en la tasa fotosintética cuando solo la mitad de su sistema radical estaba
sumergido.

Al aumentar el grado de saturacion del suelo se incrementan los dafios sobre las
plantas. En este caso, las especies que tienen la capacidad de sobrevivir ciertos periodos
de tiempo bajo condiciones de suelo saturado o inundacién parcial, a menudo no
sobreviven ese mismo periodo bajo inundacion completa (Gill 1970, Glenz et al. 2006,
Jiang y Wang 2006). Ademas, dentro de las especies con cierto grado de tolerancia a la
inundacion, las plantas adultas poseen mayor probabilidad de sobrevivir que las plantas

jévenes (Hall y Smith 1955, Glenz et al. 2006).

1.3.2. Momento y duracion de la inundacion

La inundacion del suelo en especies de hoja caduca provoca mayores dafios
cuando ocurre durante la estacion de crecimiento, en comparacion a que si ocurriese
durante la temporada de reposo invernal (Siebel y Blom 1998, Gorzelak 2000, Glenz et

al. 2006, Wang et al. 2015; Roitto et al. 2019). Esto se debe a la baja demanda de oxigeno



que tiene la planta en ese momento. Los &rboles de hoja caduca son mas vulnerables a los
efectos de las inundaciones a fines de la primavera, justo después del primer brote de
crecimiento (Glenz et al. 2006). En este sentido, Siebel y Blom (1998) demostraron que
para un grupo de especies forestales la mortalidad de las raices y subsecuentemente de
las plantas, fue més rapido cuando la inundacion ocurri6 durante el verano. Los efectos
de la inundacion incluyen inhibicion del crecimiento vegetativo, cambios anatdmicos en
la planta, promocién de la senescencia foliar, disminucion de la tasa fotosintética y de la
conductancia estoméatica como también del potencial hidrico de las hojas y finalmente la
muerte (Kozlowsky 1997, Glenz et al. 2006).

La duracidn del periodo de inundacion es otro factor que determina el tipo y grado
de los dafios ocasionados en las plantas y la capacidad de reversibilidad de los mismos.
Como es esperable, cuanto mayor es la duracion del exceso hidrico mayor es el perjuicio
sobre la planta. De todos modos, ain periodos cortos de inundacion (pocos dias) pueden
causar mortalidad en muchas especies de interés agricola (Vervuren et al. 2003, Pryor et
al. 2006), provocando elevadas pérdidas tanto del rendimiento como en la calidad de los
productos cosechados (Insausti y Gorjon 2013). Algunas especies sensibles a la
inundacion como Solanum lycopersicum, Pisum sativum, Helianthus annuus y Nicotiana
tabacum manifiestan sintomas a las pocas horas de haber comenzado la inundacién
(Bradford y Hsiao 1982, Jackson y Drew 1984) como asi también los frutales, Prunus
armeniaca (Nicolas et al. 2005), Citrus (Chaudhary et al. 2016, Syvertsen et al. 1983,

Ruiz-Sanchez et al. 1996) y portainjertos de duraznero (Martinazzo et al. 2011).



1.3.3. Calidad y dindmica del agua de inundacion

La calidad del agua es un factor que puede afectar los efectos de la inundacion en
las plantas (Kozlowski 1984). Asimismo, la inundacién con agua estancada es mucho
mas perjudicial que si se encuentra en continuo movimiento (Frye y Grosse 1992). Por
ejemplo, Gorzelak (2000) registré dafios severos en plantas de Carpinus betulus luego de
una inundacién por cuatro semanas en sitios con agua estancada, mientras que en lugares
inundados en los que el agua circulaba, pocas plantas fueron dafiadas. Este efecto fue muy
marcado también en ejemplares de otras especies como por ejemplo Alnus glutinosa, que
fueron escasamente afectadas al encontrarse bajo agua en movimiento, pero murieron
cuando el flujo hidrico se detuvo (Gorzelak 2000). Este efecto se atribuye en parte, a que
el agua en circulacion puede renovar mas facilmente el oxigeno (Frye y Grosse 1992)
aunque también se han sugerido variaciones en la disponibilidad de algunos nutrientes
minerales y en la acumulacién de algunos compuestos fitotoxicos en el agua estancada

que son capaces de interferir sobre el metabolismo de las plantas (Glenz 2006).

1.4. La inundacién v su efecto sobre las caracteristicas del suelo

El exceso hidrico puede provocar cambios en las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo, afectando su capacidad de sostener el crecimiento de las plantas
intolerantes a este tipo de estrés (Kirk et al. 2003). La inundacién produce diversos
cambios quimicos en el suelo. EI mas importante es la eliminacion del oxigeno debido a
que el agua ocupa los poros que antes se encontraban llenos de aire (Jackson 2004,
Kreuzwieser y Rennenberg 2014). En estas condiciones la tasa de difusion de este gas
sera 10.000 veces mas lenta que en el aire. Asimismo, el exceso hidrico limita la difusion

de CO. y otros gases fuera de la rizosfera. Por otra parte, la actividad metabdlica de las



raices y de los microorganismos aerdbicos termina agotando el poco oxigeno remanente
del suelo (Jackson y Drew 1984, Kreuzwieser y Rennenberg 2014).

Otros cambios quimicos que ocurren a causa de la inundacion del suelo son: el
incremento de la solubilidad de algunos elementos minerales, la reduccidon del hierro y el
manganeso, la descomposicién anaerobica de la materia organica y la formacion de
compuestos fitotoxicos como acetaldehido, etanol, acido lactico, entre otros
(Ponnamperuma 1972, Ponnamperuma 1984). Ademas, en estas condiciones existe un
cambio en la composicion de los microorganismos. En general, se observa un reemplazo
de organismos aerobios por anaerobios (Rowell 1981), capaces de utilizar iones como por
ejemplo el NO3", el Mn**, SO4> y Fe®* como sustrato respiratorio. En una tipica serie de
reducciones el NOs™ es reducido a NO?Z, el Mn*™ a Mn*2, el Fe*® a Fe*2, el SO4* a HS,
HS o S% dependiendo del pH. Por otra parte, se pueden acumular productos del
metabolismo microbiano como los acidos organicos acético y butirico (Ponnamperuma
1984).

El potencial redox (Eh) es un parametro apropiado para describir la capacidad de
reduccion /oxidacion del suelo durante los eventos de inundaciéon. Su valor esta
relacionado con el nivel de oxigeno presente (Pezeshki y DelLaune 1998) y con la
concentracion y disponibilidad de diferentes elementos minerales en forma ionica
(Pezeshki 2001). Un potencial redox del suelo igual o inferior a cero indica que el oxigeno
y el nitrato no estén probablemente presentes y que el hierro y manganeso se encuentran
en sus formas reducidas (DeLaune et al. 1990). Los suelos bien drenados se caracterizan
por poseer un potencial redox mayor de + 400 mV, mientras que en los suelos inundados
el valor esta alrededor de - 300 mV o menor (Pezeshki y Chambers 1985). En este sentido,

por ejemplo, Hayashi y Wakisaka (1956) reportaron que la inhibicion del crecimiento de
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los brotes de duraznero ocurre con un potencial redox del suelo promedio de 340 mV. Por
su parte, el damasco y el almendro se afectan a niveles mas bajos de potencial redox

(Alvino et al. 1986).

1.5. La inundacion como factor de estrés sobre las plantas

La inundacion del suelo genera dafios del sistema radical, siendo el meristema el
primer tejido afectado por este estrés (Irfan et al. 2010).

Para varias especies vegetales, las inundaciones generan condiciones de
anaerobiosis en el sistema radical que afectan al desarrollo y el crecimiento de las plantas
los cuales han sido parcialmente caracterizados (Domingo et al. 2002, Arbona et al. 2008,
2009, Amador et al. 2012, Pistelli et al. 2012, Insausti y Gorjon 2013). EI manzano (Malus
domestica Borkh), el peral (Pyrus communis L.) y el membrillero (Cydonia oblonga
Miller) son especies que tienen una relativa tolerancia al exceso hidrico (Andersen et al.
1984). Contrariamente, el duraznero (Prunus persica Batsch L.) es, dentro de los arboles
frutales de las Rosaceas de importancia econémica, una de las especies mas susceptibles

a la anoxia del suelo (Andersen et al. 1984).

1.6. Produccion de duraznos en Argentina vy su relacién con los fendmenos de

inundacion

En Argentina, el duraznero es la especie mas importante, dentro de los frutales de
carozo, con una produccion de 349.496 toneladas (MCBA 2018). La misma se distribuye
principalmente entre las provincias de Mendoza (13262 ha destinadas a durazneros),
Buenos Aires (2871 ha destinadas a la produccion de durazneros) y Rio Negro (1250 ha

destinada a la produccién de durazneros) (Bevilacqua y Storti 2016, Ojer 2019). En la



11

provincia de Buenos Aires, la localidad de San Pedro produce duraznos de textura
fundente exclusivamente para consumo fresco que se destinan a abastecer al mercado
interno, principalmente a las ciudades de Buenos Aires y Rosario. Esta zona de
produccion posee problemas de encharcamiento del suelo debido a que el mismo posee
textura arcillosa y un horizonte B textural que junto con las caracteristicas del clima
conllevan a riesgos de anoxia radical (Gonzalez y Amma 2012). Por su parte, la
produccion de Mendoza se destina principalmente a la industria de duraznos en mitades
y en parte al consumo en fresco. Mientras que la zona del Alto Valle del rio Negro y
Neuquén se destina para la produccion de duraznos para consumo fresco. En ambas zonas
de produccion, ain en afios normales, el ascenso de la napa freatica entre los meses de
septiembre y octubre compromete el normal funcionamiento del arbol frutal. Este efecto
también es provocado por inundaciones debido al mal manejo de la cuenca y del riego
(Sanchez 2006), el cual se realiza en la mayor parte de los montes frutales por inundacion
(por manto o por surco), lo cual asociado a suelos con deficiente drenaje exponen a los
arboles a periodos cortos de inundacion.

A pesar de la importancia econémica del duraznero y conociendo su sensibilidad
a la anoxia radical, resulta llamativo los pocos antecedentes acerca de los mecanismos
fisiologicos involucrados en su respuesta ante este factor de estrés. Con excepcion de
Insausti y Gorjon (2013) quienes determinaron el efecto de la inundacién sobre arboles
adultos de duraznero en plena produccion, la mayor parte de los trabajos en este aspecto
fueron realizados sobre plantas de portainjertos y menores a un afio de edad (Ranney 1994,

Martinazzo et al. 2011, Amador et al. 2012, Pimentel et al. 2014).
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1.7. Respuestas morfoldgicas y anatdmicas de las plantas a la inundacion

Las especies vegetales exhiben una amplia variedad de caracteristicas
morfolégicas y anatémicas, tanto en el sistema radical como en la parte aérea, en
respuesta a la inundacion. Algunas estan relacionadas con la tolerancia al estrés y otras
con la susceptibilidad al mismo. Entre las caracteristicas de tolerancia, algunas de ellas
son constitutivas, mientras que otras se expresan ante la presencia del factor de estrés
(Liao y Lin 2001, Bailey-Serres y Voesenek 2008, Colmer y Voesenek 2009). Las
estructuras anatdémico-morfoldgicas mas comunes, asociadas con el crecimiento de las
raices en condiciones de inundacion son el aerénquima (Jackson 1989) y las raices
adventicias (Vartapetian y Jackson 1997). Por otro lado, también se puede producir la
reorientacion del crecimiento como el gravitropismo negativo de las raices (Wample y
Reid 1978, Vartapetian y Jackson 1997). Otros cambios incluyen la inhibicion del
crecimiento, la formacién de lenticelas hipertrofiadas en la base de los tallos (Kawase
1979), la epinastia (Woodrow y Grodzinski 1989) y el crecimiento hiponastico (Cox et
al. 2004). Cada una de las respuestas mencionadas anteriormente se encuentra mediada
en su mecanismo de expresion por hormonas vegetales dentro de las que se han
identificado a las auxinas, el etileno, el acido abscisico y el &cido giberélico (Jackson et

al. 1993, Liao y Lin 2001, Voesenek et al. 2006).

1.7.1. Formacion del aerénquima

La respuesta anatomica mas sobresaliente de las plantas en condiciones de
inundacion de las raices es el desarrollo de un sistema de conductos llamados aerénquima
(Konings y Lambers 1991), que facilitan la difusion de los gases entre las raices y la

atmosfera (Armstrong et al. 1991, Bailey-Serres y Voesenek 2008, Parolin 2009). EI
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etileno es el principal mediador que promueve el desarrollo del aerénquima (Jackson 1985,
Visser et al. 2004, Voesenek et al. 2006). En ciertas especies como el arroz, el aerénquima
es constitutivo y por tanto se forma independientemente de las condiciones ambientales
(Jackson y Drew 1984, Kuo 1993, Liao y Lin 2001). Respecto a su origen, existen dos
tipos de aerénquima bien diferenciados: el lisigeno y el esquizégeno (Visser et al. 2004).
El aerénquima lisigeno es un espacio intercelular formado por la muerte programada de
las células del tejido. En tejidos hipdxicos, el etileno induce la expresion de genes ABA
8'-hidroxilasas que resultan en la reduccion activa de los niveles de ABA (Arbona et al.
2017) y la acumulacion de su &cido fasico (Arbona et al. 2017). Esta reduccion de los
niveles de ABA promueve el crecimiento de hojas bajo el agua en arroz y Rumex palustris
(van Veen et al. 2013) y la formacion de raices adventicias en trigo, arroz y tomate
asociado a larepresion de la sefializacion de GA'y a la induccidn del transporte de auxinas
polares (Nguyen et al. 2018). En este sentido el etileno y el Ca?* funcionan como
regulador hormonal y mensajero secundario respectivamente en condiciones de hipoxia,
interviniendo en la expresion de genes involucrados en la formacion del aerénquima
(Drew et al. 2000, Voesenek et al. 2006). Por otro lado, hay evidencias actualmente que
existe una clara relacion entre la inundacion, el etileno y la sefializacion mediada por las
especies reactivas del oxigeno (ROS) en la induccion de la formacién de aerénquima (Ni
et al. 2019). En la formacion de aerénquima en Helianthus. Annuus, es esencial la
interrelacion inundacion/hipoxia, etileno y ROS en las redes de sefializacion involucradas
en la muerte celular programada que subyace en la formacion de aerénquima en los tallos
(Ni et al. 2019).

El aerénquima esquizogeno se forma como consecuencia de la expansion

diferencial y la subsiguiente separacion de las células vivas, y es independiente de los
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estimulos del ambiente (Parent et al. 2008). Independientemente de su origen, el
aerénquima permite el intercambio de gases desde los érganos aéreos proporcionando O
y permitiendo la eliminacion de CO; y otros gases desde los 6rganos sumergidos
(Grimoldi et al. 1999, Insausti et al. 2001, Voesenek et al. 2006). A su vez, puede facilitar
la difusién de compuestos fitotoxicos producidos en las raices debido a la hipoxia (Visser

etal. 1997).

1.7.2. Produccion de raices adventicias

Aln en las especies consideradas freatipicas (especies que toleran periodos de
anoxia parcial o total de su sistema radical a causa de la fluctuacion de la napa freatica)
ocurre la muerte de raices por inundacién (Naumburg et al. 2005). Las raices adventicias
cumplen la funcidon de reemplazar las raices existentes que han muerto y cuyo
funcionamiento se ve afectado por las condiciones de anoxia (Visser et al. 2004). Las
mismas emergen en zonas donde limita la superficie de agua y la atmoésfera, lugar en que
existe oxigeno disponible que puede ser traslocado a través del aerénquima que estas
raices usualmente poseen (Drew et al. 1979, Laan et al. 1989). La eliminacion de las
raices adventicias en &rboles inundados de manzano retrasa la expansion foliar y el
crecimiento en altura y en peso fresco (Armstrong et al. 1994), demostrando el rol
importante que posee en la tolerancia de la planta a las inundaciones. El mecanismo por
el cual la inundacion promueve el desarrollo de raices adventicias no se encuentra del
todo claro, pero se conoce que su accion es mediada por el etileno (Visser 1995, Zhang
et al. 2021). Se ha demostrado también que en Rumex palustris, Rumex thyrsiflorus, Acer
negundo (Yamamoto y Kozlowski 1987) y Nicotiana tabacum (McDonald y Visser

2003), en pepino (Cucumber sativus L.) (Qi et al. 2020) y Solanum dulcamara (Dawood
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et al. 2016) que las auxinas son importantes en la formacién de las raices adventicias en
situaciones de inundacion (Visser et al. 1995). Por lo tanto, se considera que las auxinas
también son un componente importante en el proceso de aclimatacion a las inundaciones
a partir de la formacion de raices adventicias, al menos en algunas especies
dicotiledéneas. Ademas, se conoce que las auxinas interactdan con el etileno cuando la
inundacion es la sefial que genera su formacion (McDonald y Visser 2003). En
monocotiledoneas la evidencia experimental todavia es escasa. Eventualmente, la
inundacion puede llevar a la muerte de una considerable parte del sistema radical y un
reemplazo rapido del mismo por raices adventicias que contienen mayor cantidad de
aerénquima que las raices originales (Visser et al. 2004). En este sentido, el arroz (Oryza
sativa L.) es una planta que desarrolla primordios de raices adventicias en los nudos del
brote como parte de su programa de desarrollo normal (Bleecker et al. 1986). Durante las
inundaciones a largo plazo, las raices nodales pueden reemplazar a las raices del suelo
que ya no suministran agua y minerales al brote. Con raices adventicias, la ruta de
transporte entre la punta de la raiz, que es sensible a la falta de oxigeno, y el oxigeno
atmosférico se acorta y se facilita el intercambio de gases. Como ya se menciond, el
intercambio de gases se mejora alin mas mediante la mayor formacion de aerénquima en
los tallos y raices adventicias (Justin y Armstrong 1991, Inada et al. 2002). En esta especie
se encontrd que las auxinas intervienen en el proceso de aclimatacion a las inundaciones
a partir de la formacion de raices adventicias. Se sabe que las auxinas promueven la
generacion de raices adventicias, que depende del transporte de las mismas. En el tomate,
que es intolerante al anegamiento, la formacion de raices adventicias es inducida por el

etileno, dependiendo a su vez del transporte polar de las auxinas (Vidoz et al. 2010).
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1.8. Respuestas fisioldgicas de las plantas a la inundacion

1.8.1. Fotosintesis

La inundacion provoca una disminucion significativa de la capacidad de
intercambio gaseoso con la atmdsfera en la mayoria de las especies vegetales, excepto en
las especies tolerantes que expresan mecanismos adaptativos que les permiten mantener
una aceptable capacidad fotosintética aln en eventos de inundacion (Sena Gomes y
Kozlowski 1980, Topa y Cheeseman 1992). Dentro de los frutales existen antecedentes
de efectos negativos de las inundaciones sobre la actividad fotosintética, por ejemplo, en
Citrus sp. (Phung y Knipling 1976), Actinidia chinensis P. (Save y Serrano 1986),
Vaccinium corymbosum L. (Davies y Flore 1986), Carya illinoiensis K. (Smith y Ager
1988) y portainjertos de prunoideas (Ranney 1994, Martinazzo et al. 2011). Sin embargo,
dentro de las especies frutales existen aquellas con tolerancia a la inundacion del suelo
como por ejemplo Prunus salicina x (Prunus americana x Prunus nigra) x P. cerisifera
ciruelo ‘Newport’ y ‘F-12/1° cerezo Mazzard (Ranney y Bir 1994). En vid, los
portainjertos St. George, Coudere 3309 y Riparia Gloire se son tolerantes a la inundacion
del suelo (Striegler et al. 1993).

El tiempo de respuesta de las plantas a la anoxia, caracterizado por una caida de
la tasa fotosintética, es variable segln la especie considerada y la edad de la planta,
pudiendo oscilar entre pocas horas a algunos dias (Pezeshki y Chambers 1985,
Kozlowsky 1997, Parent et al. 2008). Martinazzo et al. (2011) encontraron que en el
portainjerto de duraznero hibrido entre amendro y duraznero ‘G x N - 9” (Prunus dulcis
Mill. Bastsch x Prunus persica L.) de un afio de edad, la conductancia estomaética y la

fotosintesis disminuyeron significativamente al tercer dia de inundacién, mientras que
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Insausti y Gorjon (2013) encontraron que en arboles de duraznero de ocho afios de edad
cv. Red Globe injertados sobre cv. Nemaguard (P. persica x P. davidiana), la
conductancia estomatica de los arboles inundados se redujo recién luego de 25 dias de
inundacion.

En especies susceptibles a la inundacion, la reduccion en el corto plazo de la tasa
de fotosintesis en respuesta a la deficiencia de oxigeno en el suelo se considera
generalmente como consecuencia del cierre estomatico (Malik et al. 2001). Otros factores
como la disminucion del contenido de clorofilas, la senescencia prematura de las hojas y
la reduccion en el area foliar también pueden contribuir a la inhibicién de la fotosintesis
en una etapa posterior (Sena Gomes y Kozlowski 1980, Parent et al. 2008). En arandano
(Vaccinium ashei R.) la inundaciéon provoca el cierre estomatico que subyace en la
reduccion de la tasa de intercambio neto de CO., a la vez que disminuye la concentracion
de COz intercelular (ci) (Davies y Flore 1986). También ha sido demostrado en muchas
otras especies que el cierre estoméatico es una respuesta a la inundacién del suelo
(Kozlowski y Pallardy 1979, Pezeshki y Chambers 1985, Sena Gomes y Kozlowski 1986,
Wazir et al. 1988, Bhusal et al. 2020, Gu et al. 2020, Chéavez-Arias et al. 2020). El cierre
estomatico en plantas inundadas puede ser el resultado de una sefial hormonal transmitida
desde las raices hacia los brotes, en donde estaria involucrado el &cido abscisico (ABA)
como ocurre en la respuesta al estrés hidrico por sequia (Reid y Bradford 1984, Else et al.
1996). Shaybany y Martin (1977) encontraron que la inundacion del suelo fue
acompariada por la acumulacién de ABA en las hojas, lo cual estuvo positivamente
correlacionado con el cierre estomatico. EI mismo comportamiento se registro también
en plantas de poroto (Jackson y Drew 1984), tomate (Jackson 1990) y manzano (Jackson

1991) sometidas a tratamientos de inundacién. Por otro lado, en plantas de melon bajo
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tratamientos de inundacion, se encontrd que la disminucion de la conductancia estomatica
estuvo correlacionada con la disminucidn en el potencial hidrico (Liao y Lin 2001). Sin
embargo, en girasol (Helianthus annuus) se encontrd que la reduccion en el intercambio
neto de CO> fue independiente de la conductancia estomética (Guy y Wample 1984). En
pecéan (Carya illinoiensis Koch) se observé que los valores de ci fueron similares en hojas
de arboles inundados y de arboles testigos (Smith y Ager 1988). Una respuesta similar se
observo en &rboles de naranjo dulce (Citrus sinensis Osbeck) (Vu y Yelenosky 1991) y
en Prunus cerasus (Vu y Yelenosky 1991, Beckman et al. 1992). Esto sugiere que la
apertura estomatica no es el unico factor limitante para el intercambio neto de CO, sino
que ademas, existen en ciertos casos factores no estomaticos (Liao y Lin 2001, De Pedro
et al. 2020). Algunos de ellos podrian ser derivados de la degradacion de las clorofilas o
de la reduccion de la regeneracion de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCO) y otros cambios que reducen la eficiencia de la carboxilacion y el rendimiento
cuéntico (Davies y Flore 1986, Crane y Davies 1989).

Dado que la RuBisCO cataliza la reaccion inicial durante la asimilacion del CO>
atmosférico, su nivel de activacion estd positivamente correlacionado con la tasa de
fotosintesis (Andrews y Lorimer 1987). En plantas de meldn bajo condiciones de
inundacion, se encontr6 que el nivel de activacion de la enzima RuBisCO fue 59 % menor
en las plantas inundadas respecto a las plantas testigo (Liao y Lin 1994). El nivel de
activacion de la RuBisCO se encuentra regulado entre otros factores, por la ci y la
intensidad luminica (Sage et al. 1990), estando inversamente correlacionada con el
aumento de la ci (von Caemmerer y Edmondson 1986, Sage et al. 1988). Varios

antecedentes documentan el efecto de la elevada concentracidn intercelular de CO> sobre
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el grado de activacion de la RuBisCO (von Caemmerer y Edmondson 1986, Sage et al.
1990, Liaoy Lin 1994).

La inundacién también ocasiona otros cambios en la fisiologia de la planta, por
ejemplo, el bloqueo del transporte de fotoasimilados por el floema (Saglio 1985) y la
disminucion de la recarga de sacarosa, provocando una acumulacién de almidén en los
cloroplastos (Wample y Davis 1983). En sintesis, cuando la inundacion persiste por
mucho tiempo, es probable que provoque la inhibicion de: 1) la actividad fotosintética de
las células del mesofilo (Liao y Lin 1994, Pezeshki et al. 1996, Tong et al. 2021), 2) la
actividad metabdlica en general y 3) la traslocacién de fotoasimilados (Pezeshki 2001,
Sachs y Vartapetian 2007).

El resultado de una disminucion de la actividad fotosintética sobre el crecimiento
y desarrollo puede conducir a otras disfunciones fisioldgicas que afecten al balance
hidrico y hormonal y a la produccion de biomasa de la planta (Else et al. 2001,
Gunawardena et al. 2001) como asi también al rendimiento y a la calidad de los productos

cosechados.

1.8.2. Relaciones hidricas

Una de las primeras respuestas fisiologicas de las plantas a la inundacion del suelo
junto con la reduccidn de la conductancia estomatica, es la disminucién de la absorcion
de agua por las raices. Esto provoca paradojicamente un aumento del déficit hidrico (Sena
Gomes y Kozlowski 1980, Folzer et al. 2006, Parent et al. 2008).

Las proteinas intrinsecas de la membrana (PIPs) forman canales que se ubican en
la membrana plasmatica de las células vegetales y regulan la entrada y salida de agua

(aquaporinas) (Chavez Suarez et al. 2014). Bajo condiciones de anoxia la disminucién de



20

la absorcion de agua por las raices es consecuencia de la regulacion de estas proteinas a
través del pH citosolico (Tournaire-Roux et al. 2003, Secchi et al. 2007). En condiciones
de inundacion se produce la acidificacion del citoplasma celular que provoca el cambio
conformacional de los canales de acuaporinas provocando su cierre, disminuyendo la
absorcion de agua (Tournarie-Roux et al. 2003).

De todos modos, las respuestas de las plantas sometidas a la inundacion en
términos de sus relaciones hidricas, dependen de la especie considerada (Crawford 2003,
Lenssen et al. 2004). El potencial hidrico de las plantas inundadas y testigos de Vaccinium
sp. fueron similares al cabo de cinco semanas de inundacion (Crane y Davies 1989). Por
otro lado, Paspalum dilatatum y Lotus tenuis a pesar de diferir en el impacto de la
ausencia de oxigeno sobre el estado hidrico de la planta, toleran el exceso hidrico del
suelo y presentan la capacidad de crecer durante periodos de inundacion durante el verano
(Insausti et al. 2001, Striker et al. 2006, Mollard et al. 2010). Ademas, en Paspalum
dilatatum, la inundacion no tiene efectos sobre el potencial hidrico de las hojas, la
conductancia estomatica y la tasa de transpiracion, y las plantas inundadas presentan un
mejor estado hidrico respecto a las plantas testigos en momentos en que la demanda de
transpiracion es elevada (Insausti et al. 2001). Segun los autores, esto se asocia con la alta
expresion de aerénquima en el sistema radical que permite la conduccion del oxigeno para
sustentar la respiracion aerébica (Insausti et al. 2001, Striker et al. 2008, Mollard et al.
2010). Ademas, al interrumpirse la inundacion las plantas recuperan su estado hidrico
mostrando un comportamiento estomatico y de transpiracion similar a las testigos. Por lo
tanto, la tolerancia a la inundacion seria determinada también por la recuperacion de las

plantas posterior al tratamiento (Malik et al. 2002, Striker et al. 2008).
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1.8.3. Produccion de etileno

Existen numerosos trabajos acerca del etileno y las respuestas adaptativas de
plantas sometidas al estrés por inundacion como por ejemplo el crecimiento de brotes
hacia la superficie del agua que facilita el intercambio gaseoso, el desarrollo de raices
adventicias y mantenimiento del metabolismo b&sico necesario para sobrevivir a la
inmersion (Fukao et al. 2006, Fukao y Bailey-Serres 2008, Steffens y Rasmussen 2016,
Alpuerto et al. 2016, Yamauchi et al. 2014, Vidoz et al. 2016, Hartman et al. 2020, Wang
et al. 2020). La biosintesis de etileno en las plantas es resultado del metabolismo de la
metionina (Yang y Hoffman 1984, Yang 1985). El primer paso del camino metabdlico
involucra la conversion del S-adenosil-L-metionina (SAM) a é&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) catalizada por la enzima ACC sintasa (ACS).
Posteriormente el ACC es oxidado a etileno a través de la accion de la enzima ACC
oxidasa (ACO) (Giovannoni 2004). Los genes que codifican para estas dos enzimas se
expresan diferencialmente en respuesta a estimulos externos, incluyendo la inundacion,
y a estimulos internos como la maduracion del fruto y la senescencia entre otros (Johnson
y Ecker 1998). En muchas especies, las concentraciones de etileno tanto en la raiz como
en la parte aérea aumentan en respuesta a la inundacion del suelo (Tang y Kozlowski
1984, VVossenek et al. 1993). Por ejemplo, la inundacion de Taxodium distichum aumentd
significativamente la sintesis de etileno en las hojas (Pezeshki et al. 1996). El aumento de
esta hormona se ha relacionado con varias de las respuestas adaptativas de las plantas a
las inundaciones como por ejemplo la reduccion del crecimiento (Kozlowski 1984), la
senescencia de las hojas (Sena Gomes y Kozlowski 1986), la hipertrofia de lenticelas
(Topay McLeod 1988), la formacion de aerénquima (Hook 1984, Topa y McLeod 1988)

y la formacion de raices adventicias (Tsukahara y Kozlowski 1985). Se sabe que, en
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situaciones de estrés, el etileno en la parte aérea se sintetiza utilizando el ACC que migra
desde las raices (Else y Jackson 1998). Pistelli et al. (2012) encontraron a nivel foliar, un
aumento en el nivel de expresion del gen que codifica a la enzima 1-aminociclopropano-
1-oxidasa (ACO). Sin embargo, los niveles encontrados en las raices fueron
significativamente menores en las plantas inundadas respecto a las testigos, debido
posiblemente a que es una enzima que para su accion depende del oxigeno.

La concentracion enddgena de etileno aumenta en los tejidos vegetales que se
encuentran sumergidos (Voesenek et al. 2006, Gu et al. 2020, Jurczyk et al. 2021),
activando las vias de transduccion de sefiales que, segun la especie, puede subyacer en
una respuesta de tolerancia a la inundacion (Pierik et al. 2006) o no. Varios genes
biosintéticos (por ejemplo, los que codifican para ACS y ACO) tienen una regulacion
positiva con el estrés por inundacion (Van der Straeten et al. 2001, Rieu et al. 2005)
cuando la difusion del etileno al entorno exterior se ve fuertemente obstaculizada,
aumentando su concentracion enddgena. La produccion de etileno persiste en brotes
sumergidos siempre y cuando se garanticen concentraciones de Oz enddgenas
relativamente altas (Mommer et al. 2004). La sumersién y el consecuente bajo nivel de
oxigeno, también regula positivamente la expresion de los genes de proteinas receptoras

de etileno (Watanabe et al. 2004).

La pared celular rigida limita la velocidad y la direccién del crecimiento celular
impulsado por el aumento de turgencia. La extensibilidad de la pared celular esta asociada
con proteinas que distienden la pared celular, como expansinas (EXP) y xiloglucano
endotransglucosilasa/ hidrolasa (XTH) (Darley et al. 2001). En algunas especies el etileno
regula directamente la expresion de EXP (Kim et al. 2000, Vreeburg et al. 2005). En los

peciolos muy jovenes de Nymphoides peltata y en el entrenudo mas joven en plantas de
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arroz, el etileno promueve no solo la elongacion celular sino también su division (Malone

y Ridge 1983).

1.9. Uso de portainjertos en fruticultura v su relacién con las inundaciones

La produccion de fruta en el mundo se basa en el uso de variedades comerciales
de interés injertadas sobre portainjertos con caracteristicas diferenciadas (Reighard y
Loreti 2008). Existen numerosos antecedentes que informan acerca de la influencia
ejercida por el portainjerto sobre, por ejemplo, las relaciones hidricas, el intercambio
gaseoso, la absorcion de nutrientes minerales, el tamafio de la planta, la floracion, el
rendimiento y el vigor del arbol (Albas et al. 2004, Zarrouk et al. 2005, Yahmed et al.
2013, Morandi et al. 2019).

En arboles frutales, la tolerancia a la deficiencia de oxigeno en el suelo esta
determinada por las raices, que dependen de las caracteristicas del portainjerto (Ziegler
et al. 2017). Maés alla de que al género Prunus se lo considera poco tolerante al exceso
hidrico del suelo en comparacidn con otras especies frutales de clima templado como las
del género Malus sp., Pyrus sp. y Cydonia sp. (manzano, peral y membrillero) (Andersen
et al. 1984), existen algunas excepciones como el ciruelo mirabolano (Prunus cerasifera
L.) y el ciruelo europeo (Prunus domestica L.) que son considerados tolerantes a la
inundacion (Ranney 1994). Por ejemplo, en arboles de damasco se describi6 el uso
diferencial de portainjertos segun el nivel de aireacion del suelo (Egea 1970, Crossa-
Raynaud y Audergon 1987). Asi se han identificado algunos portainjertos como ‘Pollizo’
de mayor tolerancia al exceso hidrico del suelo (Egea 2000).

El portainjerto Mr. S. 2/5 ha sido seleccionado de una poblacion de Prunus

cerasifera de polinizacion abierta y tiene cierto grado de tolerancia a la anoxia radical
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(Dichio et al. 2004), por lo cual se lo podria considerar una buena alternativa como
portainjerto para el cultivo de duraznero. Pistelli et al. (2012) utilizando dos clones de Mr.
S. 2/5 (sensible y tolerante a la inundacion) y una variedad salvaje, demostraron, ademas,
que al cabo de seis dias de inundacion, las plantas del clon tolerante tuvieron un
crecimiento normal mientras que las del sensible y las salvajes fueron severamente
dafadas, exhibiendo una defoliacion de aproximadamente el 70 %. Los autores también
informaron que solo las plantas del clon tolerante formaron raices adventicias, mientras
que las raices de los otros clones se necrosaron. Encontraron también que, en todos los
clones, el contenido de clorofila en hojas se redujo, pero fue menos marcado en el clon
tolerante.

Se espera que las respuestas a la inundacién en duraznero sean similares a las
expresadas por las plantas no tolerantes a este tipo de estrés, por ejemplo, inhibicién del
crecimiento vegetativo y reproductivo, cambios anatomicos y promocion de la
senescencia de hojas y muerte de plantas (Kozlowski 1984). Ademas, en esta especie es
importante considerar la presencia de sustancias auto-toxicas producidas en las raices, a
partir de la hidrdlisis de un glucésido cianogénico, durante periodos de inundacion (Gur

y Blum 1973).

1.10. Calidad y maduracion de frutos

El eje central de la fruticultura es el adecuado manejo del arbol frutal con el
objetivo de producir fruta en cantidad y calidad comercial (Agusti 2004). Esto implica,
entre muchos otros aspectos, la comprension de los efectos que los factores de estrés
abiotico como el exceso de agua, poseen sobre el funcionamiento y comportamiento de

la planta entera. Més alla de esto, resulta fundamental la influencia que ejercen estos
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condicionantes sobre el fin dltimo de estos sistemas de produccidon, que son los frutos

propiamente dichos.

1.10.1. Cambios durante la maduracién de frutos

La maduracién de los frutos es un proceso genéticamente controlado que
involucra una serie de cambios fisicos y bioquimicos que resultan en un producto con
condiciones organolépticas dptimas para el consumo (Giovannoni 2004). Algunos de los
cambios comUnmente observados durante la maduracion incluyen las modificaciones en
el color de la piel y la pulpa, la acumulacion de azlcares simples, el consumo de &cidos,
la sintesis de compuestos volatiles capaces de contribuir al aroma caracteristico, el
ablandamiento de la pulpa por degradacién de componentes de la pared celular y la
modificacion en los niveles de antioxidantes (Seymour et al. 1993, Adams-Phillips et al.
2004). A continuacion, se detallan los cambios cualitativos méas caracteristicos que se
producen durante la maduracion de los frutos:

e Cambios en pigmentos: los colores en los frutos aportados por los

fitoquimicos proporcionan, en la naturaleza, una atraccién visual. El color
verde se debe principalmente a la clorofila y sus derivados (feofitinas,
feofdrbido y clorofilido). Los carotenoides son responsables de los colores
amarillos, naranjas y en algunos casos rojos que se encuentran en las frutas.
Finalmente, las antocianinas dan tintes rojos, naranjas, purpuras o azulados,
dependiendo del tipo de compuesto, del pH y de la presencia de co-pigmentos.
Las antocianinas derivan de compuestos flavonoides sintetizados a partir de la
fenilalanina. Dos enzimas claves en esa sintesis son la fenilalanina amonio

liasa y la chalcona sintasa (Leong et al. 2017). A excepcion de algunos frutos
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como el kiwi, la mayoria experimenta algiin cambio en su color durante la
maduracion, el cual es uno de los atributos claves para determinar su calidad
organoléptica, convirtiéndose a menudo en un indice de madurez de cosecha.
En durazno, el cambio de color mé&s relevante, con relacion a la maduracion,
es la degradacion de la clorofila, que en frutos inmaduros enmascara a los
carotenos y a las xantofilas (Gray et al. 1992, Ramina et al. 2008). Los
carotenoides son el grupo de pigmentos mas relevante en duraznos maduros.
Quimicamente son compuestos isoprenoides. Se localizan en el cloroplasto, el
cual se transforma a cromoplasto durante la maduracion (Crisosto et al. 1993).
Los carotenoides méas abundantes son el a-caroteno y el B-caroteno. De todos
modos, también pueden encontrarse derivados oxigenados como la luteina, la
zeaxantina y la criptoxantina (Leong et al. 2017). Algunas variedades de
duraznos, dependiendo ademas de diversos factores tales como variacion de
temperaturas entre el dia y la noche, la posicién en el canopeo y con ella la
intercepcion de la radiacion, pueden sintetizar antocianinas (Lelievre 1997).

Cambios en compuestos que contribuyen al sabor: El sabor de los frutos se

asocia con un elevado numero de compuestos. De todos modos, los dos grupos
mas abundantes son los azUcares simples y los acidos organicos (Seymour et
al. 1993). Entre los azlcares predominan la glucosa, fructosa y sacarosa,
mientras que entre los acidos organicos predominan el &cido malico y el citrico.
La abundancia relativa de cada uno de ellos, mas que de su contenido total, es
fundamental en la determinacion de la acidez y el dulzor. En general, los
acidos declinan durante la maduracion y los niveles de azlcares tienden a

incrementar, tanto por importacion desde el resto de la planta como por la
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movilizacién de reservas de almidon dentro del fruto (Soares Chavez y Mello-
Farias 2006).

Cambios en compuestos gue contribuyen al aroma: Ademas del sabor, el

aroma es un importante atributo que contribuye a la calidad de la fruta. En el
durazno, el aroma estd determinado por mas de cien compuestos volatiles
organicos. Sin embargo, dos lactonas fueron descriptas como las responsables
de conformar el tipico aroma del durazno: y- decalactona y y- jasmolactona
(Wang et al. 2019). A pesar de que las rutas biosintéticas de las lactonas en las
plantas son poco conocidas, se acepta que derivan del catabolismo de los
acidos grasos insaturados, que son clivados de la membrana e hidroxilados
para sufrir luego un proceso de formacion de ésteres internos (lactonizacion)
(Schwab et al. 2008). En durazno se identificaron genes de la ruta metabdlica
de los &cidos linoleico y linolénico como posibles candidatos para el control
del contenido de las lactonas (Sanchez et al. 2013).

Cambios en la firmeza y degradacién de las paredes celulares: El

ablandamiento de los frutos es uno de los principales factores de calidad que
determina su vida en poscosecha. Los cambios en la firmeza de los frutos que
ocurren durante la poscosecha son provocados por diversos factores como la
turgencia celular y la arquitectura de los tejidos. De todos modos, se reconoce
que buena parte del proceso de ablandamiento que ocurre durante la
maduracion esta relacionada con las modificaciones que ocurren en los
polisacaridos de la pared celular (Brummell y Harpster 2001). Las paredes
celulares vegetales primarias estan constituidas por una red de microfibrillas

de celulosa entrecruzadas por xiloglucanos e inmersas en una matriz de
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pectinas. Las paredes celulares de los frutos estdn conformadas generalmente
por aproximadamente 30 - 35 % de celulosa, 20 - 30 % de hemicelulosas y
cerca de 40 % de pectinas. Las pectinas, las hemicelulosas y posiblemente las
regiones amorfas de la celulosa, experimentan modificaciones durante la
maduracion. El ablandamiento esta relacionado con una extensa degradacion
de las pectinas que ademéas puede incrementar el tamafio del poro del
entramado de las microfibrillas de la pared. Resulta asi una disposicion mas
laxa que se observa durante las Gltimas etapas de la maduracion, la cual facilita
el acceso enzimatico al sustrato especifico. La maduracion de los frutos es
acompafada por la solubilizacion y despolimerizacion de las pectinas y de las
hemicelulosas, y por la pérdida de azucares neutros, principalmente galactosa
y arabinosa de la pared celular. Se considera que estas modificaciones son las
principales responsables de la reduccion de la resistencia de la pared celular,

la pérdida de adhesion entre las células y el ablandamiento (Brummell 2006).

Cambios en compuestos antioxidantes: la participacion de los compuestos
fendlicos sobre la calidad de los frutos puede ser significativa al contribuir
parte de ellos al color y a caracteristicas sensoriales como la astringencia. Por
otra parte, los compuestos fendlicos poseen importancia por ser ademas
compuestos antioxidantes (Sozzi 2007). En duraznos se ha descrito una
elevada correlacién entre la capacidad antioxidante total y el contenido de
compuestos fenodlicos. Entre los compuestos fendlicos mas importantes se
encuentran el 4&cido clorogénico, la catequina, la epicatequina,
leucoantocianidinas, flavonoles, derivados del acido cinamico y fenoles

simples (Sozzi 2007).
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1.10.2. El etileno en la maduracién de los frutos

Uno de los procesos fisioldgicos asociados con la accion del etileno que ha
recibido mayor atencién es la regulacion de la maduracion de los frutos (Giovannoni
2004). El etileno tiene un efecto regulatorio mas marcado en los frutos climatéricos
(Lelievre et at. 1997). La maduracion de este tipo de frutos ocurre normalmente de forma
simultanea con el aumento de la biosintesis auto catalitica de etileno, que acelera el ritmo
metabdlico (Abeles et al. 1992). Los frutos climatéricos, frente a la aplicacion exdgena
de etileno en niveles tan bajos como 200 partes por billén (ppb), aceleran los cambios
tipicos de la maduracion (ablandamiento, cambio del color de la piel y la pulpa,

degradacion de almidon, etc.) (Lelievre et al. 1997).

1.11. Inundacidn de arboles de duraznero, su efecto sobre el crecimiento vy la

fisiologia de las plantas y frutos: Algunos aspectos aun no resueltos.

A partir del conocimiento del problema que subyace de las inundaciones en los
cultivos frutales y especificamente en duraznero, surge la necesidad de avanzar en el
conocimiento de los mecanismos involucrados en los efectos de dicho estrés sobre el
crecimiento y desarrollo de esta especie frutal. En general, existen muchos antecedentes
en este aspecto en herbaceas de ciclo anual, pero es escasa la informacion disponible en

arboles frutales.

Como se ha mencionado, el duraznero es una especie frutal, dentro de la familia
de las Rosaceas y el género Prunus, con elevada sensibilidad al exceso hidrico del suelo.
Sin embargo, en este cultivo la informacion existente es escasa, sobre todo respecto a

efectos de inundacidn sobre arboles adultos. Hasta la fecha el Unico trabajo que investigo
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el efecto de una inundacion del suelo en forma de pulsos, sobre la calidad de los frutos en

la cosecha y poscosecha, es el de Insausti y Gorjon (2013).

A partir de los antecedentes presentados en esta “Introduccion General” surge el

interés de solucionar los siguientes problemas:

1) Si bien en plantas jovenes de portainjertos de duraznero existen algunos
trabajos (Ranney 1994, Martinazzo et al. 2011, Amador et al. 2012, lacona et al. 2013,
Pimentel et al. 2015), para algunos genotipos no se ha descripto su respuesta a
condiciones de estrés por inundacion. En otros casos, como por ejemplo el portainjerto
Mr. S. 2/5, se conoce que tolera episodios de inundacion del suelo, sin embargo, no se
han establecido con claridad los cambios morfologicos y fisiolégicos que podrian

contribuir a este comportamiento.

2) Al mencionar los factores que definen a las inundaciones se mencioné como
una variable importante el grado de inundacion (total o parcial) de las raices. En el caso
de duraznero no hay antecedentes al respecto. En este sentido también se plantea conocer
coémo la inundacién parcial del suelo afecta al desarrollo normal de un portainjerto
susceptible a la inundacion, y como es la dinamica de las respuestas fisiologicas y de

crecimiento que se expresan.

3) El momento del ciclo anual en que ocurre la inundacion, la duracion de la
mismay la edad de la planta también son considerados como factores que pueden afectar
las respuestas a este estrés. En arboles adultos y en etapas finales de crecimiento de los
frutos, no se han informado trabajos que caractericen los efectos de una inundacion

continua del suelo sobre la fisiologia de la maduracién en la poscosecha de los frutos,
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cosechados en esas plantas. Con relacion a los efectos que el exceso de agua ocasiona
sobre la calidad de los frutos de duraznero, el experimento previo realizado por Insausti
y Gorjon (2013) mostrd que pulsos de inundacion durante 60 dias previos a la cosecha
produjeron una mayor sintesis de etileno, menor firmeza y frutos de menor tamafio en
aquellos cosechados de los arboles inundados. Teniendo en cuenta este antecedente y
considerando que es el Unico que existe en el cual se ha focalizado sobre el impacto del
exceso hidrico del suelo en precosecha sobre la maduracién de los frutos en cosecha y
poscosecha, se plantea como un tema de interés establecer el impacto de la inundacion de
arboles adultos en forma previa a la cosecha sobre la dindmica de la maduracién de los

frutos.

1.12. Objetivos, hipétesis v predicciones

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis fue avanzar en el conocimiento de algunas
respuestas a la inundacién de plantas de duraznero y de sus frutos en poscosecha. Se
pretendié comprender los principales efectos que generan diferentes niveles y periodos
de inundacién sobre plantas jovenes y adultas de duraznero y sobre diferentes
portainjertos de este cultivo, analizando respuestas fisiologicas y de crecimiento.
Asimismo, se procurd establecer el impacto de la inundacion del arbol sobre la
composicion, calidad y comportamiento en poscosecha de los frutos provenientes de esas

plantas.
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Segun los antecedentes mencionados anteriormente, surgieron las siguientes
preguntas y, para responderlas, se pusieron a prueba diferentes hipotesis y predicciones

que surgieron de los objetivos especificos que se mencionan méas adelante:

1) (Como afectan al crecimiento de plantas jovenes y arboles adultos de duraznero

diferentes niveles y tiempos de inundacion del suelo?

2) ¢Cdémo afecta la inundacién del suelo a variables fisiologicas relacionadas con
el crecimiento vegetativo en plantas jovenes y arboles adultos de duraznero, tal como la
conductancia estomatica, la fotosintesis, el contenido de clorofilas de las hojas y el

potencial hidrico de las hojas?

3) ¢ Como afecta la inundacidon del arbol a la produccion de etileno de los duraznos
cosechados de los mismos, cuando la misma ocurre durante la etapa de crecimiento de

los frutos?

4) ¢ Qué efectos ocasiona la inundacion temporaria sobre los arboles de duraznero
y sobre la calidad, velocidad de maduracién y comportamiento en poscosecha de los

frutos cosechados de los mismos?

5) ¢De qué depende la tolerancia diferencial a la inundacion de los diferentes

portainjertos de duraznero?

A partir de la pregunta 1) surgen las siguientes dos preguntas:

6) ¢Como es la respuesta a la inundacion de plantas jovenes de portainjertos de

duraznero durante su crecimiento en vivero?
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7) ¢Cémo afecta una inundacion parcial del sistema radical de portainjertos

jévenes de duraznero a su fisiologia y crecimiento?

Objetivos especificos, hipotesis y predicciones

Objetivo especifico 1: Caracterizar las respuestas e identificar algunos
mecanismos involucrados en la tolerancia diferencial a la inundacion entre diferentes
portainjertos de duraznero.

o Hipotesis 1. La tolerancia diferencial a la inundacion entre diferentes
portainjertos para duraznero se basa en diferencias anatomicas, fisiologicas y de
crecimiento.

Prediccion 1.1. El pie tolerante a la inundacion, Mr. S. 2/5, tendrd mayores
valores de conductancia estomatica, potencial hidrico, contenido de
clorofila y fotosintesis neta de las hojas, en comparacion con los
portainjertos franco e hibrido almendro x duraznero, durante un episodio
de inundacion.

Prediccion 1.2. El pie tolerante a la inundacion, Mr. S. 2/5, tendr4 mayor
porosidad constitutiva en los tejidos de la raiz que el pie franco y el
hibrido almendro x duraznero.

Prediccion 1.3. El pie tolerante a la inundacién, Mr. S. 2/5, presentard mayor
tasa de crecimiento foliar, en comparacion al franco y el hibrido almendro
X duraznero.

Objetivo Especifico 2: Investigar acerca de los efectos del nivel de inundacién

(parcial o total) sobre la fisiologia y el crecimiento de las plantas de portainjertos de

duraznero.
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o Hipotesis 2. La inundacion parcial (~50 %) del sistema radical es
suficiente para generar las mismas respuestas fisiologicas y de crecimiento a la
inundacion que se expresan con la inundacion total.

Prediccién 2.1. El crecimiento acumulado en longitud y diametro de los brotes
del afo y el diametro del tallo de las plantas inundadas seran menores
que en el testigo sin inundar, pero no habra diferencias significativas
entre los dos niveles de inundacién (total y parcial).

Prediccién 2.2. La conductancia estomatica, el potencial hidrico y el contenido
de clorofila seran menores en las plantas inundadas que en las testigos,
pero no se encontraran diferencias entre los dos niveles de inundacion

(total y parcial).

Objetivo especifico 3: Determinar los efectos que provoca la inundacién del suelo
sobre el crecimiento del afio de arboles adultos, y sobre la calidad y vida en la poscosecha
de los duraznos, cuando la misma ocurre desde el momento de esclerificacion del
endocarpo hasta la cosecha de los frutos (etapa de crecimiento lineal de los frutos),

intentando esclarecer algunos mecanismos involucrados.

e Hipotesis 3.1. La inundacion de plantas adultas durante el periodo de
crecimiento lineal de los frutos hasta la cosecha de los mismos (32 dias continuos)
afecta al crecimiento vegetativo en los arboles de duraznero, y a las variables
fisiolégicas que lo determinana.

Prediccién 3.1.1. La longitud y el diametro de las ramas de crecimiento del afio

seran menores en los arboles inundados que en las del tratamiento testigo.
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Prediccion 3.1.2. El peso fresco y seco y el area foliar de las hojas serdn menores
en los &rboles inundados que en las del tratamiento testigo.

Prediccion 3.1.3. La conductancia estomatica, el potencial hidrico, el contenido
de clorofilay la fotosintesis neta en las hojas serdn menores en los &rboles
inundados que en los testigos.

. Hipotesis 3.2. La produccion de etileno durante la maduracion de los
frutos de duraznero ex planta es afectada por una inundacion ocurrida durante la etapa
de crecimiento lineal del fruto, existiendo una relacion entre los efectos de la
inundacion con la calidad de los frutos durante la cosecha y la poscosecha.

Prediccién 3.2.1. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran mayor
produccion de etileno respecto a los cosechados de arboles testigos.

Prediccién 3.2.2. Se adelantara el climaterio y la maduracion de los frutos
provenientes de los arboles inundados con respecto a los testigos, pero el
nivel total de produccion de etileno en frutos de plantas testigo e
inundadas sera semejante.

Prediccion 3.2.3. Los frutos cosechados de los arboles inundados mostraran
mayor velocidad de maduracion que los de plantas sin inundar.

Prediccion 3.2.4. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran menor
concentracion de solidos solubles que los cosechados de arboles testigos,
tanto en la cosecha como en la poscosecha.

Prediccion 3.2.5. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran menor
contenido de clorofilas en la piel que los cosechados de arboles testigos,

tanto en la cosecha como en la poscosecha.
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Prediccién 3.2.6. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran mayor
contenido de carotenoides y antocianinas en la epidermis que los
cosechados de arboles testigos, tanto en la cosecha como en la poscosecha.

Prediccion 3.2.7. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran mayor
contenido de carotenoides en el mesocarpo que los cosechados de arboles
testigos, tanto en la cosecha como en la poscosecha.

Prediccion 3.2.8. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran mayor
contenido de fenoles en la piel que los cosechados de &rboles testigos,
tanto en la cosecha como en la poscosecha.

Prediccion 3.2.9. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran mayor
capacidad antioxidante que los cosechados de arboles testigos, tanto en
la cosecha como en la poscosecha.

Prediccion 3.2.10. Los frutos cosechados de los arboles inundados mostraran
una mas rapida degradacion de polisacaridos de la pared celular durante
el almacenamiento en poscosecha, que los provenientes de arboles
testigos.

Prediccion 3.2.11. Los frutos cosechados de los arboles inundados tendran
menor acidez con respecto a los frutos cosechados de arboles testigos,
tanto en la cosecha como durante la poscosecha.

Prediccion 3.2.12. Los frutos cosechados de los arboles inundados seran mas
susceptibles a la pérdida de peso durante el almacenamiento en

poscosecha que los frutos cosechados de arboles testigos.
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Se pusieron a prueba las hipotesis con sus respectivas predicciones, llevando a
cabo una serie de experimentos en los que se determinaron variables anatomicas,
morfoldgicas, fisioldgicas, de crecimiento y bioquimicas, con las que se propuso
caracterizar las respuestas a la inundacion en las plantas, durante el crecimiento

vegetativo y en sus frutos durante su vida en poscosecha.



CAPITULO 2

RESPUESTAS DE TRES
PORTAINJERTOS DE DURAZNERO
A LA INUNDACION DEL SUELO
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2.1. Introduccion

Los arboles frutales utilizados en las plantaciones comerciales son individuos
bimembres constituidos por una combinacion de una variedad y un portainjerto, donde la
variedad aporta la parte area y el portainjerto proporciona el sistema radical (Dolgun et
al. 2009). Esta conformacion se logra a través de la propagacion agamica conocida como
injertacion, en donde una yema de la variedad comercial se inserta en un portainjerto
proveniente de semilla (Illamado franco) o de estaca (llamado clonal). La injertacion es
una practica utilizada habitualmente en fruticultura con el objetivo de, por ejemplo,
reducir el tiempo a floracion, acortar programas de mejoramiento genético, mejorar la
calidad y rendimiento de semillas y frutos, mejorar la resistencia y tolerancia a
condiciones ambientales, plagas y patdgenos y cambiar cultivares (Giorgi et al. 2005,
Mitani et al. 2008, Franzon et al. 2010).

El uso de portainjertos en la produccidn fruticola tiene como objetivo principal
sortear problemas atribuidos al suelo, enfermedades y plagas que limiten la produccién
de la variedad deseada (Zrig et al. 2011, Forcada et al. 2014). Por lo tanto, la eleccion del
portainjerto es una decisién tanto técnica como econdémica, tan importante como la
eleccion de la variedad a producir. Su eleccion se debe basar, por ejemplo, en el tipo de
suelo en que se va a establecer la plantacion, la densidad de plantacion, presencia de
nematodos, hongos, pH inadecuado o problemas de replante (Pinochet et al. 2010).

Numerosos trabajos han informado acerca de la influencia del portainjerto sobre
las caracteristicas de la variedad injertada, incluyendo efectos sobre la tolerancia a
condiciones de estrés bidtico y abiotico, vigor, fenologia, nutricion mineral y calidad de

frutos, entre otros (Domingo et al. 2002, Insausti y Gorjon 2013, Basile y Dejong 2018).
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Con relacion a las caracteristicas de los frutos cosechados, se ha encontrado que el
portainjerto influye sobre caracteristicas tanto de calidad como en el tamafio del fruto
(Orazem et al. 2011), asi como en la relacién entre los solidos solubles y la acidez titulable
y la coloracion de los frutos (Giorgia et al. 2005, Forcada et al. 2012).

En los arboles frutales, la tolerancia a la hipoxia/anoxia radical esta determinada
por las caracteristicas del portainjerto (Domingo 2002). Una estrategia Util para plantar
especies frutales intolerantes a la hipoxia/anoxia radical en las zonas propensas a
inundaciones podria ser injertarlas sobre portainjertos tolerantes (Ranney et al. 1994,
Domingo et al. 2002, Pimentel et al. 2014).

Las prunoideas que suelen ser utilizadas como portainjertos se han clasificado
como sensibles a la hipoxia radical, aunque existen diferencias entre genotipos con
respecto a su capacidad de tolerar este tipo de estrés (Ranney 1994, lacona et al. 2013).
Segun Mestre et al. (2015) el portainjerto hibrido almendro x duraznero cv. Monegro®,
experimentd las tasas mas altas de mortandad (80 % de arboles muertos) en una
inundacion a largo plazo donde se evaluaron doce portainjertos con diferente sensibilidad
a la anoxia radicular en suelos compactos. Por el contrario, segln estos autores, otros
portainjertos de ciruelo como “Replantpac” que proviene de Prunus cerasifera,
sobreviven, o su tasa de mortandad es baja frente a este tipo de estrés. Los portainjertos
utilizados en prunoideas que provienen de Prunus cerasifera y Prunus domestica se
consideran relativamente tolerantes a la inundacion (Ranney 1994), mientras que los
provenientes de Prunus persica (Insausti y Gorjon 2013) y los portainjertos hibridos
Prunus persica x Prunus dulcis (Martinazzo et al. 2011) se consideran sensibles a este
tipo de estrés. El portainjerto en base a ciruelo Mirobalan Sansavini 2/5 (Mr. S. 2/5),

seleccionado de una poblacion de Prunus cerasifera, tiene una alta tolerancia a la
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inundacion del suelo (Dichio et al. 2004) y es compatible como portainjerto de duraznero
(Muleo et al. 2006). Por ejemplo, lacona et al. (2013) informaron que el portainjerto Mr.
S. 2/5 confiri6 a la variedad injertada un aumento en la tolerancia a la inundacion del
suelo luego de 21 dias de inundacion continua. Sin embargo, estos autores sefialaron que
se necesitaba investigar mas para evaluar la plasticidad fenotipica que podria inducir
posibles cambios rapidos a corto plazo.

El desarrollo de aerénquima funcional es una de las caracteristicas mas
importantes que presentan las especies tolerantes a la inundacion (Sojka 1988, Grimoldi
et al. 1999). Por lo tanto, seria apropiado evaluar la porosidad de las raices de los
portainjertos, la que estaria directamente relacionada con el contenido de aire en los
tejidos, y se traduciria en una mayor tolerancia a las inundaciones (Grimoldi et al. 1999).
Dentro de las especies de prunoideas, la presencia de aerénquima ha sido parcialmente
descripta para el portainjerto cv. Mariana 2624 (Pimentel et al. 2014) y para el Mirabolano
Sansavini 2/5 (Pistelli et al. 2012). Sin embargo, no hay antecedentes que evallen su
funcionalidad.

Las respuestas a la inundacién en plantas jovenes se expresan mas rapido que en
plantas adultas (Kozlowski 1997). Por lo tanto, se propuso poner a prueba que, en los
portainjertos jovenes sensibles a las inundaciones, algunas variables fisiolégicas de
respuesta se ven afectadas durante las primeras 24 horas de inundacion y que este
comportamiento tiene un efecto negativo sobre los parametros de crecimiento, que
también se expresan de forma rapida y diferencial en comparacién con los portainjertos
tolerantes. Ademas, se propuso probar que las raices de los portainjertos tolerantes son
constitutivamente mas porosas y tienen mayor contenido de aire en sus tejidos que las

raices de los no tolerantes. Por lo tanto, se sugiere que los portainjertos con mayor
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porosidad expresan una mayor tolerancia a las inundaciones en base a la respuesta
diferencial de sus variables fisiologicas y de crecimiento, en comparacion con los
portainjertos sensibles. En los arboles frutales en produccion comercial son mucho
mayores las posibilidades de eventos de inundacion cortos que prolongados. Por lo tanto,
fue de interés conocer como se afecta el crecimiento de las especies sensibles por esos
eventos de inundacion de corta duracion.

En el presente capitulo se puso a prueba la hipotesis 1.1: “La tolerancia
diferencial a la inundacién entre diferentes portainjertos para duraznero, se basa en
diferencias anatomicas, fisiologicas y de crecimiento” y sus respectivas predicciones
propuestas en la introduccion general de esta tesis (ver Capitulo 1). Por lo tanto, el
objetivo fue investigar las respuestas fisioldgicas y de crecimiento ante las inundaciones,
de diferentes patrones jovenes de Prunus, como asi también la tolerancia diferencial de

los mismos, en un corto periodo de inundacion.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Material vegetal y disefio experimental

El experimento se realiz6 en la Estacion Experimental INTA Junin, en la provincia
de Mendoza, del 15 al 21 de febrero del afio 2012.

Se utilizaron plantas de portainjertos de duraznero de las variedades: 1) Garfinem
-'G XN - 9" (P. dulcis Mill x P. persica L. Bastsch), 2) Mirabolano Sansavini 2/5 — Mr.
S. 2/5 - (P. cerasifera) y 3) Nemared (P. davidiana x P. persica L. Bastsch) de 6 meses
de edad, las cuales se transplantaron del vivero a las macetas durante el mes de agosto.
Las plantasde 'G X N —9"y ‘Mr. S. 2/5” fueron obtenidas agamicamente mientras que las

plantas de Nemared fueron obtenidas a través de la siembra de carozos. Las plantas
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seleccionadas fueron homogeéneas respecto a sus dimensiones (altura, didmetro del
vastago y nimero de ramificaciones, excepto en Mr. S 2/5 en donde se seleccion6 so6lo
por altura y diametro del véstago, debido a que no presentaba ramificaciones laterales).
Las plantas fueron colocadas en macetas de 40 L que contenian como sustrato una mezcla
de 30 % perlita, 35 % turba y 35 % orujo de uva. Las macetas fueron distribuidas al azar
sobre el terreno destinado al experimento en donde se las regd periddicamente y se realizd
un estricto control de plagas, enfermedades y malezas. Ademas, durante el periodo de
crecimiento se le suministr6 60 g, de un fertilizante hidrosoluble que contenia 15-10-15
N-P-K con micronutrientes quelatados en EDTA (2 % MgO — 30 % SOz — 0,01 % B -
0,02 % Cu, 0,05 % Fe, 0,05 % Mn, 0,001 % Mo, 0,02 % Zn) una vez a la semana. Al
momento de comenzar el experimento las plantas tenian una altura de 150 cmy sus raices
ocupaban todo el volumen del sustrato dentro de la maceta. Para determinar que las raices
de las plantas ocupaban todo el volumen de sustrato de la maceta, se tomé una muestra
de 5 macetas, se sacé la planta con el sustrato y se determin6 visualmente que las raices
esten distribuidas en todo el volumen de mismo. Los tratamientos que se realizaron fueron:
(1) testigo, las plantas se regaron drenando el exceso agua a través de los agujeros de
drenaje de la maceta con el objetivo de que no experimenten estrés hidrico y se encuentren
por lo tanto en capacidad de campo y (2) inundacion, consistié en mantener una altura de
50 mm de agua por encima de la superficie del suelo. Por cada tratamiento se utilizaron
7 repeticiones de cada portainjerto. El tratamiento de inundacion se realizd de forma
continua durante 3 dias. Con el objetivo de evitar la pérdida de agua de las macetas
inundadas, las mismas fueron colocadas dentro de recipientes de 60 L sin drenaje. Las
macetas con las plantas testigo también fueron introducidas en el mismo recipiente,

aunque con drenaje. El estado de anoxia del suelo se caracterizo a travées de la medicion
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de la tasa de difusion de oxigeno (TDO) a una profundidad de 5 c¢cm, utilizando un
microelectrodo de platino con un electrodo de calomel de referencia (Letey y Stolzy,
1964). Dicha determinacion se realizd en todas las repeticiones de las combinaciones

portainjerto/tratamiento de inundacién y portainjerto/tratamiento testigo.

2.2.2. Mediciones fisioldgicas

La fotosintesis neta se midié en una hoja joven y totalmente expandida por planta
ubicada en el tercio medio de los brotes utilizando un medidor portatil de intercambio
neto de CO2 (IRGA) Li-6400 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, Estados Unidos).

La conductancia foliar también se midié sobre una hoja joven totalmente
expandida por planta, ubicada en el tercio medio del brote. La medicidn se realizd con un
porémetro de difusion Delta T, modelo AP4 (Delta-T Devices, Cambridge, Reino Unido).

El potencial hidrico de las hojas se midi6 en la misma hoja que se utiliz6 para la
medicion de la conductancia foliar, utilizando una cdmara de presion Biocontrol modelo
4 (Bio-Control, Argentina). Todas estas mediciones se realizaron inmediatamente antes
de iniciar la inundacion y luego cada 24 h, siempre a la misma hora del mediodia. Las

determinaciones fisiologicas siempre se realizaron en dias despejados.

2.2.3. Crecimiento de las hojas

Se marco6 una hoja por planta ubicada en el tercer nudo desde el apice. Se midio
el largo y el ancho de la lamina foliar. Las mediciones se realizaron al principio del
experimento y a los dos, cuatro y seis dias de comenzado el tratamiento de inundacion.

Se utilizo un calibre digital.
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2.2.4. Porosidad de raices

Esta variable fue cuantificada por la técnica de picnometria (Sojka 1988, Grimoldi
et al. 1999). Para realizar esta medicion se utilizaron 5 plantas de cada portainjerto que
no habian estado sujetas al tratamiento de inundacion, de las cuales se analizé una muestra
de raices jovenes. La porosidad de raices (PR) fue calculada como PR (%) = 100 x (Pq—
Pr)/ (P + R - Py), donde R es el peso fresco de las raices intactas, P es el peso del
picnometro lleno de agua, Pr es el peso del picnémetro con agua y raices intactas, y Pq es
el peso del picnémetro lleno de agua y con las raices previamente maceradas en un
mortero. Para realizar esta determinacion se tom6 una muestra de aproximadamente 1 g

de raices jovenes por cada planta que constituia la repeticion.

2.3.  Andlisis estadistico

El experimento fue conducido utilizando un disefio completamente aleatorizado.
La homogeneidad y la normalidad de varianzas fueron verificadas previamente utilizando
los test de Levene y Shapiro-Wilk. Los datos obtenidos fueron analizados a través del
analisis de la varianza (ANOVA). Se utiliz6 una prueba de medidas repetidas en el tiempo
para el andlisis de las variables respuesta (P<0,05). Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el paquete Statistica para Windows (StatSoft, Tulsa, OK, EE. UU.). Todos los

resultados se presentan como el promedio + error estandar (EE).
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2.4, Resultados

2.4.1. Tasa de difusion de oxigeno del suelo

La inundacién afectd la tasa de difusion de oxigeno en el suelo de manera muy
significativa con respecto al testigo sin inundar (P<0,01). Los valores fueron de 145 + 0.1

mg cm s en el suelo inundado y de 800 + 2 mg cm™ s en el tratamiento testigo.

2.4.2. Respuestas fisiologicas

2.4.2.1. Fotosintesis neta (Pn) y concentracion interna de COz (ci)

Los diferentes portainjertos mostraron una respuesta diferencial en la Pn a la
inundacion del suelo. La Pn del portainjerto Mr. S. 2/5 no fue significativamente afectada
por el tratamiento de inundacion (P>0,05) (Fig. 2.1 A) en ningun dia de medicion. La Pn
del portainjerto Monegro® fue afectada por el tratamiento de inundacion luego de 48 h de
comenzado el tratamiento (Fig. 2.1 B). Respecto al portainjerto Nemared, luego de 24 h
de inundacion la Pn fue muy significativamente menor (P<0,001) que el tratamiento
testigo (Fig. 2.1 C). La disminucién de la Pn del portainjerto Nemared durante el
tratamiento de inundacion fue de 38 % y 66 % al primero y segundo dia de tratamiento
respectivamente, en comparacion con el tratamiento testigo. En contraste, la disminucién
en el portainjerto Monegro® fue de 14 % en el segundo dia de inundacién. Sin embargo,
la ci en las hojas no cambid significativamente en Mr. S. 2/5, Monegro® y Nemared (en
los tres casos P>0,05), logrando valores promedios de 282 ppm, 283 ppm y 281 ppm

respectivamente, durante las 48 h de inundacion.
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Figura 2.1: Fotosintesis neta (Pn) de hojas de portainjertos: A. Mr. S. 2/5, B. Monegro® y C. Nemared,
mantenidos a capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacién del suelo (Inundado). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos y dias, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras

indican error estandar de la media.
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2.4.2.2. Conductancia estomatica (gs)

En términos generales, el patron de respuesta de la gs fue similar al de la Pn. No
se registraron diferencias significativas en la gs (P>0,05) en el portainjerto Mr. S. 2/5
entre el tratamiento de inundacion y el testigo durante el periodo de inundacion (Fig. 2.2
A). En Monegro®, el tratamiento de inundacion afectd significativamente a la gs luego de
48 h de tratamiento (P<0,05) (Fig. 2.2 B). Sin embargo, las plantas inundadas de Nemared
tuvieron una gs muy significativamente menor (P<0,001) al tratamiento testigo durante
el primer y segundo dia de inundacion, con valores de 69 % y 82 %, con respecto al

tratamiento testigo respectivamente (Fig. 2.2 C).
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Figura 2.2: Conductancia estomatica (gs) de portainjertos: A. Mr. S. 2/5, B. Monegro® y C. Nemared
mantenidos a capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacién del suelo (Inundado). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos y dias, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras

indican error estandar de la media.

2.4.2.3. Potencial hidrico de las hojas (ya)

El tratamiento de inundacidn no afect6 significativamente el ya en el portainjerto
Mr. S. 2/5 respecto al tratamiento testigo (P>0,05) (Fig. 2.3 A). Contrariamente, en

Monegro® y Nemared el ya fue significativamente menor en el tratamiento de inundacion
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respecto a los testigos, luego de las primeras 24 h de inundacion (P<0,001, en ambos
portainjertos). Estas diferencias permanecieron durante el segundo dia de inundacion (Fig.
2.3 By 2.3 C). En el portainjerto Monegro® en el primer y segundo dia de inundacion la
reduccion fue de 38 y 43 % respectivamente (Fig. 2.3 B), mientras que en el portainjerto
Nemared los valores de ya de la hoja fueron 32 y 30 % menores, respecto al tratamiento
testigo del mismo portainjerto en el primer y segundo dia de inundacion respectivamente

(Fig. 2.3 C).
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Figura 2.3: Potencial hidrico (yn) de las hojas de portainjertos A. Mr. S. 2/5, B. Monegro® y C. Nemared
mantenidos a capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacién del suelo (Inundado). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos y dias, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras

indican error estandar de la media.

2.4.3. Crecimiento foliar

En el portainjerto Mr. S. 2/5 el crecimiento en ancho y largo de las hojas no fue
afectado (P>0,05 en ambas determinaciones) por el tratamiento de inundacion, durante el

periodo en que se evalud el crecimiento foliar (Fig. 2.4 Ay 2.5 A respectivamente).
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Figura 2.4: Ancho de las hojas de portainjertos A. Mr. S. 2/5, B. Monegro® y C. Nemared mantenidos a
capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacion del suelo (Inundado). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos y dias, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras indican error

estandar de la media.
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El crecimiento de las hojas en ancho y longitud fue afectado significativamente
por el tratamiento de inundacion en los portainjertos Nemared (P=0,03 y P=0,029
respectivamente) y Monegro® (P=0,031 y P=0,006 respectivamente) al cabo de 6 dias de
inundacion. El crecimiento en ancho de las hojas de Monegro® y Nemared a los 6 dias de
inundacion fue 23 y 22 % menor a sus respectivos testigos sin inundar, respectivamente
(Fig. 3.4 By 3.4 C). Por su parte, el crecimiento en longitud de las hojas en Monegro® y

Nemared fue 20 % menor a sus respectivos testigos sin inundar (Fig. 3.5B y 3.5 C).



54

80 -
A —=— Testigo
--¥-- Inundado
60
40+
20
0
B
) A
£ 75
8
2 50
[}
=]
=]
g 251
—

304

Tiempo (d)

Figura 2.5: Largo de hojas de portainjertos A. Mr. S. 2/5, B. Monegro® y C. Nemared mantenidos a
capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacion del suelo (Inundado). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos y dias, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras indican error

estandar de la media.
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2.4.4. Porosidad de las raices

Las raices del portainjerto Mr. S. 2/5 tuvieron la mayor porosidad constitutiva en
comparacion con los portainjertos Nemared y Monegro® (P<0,001) en las plantas sin
tratamiento de inundacion (Fig. 2.6). El portainjerto Mr. S 2/5 presentd una porosidad
constitutiva en las raices de 12 %, mientras que en los portainjertos Nemared y Monegro®

fue de 7 y 5 % respectivamente (Fig. 2.6).
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Figura 2.6: Porosidad de las raices de portainjertos A. Mr. S. 2/5, B. Monegro® y C. Nemared mantenidos
a capacidad de campo. Letras diferentes indican diferencias significativas en un test de Fisher (P<0,05).

Las barras indican error estandar de la media.

2.5. Discusién

Actualmente se acepta que pueden obtenerse considerables ventajas técnicas y
econdmicas utilizando portainjertos seleccionados por sus caracteristicas genéticas y su

adaptacion al medio ambiente (Reighard y Loreti 2008). El duraznero al ser propagado
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sobre el portainjerto proveniente de P. persica y plantado en suelos mal drenados, o con
eventual saturacion de agua, generalmente decae o muere (Insausti y Gorjon 2013). Por
lo tanto, la eleccion del portainjerto resulta tan importante desde un punto de vista
econdémico como la eleccion del cultivar, cuando los &rboles de duraznero se plantan en
suelos con problemas de encharcamiento.

Los resultados del presente experimento mostraron diferentes respuestas a las
inundaciones entre los portainjertos en el corto plazo, durante el periodo de tiempo
investigado. La respuesta méas réapida a las inundaciones la evidencio el portainjerto
Nemared cuya reduccion en Pny gs ocurri6 dentro de las primeras 24 horas de tratamiento,
mientras que las reducciones en Pn y gs en el portainjerto Monegro® se detectaron con
posterioridad. El portainjerto Mr. S. 2/5 tolerd la inundacion continua durante todo el
experimento. La tolerancia a la inundacion del patron Mr. S. 2/5 se basa en una
combinacién de adaptaciones fisiol6gicas, metabdlicas y morfoldgicas, lo cual podria
explicar el comportamiento de este genotipo bajo el estrés por inundacion (Arbona et al.
2009, Pistelli et al. 2012, Pimentel et al. 2014).

La difusion interna de oxigeno desde los brotes hacia las raices es crucial para la
tolerancia de las plantas a la anoxia del suelo (Colmer y Voesenek 2009). De este modo
la mayor porosidad encontrada en las raices de Mr. S. 2/5 podria ser una consecuencia de
los espacios interconectados que potencialmente facilitarian la oxigenacion de las células
de las raices (Blom y Voesenek 1996, Grimoldi et al. 2005). Esta caracteristica podria
incrementar la tolerancia a la inundacion en este portainjerto en comparacion a otros
portainjertos. En efecto, la porosidad de las raices se correlaciona con la presencia de un

aerénquima funcional (Striker et al. 2005, Cheng et al. 2020, Kidd et al. 2020, Ejiri et al.
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2021), y se la ha relacionado con la tolerancia a la inundacion en otras especies (Visser
et al. 1996, He et al. 1999, Grimoldi et al. 2005).

Acorde con los resultados, la asimilacion de carbono fue afectada por el cierre
estomatico en los portainjertos Nemared y Monegro®. Sin embargo, el tratamiento de
inundacion no afectd esas variables en el portainjerto Mr. S. 2/5. La magnitud de esas
respuestas fue mas elevada en el portainjerto Nemared dentro de las primeras 24 h de
inundacion, lo cual indica que de los tres genotipos evaluados es el méas sensible a este
tipo de estrés. La respuesta estomatica a la inundacion encontrada en nuestro experimento
coincide con lo obtenido por Amador et al. (2012), sin embargo, en nuestro experimento,
el efecto fue determinado y expresado en la mitad de tiempo. El cierre estoméatico como
respuesta al estrés por anoxia del suelo ha sido demostrado en muchas especies
(Kozlowski y Pallardy 1979, Wazir et al. 1988) y una disminucion en la tasa de
fotosintesis en las plantas sensibles a la inundacion esté altamente correlacionada con el
cierre estomético (Arbona et al. 2009, Martinazzo et al. 2011, Pimentel et al. 2014),
incluyendo al género Prunus (Domingo et al. 2002, Nicolas et al. 2005, Amador et al.
2012, Insausti y Gorjon 2013). Ademas, durante las inundaciones prolongadas la tasa de
fotosintesis disminuye progresivamente debido a los efectos inhibitorios sobre el proceso
fotosintético (Larson et al. 1991, Liao y Lin 1996, Domingo et al. 2002, Arbona et al.
2009, Pimentel et al. 2014).

Los resultados de este capitulo sugieren que la Pn fue afectada por factores no
estomaticos, ademas de los factores estomaticos, ya que no se observaron diferencias en
la ci entre arboles inundados y testigos, en todos los portainjertos. Sin embargo, trabajos
previos han indicado que la respuesta de la Pn a las inundaciones en el corto plazo es

debida exclusivamente al cierre estomatico (Beckman et al. 1992, Domingo et al. 2002,
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Mielke et al. 2003, Amador et al. 2012). En especies sensibles donde los estomas se
cierran a causa de las inundaciones, la ci disminuye pero la capacidad fotosintética no se
ve afectada (Else et al. 2009, Martinazzo et al. 2011, De Pedro et al. 2020). Cuando la Pn
es afectada por factores no estomaticos, el comportamiento de la ci es opuesto (Larson et
al. 1991, Domingo et al. 2002, Pimentel et al. 2014). Por otro lado, la difusién de CO>
desde la atmosfera al sitio de carboxilacion puede reducirse y, a menudo es la causa
principal de la disminucion de la fotosintesis bajo estrés hidrico (Flexas et al. 2009). La
capacidad de difusion del CO> a través de la hoja esté regulada por el cierre estomatico y
la conductancia del mesoéfilo. Esta Gltima disminuye tanto para situaciones de sequia (Cai
et al. 2010) como para una inundacion a largo plazo (Black et al. 2005). La reduccion de
la gs, en condiciones de estrés hidrico, puede estar relacionada con alteraciones fisicas en
la estructura de los espacios intercelulares debido a la contraccion de la hoja (Lawlor y
Cornic 2002), a cambios en la porosidad y el grosor de la pared celular (Niinemets et al.
2009) o reorganizacion de células y organelas (Zellnig et al. 2010). Se propone que la
ausencia de un cambio en la ci indica que los procesos relacionados con el metabolismo
fotosintético se afectan de manera simultanea con el cierre estomatico. Este tipo de
respuesta no se ha observado en el corto plazo en otras especies. Sin embargo, existen
informes en los cuales la ci no fue afectada por las inundaciones en el largo plazo. Este
efecto se observo, por ejemplo, en Carya illinoensis (Smith y Huslig 1990), Citrus
sinensis injertado sobre portainjertos Citrus jambhiri y Citrus aurantium (Vu y
Yelenosky 1991). Liao y Lin (1996), quienes utilizaron plantulas de melén (Momordica
charantia L. cv. New Known) injertadas sobre Luffa (Luffa clindrica Roem. cv. Cylinder)
inundadas durante 7 dias, obtuvieron similares valores de ci en las plantas de los

tratamientos testigos e inundados. Los cambios en el porcentaje de activacion de la
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enzima RuBisCO reflejan su estado de carbamilacién, lo cual esté regulado por laciy la
intensidad de radiacion. En sintesis, tanto los factores estoméaticos como no estomaticos
afectaron la Pn.

Acorde con estos resultados, el portainjerto Mr. S. 2/5 fue capaz de mantener el
potencial hidrico de las hojas durante el tratamiento de inundacién, no habiendo
diferencias con los &rboles del tratamiento testigo. Este resultado coincide con lo obtenido
por Zhang y Davies (1986) en plantulas de poroto (Pisum sativum L. cv. Feltham First) y
Smith y Ager (1988) en plantas de pecan (Carya illinoiensis). Sin embargo, el potencial
hidrico de las hojas en los portainjertos Nemared y Monegro® se redujo a causa del
tratamiento de inundacion. Es comun que el potencial hidrico de las hojas sea afectado
por la anoxia del suelo en plantas sensibles a este estrés (Jackson y Drew 1984, Domingo
et al. 2002, Parent et al. 2008, Insausti y Gorjon 2013). Por ejemplo, en plantas de tomate
(Jackson et al. 1978), poroto (Jackson y Hall 1987) y almendro (Séanchez-Blanco et al.
1994), la inundacién provoca una reduccion en el potencial hidrico de las hojas. En
contraste, otros autores encontraron que la inundacién no reduce el potencial hidrico de
las hojas (Zhang y Davies 1986, Smith y Ager 1988).

Los resultados de este trabajo muestran que las respuestas en el corto plazo del
potencial hidrico de las hojas y la Pn a la anoxia del suelo podrian explicar en gran medida
el impacto negativo sobre el crecimiento de las hojas en los portainjertos Nemared y
Monegro®. El crecimiento foliar requiere necesariamente de una combinacion de division
celular y expansion (Lambers et al. 2008). Estudios previos han reportado que las
inundaciones afectaron la expansion celular en muchas especies (Setter y Laureles 1996,
Voesenek y Blom 1999) a través de su efecto sobre la elasticidad de las paredes celulares

(Cosgrove 1993, 2005) y el potencial hidrico de las hojas, que actia como la fuerza motriz
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para el movimiento del agua a traves de la hoja (DeJong y Goudriaan 1989, Lambers et
al. 2008). Ademas, es ampliamente aceptado que la reduccion de la energia causada por
la anoxia afecta a la produccion de la materia seca en las plantas sensibles a las
inundaciones (Jackson y Ram 2003, Voesenek et al. 2006, Bailey-Serres y Voesenek

2008).

2.6. Conclusiones

Los resultados de este capitulo dan evidencia a favor de la hipotesis 1. Se pudo
comprobar que la tolerancia diferencial a la inundacion entre diferentes portainjertos para
duraznero se basa en diferencias anatémicas, fisiologicas y de crecimiento. En el corto
plazo, el portainjerto Mr. S. 2/5 tuvo la mayor tolerancia a la inundacion del suelo, y el
portainjerto Nemared fue el més sensible, con la respuesta mas rapida en cuanto a
disminucion de la tasa fotosintética, la conductancia estomatica y el potencial agua de las
hojas, con respecto al tratamiento sin inundar. El portainjerto de Monegro® tuvo un
comportamiento intermedio, con una respuesta menos negativa a la inundacién que las
plantas de Nemared. Estas respuestas tuvieron un impacto inmediato en el crecimiento
del portainjerto, demostrando la importancia de la tolerancia de los portainjertos a los
eventos cortos de inundacion. Una mayor porosidad constitutiva en los tejidos de las
raices podria ser un rasgo importante relacionado con la tolerancia a inundaciones en el

portainjerto Mr. S. 2/5.
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CAPITULO 3

EFECTO DEL GRADO DE
INUNDACION (TOTAL O PARCIAL)
SOBRE LAS RESPUESTAS
FISIOLOGICAS Y DE CRECIMIENTO
DE PLANTAS JOVENES DEL
PORTAINJERTO DE DURAZNERO
CV. NEMARED
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3.1. Introduccion

Muchos cultivares utilizados como portainjerto de duraznero son muy
susceptibles a la inundacion. Tal es el caso del cultivar Nemared que es ampliamente
utilizado por su facil propagacion y por su excelente compatibilidad con las variedades
comerciales de duraznero (Loreti y Massai 2006). Este material es una seleccion de
duraznero P. persica vulgaris, que presenta hojas de color rojo intenso, que si bien tiene
como ventaja la tolerancia a nematodos (Villarreal y Santagni 2005), no tolera la
inundacion del suelo, tal como se menciona en el Capitulo 2. De todos modos, el nivel de
inundacion que afecta al sistema radical puede ser muy variable, sobre todo cuando es
modulado por el ascenso y descenso de la napa freatica (Kozlowski 1997, Armstrong y
Drew 2002), la cual varia segun la temporada (Stromberg 2001). Aunque el ascenso de
los niveles freaticos puede aumentar la disponibilidad de agua para las plantas, también
puede sumergir todas o parte de las raices activas y causar el agotamiento del O del suelo,
generando estres por inundacion (Kozlowski 1997, Armstrong y Drew 2002). De hecho,
en ciertas circunstancias es dable esperar que cierto nivel de inundacion provoque sélo
una inmersion parcial del sistema radical de las plantas, mientras que la otra parte de la
zona rizosférica se mantiene oxigenada. Existe bastante informacion acerca de los efectos
negativos que ocasiona el estrés por inundacion total de las raices en el suelo, tanto sobre
el crecimiento (Pistelli et al. 2012, Pimentel et al. 2014, Klumb et al. 2017) como sobre
los parametros relacionados con el balance del carbono y del agua (Domingo et al. 2002,
Martinazzo et al. 2011, Pimentel et al. 2014) de arboles frutales bimembres como asi
también de sus portainjertos (Insausti y Gorjon 2013). En contraposicion a la informaciéon

existente respecto a la inundacion total del sistema radical en especies vegetales, los
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antecedentes respecto a los efectos que provoca una inundacion parcial del sistema radical
son muy escasos (Ranney 1994, Bragina et al. 2003, Li et al. 2006, Imada et al. 2008).
De hecho, en el caso de plantas de duraznero no existen antecedentes. Las respuestas a la
inundacion total o parcial del sistema radical de las especies frutales dependen del grado
de tolerancia / sensibilidad a ese estrés (Amador et al. 2012, Pistelli et al. 2012) sobre
todo por parte de los portainjertos, cuyas raices experimentan directamente el estrés por
falta de oxigeno en el suelo. La influencia de los portainjertos sobre los cultivares es
significativa ya que son responsables de la absorcion de agua y nutrientes (Layne 1987),
y pueden determinar en algin grado la tolerancia de los arboles frutales a muchos estreses
ambientales como la sequia, la salinidad, el frio y la hipoxia (Lang 2000, Isaakidis et al.
2004). Li et al. (2006) encontraron que la inundacién parcial de plantas de Salix nigra no
aumento la formacion de aerénquima ni afecto la fotosintesis neta ni la conductancia
estomatica. Respecto a la acumulacion de biomasa radical y a la relacion raiz / tallo del
tratamiento de inundacion parcial, fue similar al testigo y mayor que el tratamiento de
inundacion completa. Esto indica que en esta especie existen parametros de crecimiento
que son modulados inclusive con una inundacion parcial, pero que los efectos son
menores a los del anegamiento completo (Li et al. 2006). En otro trabajo realizado sobre
plantulas de maiz, Bragina et al. (2003) hallaron que la hipoxia inducida por la inundacion
parcial provocé un aumento de la produccion de etileno y de la actividad de enzimas
hidroliticas en las raices adventicias. Asimismo, luego de 15 dias de inundacion el peso
seco y la longitud de la raiz principal fue casi dos veces menor que en las plantas testigo.
En el caso de plantas de duraznero no existen antecedentes acerca del impacto de la
inundacion parcial sobre la fisiologia y el crecimiento de la planta entera. En el presente

Capitulo se puso a prueba la hipdtesis 2.1, de la Introduccion General de la tesis: “La
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inundacion parcial (~50 %) del sistema radical es suficiente para generar las mismas
respuestas fisiologicas y de crecimiento a la inundacién, que las que se expresan con la
inundacion del perfil del suelo con la totalidad de las raices”, y Sus respectivas
predicciones propuestas en dicha Introduccion General (ver capitulo 1). Asi, el objetivo
fue investigar los efectos de dos niveles de inundacién sobre el crecimiento vegetativo de
plantas jovenes del portainjerto Nemared de duraznero y sobre algunas variables
fisioldgicas relacionadas con el mismo. La eleccidn de este portainjerto se baso en su
extremada susceptibilidad a la anoxia radical cuando se inunda la totalidad de las raices,
pero no sabiamos si las respuestas serian las mismas cuando la mitad de su sistema radical

era inundado.

3.2, Materiales y métodos

3.2.1. Material vegetal y disefio experimental

El experimento se realiz6 en la Estacion de Experimentacion Agropecuaria EEA
- INTA Junin, en la provincia de Mendoza (Argentina), a mediados del mes de febrero
del afio 2015. Se utilizaron plantas del portainjerto de duraznero cv. Nemared (P.
davidiana x P. persica L. Batsch) de seis meses de edad, obtenidas a través de la siembra
de carozos, tal como se realiza la propagacion de este portainjerto a nivel productivo. Para
asegurar la homogeneidad del material vegetal, las plantas se seleccionaron respecto a sus
dimensiones (altura, diametro del vastago y numero de ramificaciones) y se plantaron en
macetas de 40 L que contenian como sustrato una mezcla compuesta por 60 % de perlita,
20 % de turba y 20 % de orujo de uva (v/v). Las macetas fueron regadas periodicamente
y se realizd un estricto control de plagas, enfermedades y malezas. Ademas, durante el

periodo de crecimiento se les suministré una vez por semana 60 g de fertilizante
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hidrosoluble que contenia N-P-K en una proporcién de 15-10-15 con micronutrientes
quelatados en EDTA (MgO 2 %, SO3 30 %, B 0,01 %, Cu 0,02 %, Fe 0,05 %, Mn 0,05
%, Mo 0,001 %, Zn 0,02 %). Cuando las raices ocuparon todo el volumen del sustrato y
los vastagos alcanzaron una altura de 150 cm se iniciaron los tratamientos:

(1) Testigo: consistié en mantener las plantas a capacidad de campo, con el
objetivo que no experimentaran estrés hidrico,

(2) Inundacion parcial del sistema radical: consisti6 en mantener inundado la
mitad inferior de las macetas y por lo tanto la mitad inferior del sistema radical de las
plantas. Para lograr la inundacién parcial se realizé agujeros en la mitad superior de la
maceta para permitir el drenaje del agua excedente.,

(3) Inundacion total del sistema radical: consistié en mantener una altura de 50
mm de agua por encima de la superficie del sustrato de la maceta.

Para cada tratamiento se utilizaron siete repeticiones. La duracion de los
tratamientos fue de seis dias. Con el objetivo de evitar la pérdida de agua de las macetas
inundadas, las mismas fueron colocadas dentro de recipientes de 60 L sin drenaje.
Contrariamente, las macetas de las plantas testigo fueron introducidas también recipientes
similares, pero con drenaje.

Las macetas fueron colocadas bajo una estructura tipo “nave” que permitia cubrir
la parte superior en caso de ser necesario (por ejemplo, frente a ocasionales caidas de
granizo). Sin embargo, durante todo el experimento las plantas estaban expuestas a la

radiacion directa del sol.
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3.2.2. Mediciones fisioldgicas

Se midio la conductancia foliar sobre una hoja joven totalmente expandida por
cada planta, ubicada en el tercio medio del brote. La medicion se realiz6 con un porémetro
de difusion Delta T, modelo AP4 (Delta-T Devices, Cambridge, Reino Unido).

El potencial hidrico de las hojas fue medido en la misma hoja que se utiliz6 para
la medicion de la conductancia foliar, utilizando una camara de presion Biocontrol,
modelo 4 (Bio-Control, Argentina).

El contenido de clorofilas de las hojas se determind sobre un pool de cinco hojas
ubicadas en similar posicion en cada planta, utilizando un medidor portétil de clorofila
CL-01 (Hansatech Instrument Ltd., Norfolk, Reino Unido). Todas las mediciones se
realizaron inmediatamente antes de iniciar la inundacion y luego de la misma cada 24 h,

al mediodia.

3.2.3. Mediciones de crecimiento

Con el objetivo de cuantificar el crecimiento acumulado de forma relativa, se
midié la longitud y el diametro de los brotes y el diametro del tallo y se calcul6 el
crecimiento relativo respecto al comienzo del experimento. Las mediciones se realizaron
al principio del experimento y a los tres y seis dias de comenzados los tratamientos de
inundacion. Se utilizé una cinta métrica y un calibre digital para la medicién de longitud
y didmetro respectivamente. Para la medicion de crecimiento se seleccionaron y marcaron

cinco brotes homogéneos por planta, ubicados en posiciones similares.
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3.2.4. Variables ambientales

Se registraron datos de temperatura del aire, humedad relativa atmosférica (HR
%) y radiacion solar global, mediante sensores instalados en una estacion micro
meteoroldgica ubicada en la Estacion Experimental INTA Junin, Mendoza. Todos los
dias de medicidn fueron soleados con altos valores de radiacion solar global (entre 860 y
900 W m2). Con los valores de temperatura y HR % se calculd el déficit de presion de

vapor del aire (dpv), en el momento en que se midieron las variables fisiologicas.

3.2.5. Andlisis estadistico

El experimento fue conducido utilizando un disefio completamente aleatorizado.
Todos los resultados se presentan como promedio + error estdndar de la media (EE). Los
datos obtenidos fueron analizados a través del analisis de la varianza (ANOVA). La
homogeneidad y la normalidad de varianzas fueron verificadas previamente utilizando
los test de Levene y Shapiro-Wilk. Se utiliz6 una prueba de medidas repetidas en el
tiempo para el analisis de las variables respuesta. Se utiliz6 el método de LSD de Fisher
para identificar las diferencias significativas entre los tratamientos y dias (P<0,05). Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete STATISTICA para Windows

(StatSoft, Tulsa, OK, Estados Unidos).

3.3. Resultados

3.3.1. Déficit de presion de vapor (dpv)

Segun la marcha diaria del dpv en la atmosfera, el minimo valor se registro luego

de un dia de iniciado el experimento (Fig. 3.1). Ese momento coincidio con la medicién
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del maximo valor de conductancia estomatica en el testigo (Fig. 3.2 A). El resto de los

dias el dpv tuvo valores similares.
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Figura 3.1: Déficit de presion de vapor (kPa) diario, determinado al mediodia, durante los momentos en

los cuales se realizaron las mediciones fisioldgicas.

3.3.2. Conductancia estomatica (gs)

Al cabo de 24 horas se registraron diferencias muy significativas en la
conductancia estomatica entre todos los tratamientos (P<0,001) (Fig. 3.2 A). En ese
momento, los dos tratamientos de inundacion expresaron valores de gs muy inferiores al
testigo y, ademas, presentaron diferencias muy significativas entre si (P<0,001). Luego
de un dia, la gs del tratamiento de inundacién total del sistema radical fue dos veces y
media mas baja respecto al tratamiento de inundacion parcial del sistema radical. Ademas,
para ambos tratamientos de inundacion la gs disminuyd muy significativamente
(P<0,001) con respecto al dia anterior. De todos modos, la disminucion fue menor en el

tratamiento de inundacion parcial del sistema radical (12,5 % en el tratamiento de
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inundacion parcial del sistema radical y 50 %, en el tratamiento de inundacion total del
sistema radical). A partir del segundo dia los dos tratamientos de inundacién mostraron
valores de gs similares entre si y a su vez unas 10 veces menores al tratamiento testigo,
marcando diferencias muy significativas entre los tratamientos de inundacion y el testigo
(P<0,001). Sin embargo, a partir de ese momento, la gs entre los dos tratamientos de

inundacion no registro diferencias significativas (P>0,05) entre ellos (Fig. 3.2 A).
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Figura 3.2: A. conductancia estomatica (gs), B. clorofila y C. potencial hidrico (wn) de las hojas
del portainjerto de duraznero cv. Nemared mantenido a capacidad de campo (Testigo), sujeto a inundacion
total (Inundado) o parcial del suelo (Inundado parcial). Letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos y dias en un test de Fisher (P<0,05). Las barras indican el error estdndar de la media.

3.3.3. Contenido de clorofilas de las hojas

Ambos tratamientos de inundacion provocaron una reduccion significativa del
contenido de clorofilas en las hojas respecto al tratamiento testigo (P<0,001) (Fig. 3.1 B).

En el tratamiento de inundacion total del sistema radical estas diferencias comenzaron a



71

ocurrir a partir de las 48 h del inicio del experimento, mientras que para el tratamiento de
inundacion parcial ocurrio desde las 72 h hasta la finalizacion del mismo. Ademas, a los
dos dias la degradacion de las clorofilas fue significativamente mayor en el tratamiento
de inundacion total del sistema radical con respecto al tratamiento de inundacion parcial
del sistema radical (P<0,001) (Fig. 3.1 B), continuando dichas diferencias hasta finalizar

el experimento.

3.3.4. Potencial hidrico de las hojas (yn)

El wyh del tratamiento de inundacion total del sistema radical fue
significativamente mayor al testigo a partir de las 24 horas de iniciado el tratamiento,
hasta el tercer dia de inundacion (P<0,001) (Fig. 3.1 C). El yn del tratamiento de
inundacion parcial del sistema radical no difirié significativamente con respecto al
tratamiento testigo a las 24 h, pero si se registraron diferencias muy significativas entre
ellos a las 48 y 96 h de iniciar el tratamiento (P<0,001). El potencial hidrico de ambos
tratamientos de inundacion respondié al tercer dia de medicion con valores
significativamente mas altos respecto al tratamiento testigo (P<0,001), en concordancia
con un pronunciado cierre estomatico similar en estos tratamientos. Sin embargo, al
quinto dia el yn de los dos tratamientos de inundacion fue significativamente menor al
testigo (P<0,001), sin haberse modificado la conductancia estomatica. En el tratamiento
de inundacion parcial del sistema radical esta respuesta fue mas gradual, ya que el dia
anterior su yn registrd un valor intermedio entre el testigo y el tratamiento de inundacion

total del sistema radical.
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3.3.5. Crecimiento del vastago y los brotes

El crecimiento de las plantas fue afectado por ambos tratamientos de inundacion.
Las diferencias en el crecimiento acumulado en el diametro del vastago, entre los dos
tratamientos de inundacion con respecto al testigo, se expresaron durante la ultima
medicién de forma muy significativa a los seis dias del inicio de los tratamientos
(P<0,001). Sin embargo, no se registraron diferencias significativas (P>0,05) entre ambos
tratamientos de inundacion (Fig. 3.2 A).

El crecimiento acumulado, en longitud y diametro de los brotes, fue
significativamente menor en ambos tratamientos de inundacion con respecto al testigo
(P<0,001 en ambos casos) (Fig. 3.2 B'y 3.2 C). Con relacidn al crecimiento en longitud,
no hubo diferencias entre los dos tratamientos de inundacion evaluados durante el
experimento. Sin embargo, hubo diferencias muy significativas (P<0,001) en el valor
acumulado del didmetro del brote, entre el tratamiento de inundacion total y parcial del
sistema radical con respecto al tratamiento testigo, a los seis dias de medicion siendo
mayor el didmetro acumulado en el tratamiento testigo respecto a los de inundacién

parcial y total (Fig. 3.2 C).
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Figura 3.3: Crecimiento del A. didmetro del vastago, B. de la longitud de los brotes y C. del diametro de
los brotes, expresado en porcentaje de aumento acumulado respecto a la medicidn inicial, de portainjertos
de duraznero cv. Nemared, mantenidos a capacidad de campo (Testigo), sujetos de inundacion total
(Inundado) o parcial del suelo (Inundado parcial). Letras diferentes indican diferencias significativas en

un test de Fisher (P<0,05). Las barras indican el error estandar de la media.

3.4. Discusion

El portainjerto de duraznero Nemared no tolera la inundacion total del suelo. Este

hecho esta respaldado por los resultados de este capitulo, por los resultados del capitulo
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2 de la presente tesis y por trabajos anteriores (Insausti y Gorjon 2013). Esta comprobado
que el duraznero al ser propagado sobre algin portainjerto proveniente de su misma
especie (Prunus persica) decae en suelos inundados, e inclusive puede morir si el estrés
se mantiene en el tiempo (Andersen et al. 1984, Ranney 1994, Insausti y Gorjon 2013).
Por otro lado, se confirma que las respuestas a la inundacion evaluadas son répidas,
comportamiento que coincide con los resultados obtenidos en el capitulo 2 de esta tesis.
Los resultados originales de este capitulo se basan en la evaluacion del comportamiento
de plantas de duraznero frente a una condicion de inundacion que afecta a todo el sistema
radical o sélo a la mitad del mismo.

La conductancia estomatica fue la respuesta méas rapida a la inundacion, y ocurrio
dentro de las 24 horas de haber comenzado el tratamiento. El cierre estomatico debido a
la inundacion, registrado al dia siguiente de comenzado el tratamiento, es un hecho que
confirma en general el resultado del capitulo 2. Sin embargo, la apertura estomatica en
las hojas de las plantas con so6lo la mitad de las raices inundadas fue 2,5 veces mayor que
las del tratamiento con inundacion total en las raices. Es razonable pensar que la variacion
en la oxigenacion del suelo fuera la causa de la respuesta diferencial entre tratamientos
con diferente nivel de inundacion. No obstante, este resultado muestra que la sensibilidad
estomatica que posee este portainjerto a la inundacion del suelo es elevada, ya que la
inundacion de la mitad del sistema radical fue suficiente para provocar una apertura
estomatica tres veces menor que en el testigo en 24 horas.

Al aumentar el cierre estomatico en los tratamientos de inundacion como Unico
factor de cambio, se afectaria la transpiracion en las hojas, disminuyéndola (Martinazzo
etal. 2011). La consecuencia sobre el balance hidrico de la planta consiste en un aumento

del potencial hidrico (Lambers 2008), salvo que también se haya afectado la absorcién de
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agua por las raices. Segun los resultados de este capitulo, el potencial hidrico aumentd al
segundo dia de inundacion, registrdndose en ese momento los mayores valores de
potencial hidrico para ambos tratamientos de inundacion. Por lo tanto, se supone que la
absorcion de agua por las raices no se vio afectada durante los primeros dos dias de
inundacion. Los valores altos de potencial hidrico, junto con los valores mas bajos de
conductancia estomatica, hacen suponer que el cierre estomético no fue consecuencia de
una sefal hidraulica, sino que se debid a una respuesta de otro tipo, por ejemplo, hormonal
(tal como ocurre con el ABA con la sequia), que se generd a partir de un efecto de la
inundacion. No obstante, a partir del tercer dia, la tendencia del potencial hidrico cambia
y se registran, al cuarto dia, los valores més bajos en los tratamientos de inundacion, con
un valor significativamente mayor en el testigo. Aparentemente, este cambio en la
respuesta del potencial hidrico sin existir cambios en la conductancia estomética ni en
otros factores que afectarian al balance hidrico, se deberia a que luego de ese periodo se
pudo haber afectado la absorcidn de agua por las raices en los tratamientos de inundacion.
Es sabido el efecto negativo de las inundaciones sobre el funcionamiento de las
aquaporinas en las membranas de las células de las raices (Tournaire-Roux et al. 2003,
Tan et al. 2018) y cémo se afectaria la absorcion de agua. También el proceso de
absorcién de agua podria verse afectado por un efecto téxico que resulta de iones
reducidos en el medio andxico, tal como Mn?*, Fe?*, S%, etc. (Fiedler et al. 2007). Esta
podria ser una hipotesis fuerte en respuesta a ambos tratamientos de inundacion. Ademas,
se sabe que, en condiciones anaerobicas, el cido piravico producido a partir de la glucosa
en las células de la raiz de las plantas superiores se convierte en CO2 y alcohol etilico, el
cual tiende a acumularse dentro de las células de la raiz y puede llegar a concentraciones

que pueden volverse toxicas (Fiedler et al. 2007). Es decir que la acumulacion de este
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tipo de compuestos en las raices, en condiciones de anaerobiosis, podria tener un efecto
negativo sobre procesos fisioldgicos en la planta y en su crecimiento, que se expresa en
diferentes periodos de tiempo y que segun los resultados de este capitulo podrian
comenzar a tener importancia, en el portainjerto Nemared de duraznero, a partir del tercer
dia de inundacion.

Sin embargo, la respuesta rapida de los estomas se deberia a una mayor rapidez
en el mecanismo sefial - respuesta que modula la conductancia estomaética (Vreeburg et
al. 2005). La falta total o parcial de oxigeno en las raices podria estar asociada con la
induccioén de la expresion de los genes implicados en la respuesta andxica o hipoxica
(Licausi et al. 2011), a través de la acumulacion de forma estable de la terminal Cys de
RAP2.12. En estas condiciones, las raices de las plantas aumentan la biosintesis de ACC
sintasa que convierte la S-adenosil-L-metionina (SAM) en &cido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC) (Glick 2014, Sasidharan et al. 2017). EI ACC migraria desde las
raices inundadas hacia la parte aérea en donde se sintetizaria etileno (\Vreeburg et al. 2005).
Alli el etileno intervendria sobre la extrusién neta de H*, lo que implica que el etileno es
un agente controlador en la acidificacion de los apoplastos (Vreeburg et al. 2005). De este
modo, luego de producirse la anoxia radical, el etileno intervendria en la regulacion del
pH apoplastico y, se conoce la relacion entre el bajo valor del pH en xilema y el cierre
estomatico (Vreeburg et al. 2005). Es posible que, de forma relativamente mas tardia, en
respuesta al estrés por inundacion, intervenga el ABA acumulado en las hojas (Else et al.
2006). Sin embargo, hallazgos recientes han sugerido un papel quizas méas importante
para el ACC como una molécula de sefializacion independiente del etileno que puede
comportarse como un mensajero en el proceso sefial - respuesta, que surge a partir del

estrés por inundacion, en un transporte a corta y a larga distancia (Van de Poel y Van Der
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Straeten 2014). Surge entonces la pregunta de si a traves del ACC, como mensajero
independiente del etileno, pueden subyacer respuestas a la inundacion como el cierre de
los estomas; en este caso, cumpliendo el rol que desempefia el ABA ante el estrés por
sequia o interactuando con este en situaciones de inundacion. Segun Else et al. (1996), el
ABA no es el factor que promueve el cierre estomatico en respuesta a una inundacion en
tomate y, segun estos autores, existe un factor no identificado responsable en gran parte
del cierre estomatico. ¢ElI ACC, en un modo de accién independiente del etileno, podria
llegar a ser ese factor? Se requeriria mayor investigacion para responder esta pregunta,
pero no deja de ser una hipotesis interesante para ser puesta a prueba.

Por otro lado, es importante destacar el comportamiento de los estomas en las
plantas testigo sin inundacion y mantenidas regadas. La mayor apertura estomatica
registrada en esas plantas, luego de 24 h con respecto al mismo tratamiento en el resto de
los dias, puede explicarse como consecuencia del menor valor de dpv ese dia. Es
ampliamente conocido este efecto del dpv sobre la conductancia estomatica (Lange et al.
1971, Lambers et al. 2008). Aungue el menor valor de dpv podria ser un factor que genere
menor transpiracion foliar, como motor de la misma, aparentemente el efecto de provocar
mayor apertura estomatica tuvo mayor peso en la transpiracion, ya que la disminucion del
potencial hidrico con respecto al dia anterior acompafi6 a la mayor conductancia
estomatica. Se deduce que la respuesta del potencial hidrico en la hoja fue consecuencia
del desbalance hidrico que pudo generar la mayor pérdida de agua a través de los estomas
mas abiertos. No obstante, ese valor de potencial hidrico al mediodia, medido a las 24 h,
no es un factor de estrés considerable para la planta de duraznero, que en general presenta
valores de umbral de sensibilidad estomatica por debajo del mismo (Gariglio et al. 2007).

La menor apertura estomatica en el testigo el primer dia, ante un aparente estrés hidrico,
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permitié mantener alto el valor del potencial hidrico, siendo esta una tipica respuesta de
plantas isohidricas (Tardieu y Simonneau 1998, Franks et al. 2007). Las plantas
isohidricas son aquellas que cierran sus estomas cuando detectan una caida en el potencial
hidrico del suelo o un aumento en la demanda atmosférica, como en nuestro caso (Tardieu
y Simonneau, 1998, Franks et al. 2007). En estas plantas, el ABA es considerado
fundamental como mensajero de la sefial de estrés hidrico (Lambers et al. 2008). La
respuesta de los tratamientos inundados también puede ser interpretada como isohidrica,
sobre todo a las 48 horas de inundacién, pero ese comportamiento se va perdiendo luego
de 72 horas de inundacién. Aunque la conductancia estomatica sea muy baja, no puede
impedir la caida del potencial hidrico, debido a los efectos que la anoxia genera en la
conductibilidad hidraulica de las membranas de las células de la raiz, ya comentados
anteriormente, y que causa entre otros efectos, una menor absorcion de agua por las raices
(Lambers 2008).

Segun los resultados de este capitulo, la degradacion de las clorofilas fue méxima
con la inundacion total e intermedia con la inundacién parcial. Sin embargo, la respuesta
a la inundacion fue muy répida comparada con datos de otros autores (Martinazzo et al.
2011, Insausti y Gorjon 2013, Pimentel et al. 2014). La degradacion de las clorofilas es
un proceso activo y progresivo que esta regulado por diversos factores de desarrollo y
ambientales, y se encuentra mediado principalmente por la sefializacion de hormonas
(Koyama 2014), entre las cuales el etileno cumple un rol muy importante (Burg 1973,
Grbic y Bleecker 1995, Lim et al. 2007, Qiu et al. 2015, Yin et al. 2016, De Pedro et al.
2020). Durante el desverdecimiento de la hoja, la expresion de los genes involucrados en
la sintesis del etileno aumenta significativamente, incrementando el nivel endégeno de

etileno (Van der Graaff et al. 2006, Breeze et al. 2011). Por lo tanto, el etileno acelera la
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degradacion de la clorofila causando la coloracion amarilla del mesoéfilo de las hojas
(Able et al. 2002, 2003, Jiang et al. 2003, Lers et al. 1998).

El crecimiento vegetativo se ve afectado rapidamente en situaciones de
inundacion (Domingo et al. 2002), y segln los resultados de este capitulo es lo que ocurrid
en ambos niveles de inundacion evaluados. El crecimiento vegetativo requiere
necesariamente de una combinacion de division y expansion celular (Lambers et al. 2008).
El potencial hidrico es la fuerza hidraulica que, a través de su componente de presion,
participa en el proceso de expansion celular (Lambers et al. 2008). Existen trabajos
previos que han informado que las inundaciones han afectado la expansion celular en
muchas especies (Setter y Laureles 1996, Voesenek y Blom 1999) a través de su efecto
sobre la elasticidad de la pared celular (Cosgrove 1993, 2005). El potencial hidrico no
habria tenido relevancia en las variables de crecimiento medidas en el experimento de
este capitulo durante los primeros dias, porque recién en la Gltima fecha es negativamente
afectado por la inundacién. Los cambios hidraulicos y posiblemente la disminucién de la
fotosintesis, debida al cierre estomatico, y al menor contenido de clorofila en las hojas de
las plantas inundadas, podrian ser las principales causas del menor crecimiento final en
el diametro y en el alargamiento de las ramas.

El efecto de las inundaciones sobre el crecimiento de las plantas de portainjertos
de duraznero es una respuesta importante que condicionaria el momento en el cual
podrian llegar a injertarse como también asi la longitud del periodo de crecimiento
necesario para que adquieran diametro de injertacion. Sobre todo, porque también tienen
efecto las inundaciones parciales, como la de la mitad del sistema radical, tal como fue
evaluado en el presente experimento y que pueden pasar desapercibidas con el ascenso

de la napa freatica.
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3.5. Conclusiones

Segln los resultados de este capitulo hay evidencia suficiente como para no
rechazar la hipotesis 2.1. Asi, puede afirmarse que la inundacién hasta la mitad del
sistema radical es suficiente para generar respuestas fisiolégicas y de crecimiento,
mayormente similares a las que se expresan con la inundacion de la totalidad de las raices
en el perfil del suelo. Por otro lado, la sensibilidad del portainjerto Nemared a la
inundacion del suelo es elevada, dado que la inundacion de solo la mitad de su sistema
radical es suficiente para provocar respuestas negativas respecto a la conductancia
estomatica, el potencial agua de las hojas y el crecimiento vegetativo. Las respuestas
fisiologicas que expresan las plantas jovenes del portainjerto Nemared, ante un episodio
de inundacion completa o parcial, son muy rapidas. Es importante tener en cuenta este
comportamiento durante el manejo de los ejemplares en el vivero, sobre todo respecto al
riego (que en la mayoria de los casos se realiza por inundacion y por surcos) como asi
también respecto al ascenso de la napa freatica. Estos hechos pueden provocar en las

plantas un periodo de anoxia radical.
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CAPITULO 4

RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y DE
CRECIMIENTO DE ARBOLES
ADULTOS DE DURAZNERO A LA
INUNDACION DEL SUELO
DURANTE LA ETAPA DE
CRECIMIENTO DE LOS FRUTOS
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4.1. Introduccion

Las respuestas de las especies vegetales a la inundacion varian en funcion de la
edad de las plantas y el momento y la duracion del estrés (Bailey-Serres y Voesenek
2008). Si bien existen investigaciones acerca del impacto generado por la inundacién
sobre la fisiologia, el crecimiento y el desarrollo de las plantas frutales, la mayor parte se
han realizado sobre plantas jovenes. En el caso particular de las prunoideas, la mayor
cantidad de estos trabajos fueron realizados sobre plantas de portainjertos,
mayoritariamente menores al afio de edad, sin injertacion de la variedad comercial. Asi
Amador et al. (2012), utilizando plantas de un afio de edad de ciruelo cv. Mirabolano y
del portainjerto hibrido almendro x duraznero, no encontraron diferencias en el contenido
de clorofila en las hojas, luego de siete dias de inundacion, con respecto al testigo sin
inundar, pero si en la conductancia estomatica para ambos materiales vegetales.
Martinazzo et al. (2011), utilizando el portainjerto ‘G x N — 9’ (hibrido entre duraznero y
almendro) de un afio de edad, encontraron que la concentracion intercelular de CO2 en las
hojas no vari6 significativamente entre tratamientos mientras que la eficiencia de
carboxilacion si mostré un marcado descenso a los diez dias de inundacion. Domingo et
al. (2002) obtuvieron que, en portainjerto de damasco de dos afios de edad, una
inundacion continua de seis dias, provocé la disminucion del potencial hidrico de las
hojas, la conductancia foliar y la fotosintesis, incrementando la concentracion intercelular
de CO». Segun esos autores la disminucion de la fotosintesis a partir del séptimo dia de
inundacion fue dependiente de la disminucion de la conductancia estomatica, la cual

limito el flujo de CO..
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Resulta llamativo que los antecedentes sobre estrés por inundacion en plantas
adultas de duraznero, una de las especies méas sensibles dentro de los frutales de interés
econdmico, sean sumamente escasos. La Unica aproximacion a este tipo de trabajo
empleando plantas adultas fue realizada por Insausti y Gorjon (2013). Dichos autores
aplicaron pulsos de inundacion de 12 h, durante 60 dias. En ese trabajo, se encontré que
el tratamiento de pulsos de inundacion redujo la conductancia estomatica a los 25 dias de
haber comenzado el tratamiento, y el didmetro y el largo de los brotes fueron afectados a
partir del dia 40 de inundacién. Por su parte, el potencial hidrico de las hojas se vio
afectado a los 60 dias. Solo existe este antecedente con relacion a las respuestas a la
inundacion en arboles adultos de duraznero en plena produccion durante el periodo de
crecimiento lineal de sus frutos. En este sentido, se desconoce cOmo este tipo de estrés
afecta a la fotosintesis neta y cuéles de los componentes determinantes de la misma son
afectados, como asi también qué impacto tiene sobre el crecimiento vegetativo.

En el presente capitulo se puso a prueba la hipétesis 3.1: “La inundacion afecta
al crecimiento vegetativo en los arboles adultos de duraznero, durante la etapa de
crecimiento del fruto, y a las variables fisioldgicas que estan directamente relacionadas”
y sus respectivas predicciones propuestas en la “Introduccion General de esta Tesis” (ver
Capitulo 1). En funcion de lo antedicho, el objetivo de este Capitulo fue evaluar los
efectos de una inundacién continua en &rboles adultos de duraznero, instalados en un
monte frutal, sobre el crecimiento vegetativo y sobre variables fisioldgicas relacionadas
con la asimilacion de carbono y el estado hidrico de las plantas, durante la fase de

crecimiento lineal de los frutos.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Material vegetal y tratamientos

El experimento fue conducido en el monte frutal experimental de la Facultad de
Agronomia — Universidad de Buenos Aires (Argentina) (34° 35" S - 58° 29" W) durante
el afio 2011. Se utilizaron arboles de duraznero de 15 afios de edad del cv. ‘Red Globe’
(Prunus persica L. Batsch) injertados sobre el portainjerto “Cuaresmillo” (duraznero
asilvestrado). Para el experimento se seleccionaron doce &rboles similares en términos de
vigor y tamafio, plantados a una distancia de 3 m dentro de la fila y 4 m entre filas. Se
dejo sin utilizar las filas de arboles de la periferia del cuadro para evitar el efecto de
bordura. El suelo del sitio experimental se clasific6 como Argiudol, presentando un
horizonte B textural a los 30 cm de profundidad con un contenido de arcilla de 38 %, lo
cual limitaba el drenaje del agua. El riego de los arboles testigos y el mantenimiento del
nivel de agua de los arboles inundados se realizaron a través del uso de goteros.

Se realizaron dos tratamientos:

1) Testigo: consistié en mantener el suelo en capacidad de campo a través del
aporte de agua de lluvia suplementada con el uso de riego por goteo;

2) Inundado: consistié en inundar totalmente el suelo manteniendo el nivel del
agua 5 cm por encima de su superficie en forma continua, durante todo el experimento.
Con el fin de evitar el movimiento lateral de agua, se colocd alrededor de todos los arboles
un film de polietileno de 150 micrones de espesor, durante el mes de julio, que alcanzo
un metro de profundidad y una distancia de 1,5 metros desde el fuste del arbol. El

polietileno también se lo colocd a las plantas testigo.
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El tratamiento de inundacion se realizdé desde el comienzo de la etapa Il del
crecimiento de los frutos (Connors 1919, DeJong y Goudriaan 1989), determinado por la
lignificacion del carozo, y se extendio de forma continua hasta la cosecha de los frutos,
abarcando un periodo de 32 dias. Se determind la lignificacion del carozo, utilizando
frutos cosechados de la parcela experimental.

El estado de oxigenacion del suelo, en ambos tratamientos, fue caracterizado al
final del experimento, sobre todas las repeticiones, a través de la medicion de la tasa de
difusion de oxigeno en el suelo (TDO) a una profundidad de 10 cm y a 50 cm de la planta
utilizando un microelectrodo de platino y un electrodo de calomel como referencia (Letey

y Stolzy 1964).

4.2.2. Respuestas fisioldgicas

Se determind la conductancia estomética (gs) y la tasa de intercambio neto de
carbono (Pn) sobre hojas jovenes totalmente expandidas, ubicadas en el tercio medio del
brote del afio, los cuales poseian similar orientacién, hacia el oeste, y con similar
ubicacién dentro de la copa del arbol. A tal fin se utilizé un analizador infrarrojo de gases
portatil (IRGA segun su sigla en inglés) modelo Li-Cor 6200 (Li-Cor Inc., Nebraska,
Estados Unidos). Las mediciones fueron realizadas al mediodia [PPFD (densidad de flujo
de fotones fotosintéticos) = 1954 + 46 umol m2s en promedio] utilizando una hoja por
planta (seis repeticiones por tratamiento).

El potencial hidrico de las hojas (W) se determiné al mediodia, sobre las mismas
hojas que se utilizaron para medir gs y Pn. Para ello se utilizo una camara de presion tipo
Schoélander, (Bio-Control, modelo 6, Buenos Aires, Argentina). Todas las mediciones

fisioldgicas fueron realizadas al inicio y luego de 32 dias.
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El contenido de clorofilas de las hojas se estimo el dia 32 de inundacion utilizando
un medidor SPAD 502 Konica Minolta (SPAD-502, Minolta Tokio, Japon). Se utilizaron

cinco hojas de cada arbol, ubicadas en el tercio medio del &rbol orientadas hacia el norte.

4.2.3. Crecimiento, &rea foliar, peso fresco y peso seco de hojas

Las variables de crecimiento fueron medidas alos 0, 9, 16, 26 y 32 dias de iniciado
el tratamiento de inundacion. Al comienzo del tratamiento se seleccionaron y marcaron
10 brotes del afio de igual vigor ubicados en el tercio medio del arbol, a los que se les
midieron su longitud y didmetro basal, empleando una cinta métrica y un calibre digital
respectivamente. Al final del experimento se seleccionaron 25 hojas por arbol, las cuales
se utilizaron para realizar las mediciones del &rea foliar individual, peso fresco
(inmediatamente luego de ser cosechadas) y peso seco. Para realizar las mediciones de
peso seco las hojas fueron secadas en estufa a 75 °C hasta alcanzar peso constante y

pesadas en una balanza analitica.

4.2.4. Andlisis estadistico

El experimento fue conducido utilizando un disefio completamente aleatorizado.
La homogeneidad y la normalidad de la varianza fueron verificadas previamente
utilizando los tests de Levene y Shapiro-Wilk. Los datos obtenidos fueron analizados a
través del andlisis de la varianza (ANOVA). Se utilizé una prueba de medidas repetidas
en el tiempo para el analisis de las variables respuesta entre tratamientos y dias (P<0,05).
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete STATISTICA para Windows
(StatSoft, Tulsa, OK, EE.UU.). Todos los resultados se presentan como promedio y error

estandar.
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4.3. Resultados
4.3.1. Tasa de difusion de oxigeno en el suelo

Al finalizar el experimento, la tasa de difusion de oxigeno en el tratamiento de
inundacion fue significativamente menor (P<0,05) respecto del tratamiento testigo,
siendo los valores promedios de 50 mg cm2 sty 900 mg cm 2 s™* para los tratamientos

de inundacidn y testigo respectivamente.

4.3.2. Conductancia estomatica (gs), concentracién intercelular de COz2 (ci)

y fotosintesis neta (Pn)

Al comienzo del experimento, inmediatamente antes de iniciar el tratamiento de
inundacion, la gs no difirio significativamente (P>0,05) entre tratamientos. Por el
contrario, luego de 32 dias de inundacion continua del suelo, se observé un marcado
descenso de la gs en los arboles inundados, provocando una reduccion del 80 % con
respecto al tratamiento testigo (445 y 85 mmol CO, m? s? testigo e inundado
respectivamente), con diferencias significativas entre ambos (P<0,05) (Fig. 4.1 A).

Respecto a la ci, no varié significativamente entre tratamientos durante el
experimento (Fig. 4.1 B). Por su parte al comienzo del experimento, inmediatamente
antes del inicio de la inundacién, la Pn no fue significativamente diferente (P>0,05) entre
tratamientos. Sin embargo, las diferencias fueron significativas (P<0,05) a los 32 dias,
donde la Pn fue 60 % menor en el tratamiento de inundacion respecto al testigo (Fig.

4.1C).
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Figura 4.1: A. Conductancia estomatica (gs), B. concentracion intercelular de CO- (ci) y C. fotosintesis
neta (Pn) en hojas de arboles de duraznero mantenidos en condiciones de capacidad de campo (Testigo) o
sujetos a inundacion continua del suelo (Inundado). Letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras indican el error estandar de la media.
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4.3.3. Potencial hidrico de las hojas (yn)

El wn fue significativamente diferente entre tratamientos luego de 32 dias de
inundacion continua (P<0,05). Al final del experimento el tratamiento testigo tuvo un wyn

de -1,08 MPa mientras que en los arboles inundados fue en promedio de -2,09 MPa (Fig.

4.2).
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Figura 4.2: Potencial hidrico de las hojas (wh) de drboles de duraznero mantenidos en condiciones de
capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacién continua del suelo (Inundado). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras indican el

error estandar de la media.

4.3.4. Contenido de clorofilas en hojas

La inundacién continua de los arboles de duraznero provocO una reduccion
significativa (P<0,05) en el contenido de clorofilas en las hojas luego de 32 dias de
tratamiento. El contenido de clorofilas en los &rboles del tratamiento inundado fue dos
veces y media menor respecto al testigo (Fig. 4.3). Visualmente los arboles inundados

presentaron una clorosis generalizada de las hojas.
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Figura 4.3: Contenido de clorofilas en hojas de arboles de duraznero mantenidos en condiciones de
capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacion continua del suelo (Inundado) durante 32 dias. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, en un test de Fisher (P<0,05). Las barras

indican el error estandar de la media.

4.3.5. Respuestas del crecimiento de los brotes, area, peso fresco y peso

seco de las hojas

La inundacion continua del suelo afectd de manera significativa al crecimiento en
el diametro (Fig. 4.4 A) y en la longitud (Fig. 4.4 B) de los brotes del afio (P<0,05). El
momento a partir del cual se manifestaron las diferencias entre los tratamientos dependid
de la variable analizada. Con respecto al crecimiento del didmetro basal del brote, se
produjeron a partir del noveno dia de inundacién, mientras que para el crecimiento en
longitud fue a partir del dia 26. EIl diametro de los brotes crecié 40 % en el tratamiento
testigo, mientras que en el tratamiento de inundacion el crecimiento fue de 9 %, respecto
al inicio del experimento.

El aumento en peso fresco, peso seco y area foliar (Fig. 4.5) fue significativamente
diferente entre tratamientos al final del experimento (P<0,05). Respecto al peso fresco de

las hojas, el tratamiento testigo acumuld un 12 % mas respecto al inundado (0,73 g en el
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tratamiento testigo y 0,65 g en el tratamiento de inundacién). En este sentido, el
tratamiento testigo acumulé un peso seco de las hojas 25 % mayor al inundado (0,25 g en
el tratamiento testigo y 0,20 g en el inundado). El &rea foliar del tratamiento testigo fue
65 % mayor al inundado al final del experimento (35,29 cm?en el tratamiento testigo y

21,29 cm?en el tratamiento de inundacion).
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Figura 4.4: A. Crecimiento en didmetro y B. longitud de brotes de arboles de duraznero mantenidos en
condiciones de capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacion continua del suelo (Inundado) durante
32 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, en un test de Fisher

(P<0,05). Las barras indican el error estandar de la media.
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Figura 4.5: Aumento de A. Peso fresco, B. peso seco y C. &rea de las hojas de arboles de duraznero
mantenidos en condiciones de capacidad de campo (Testigo) o sujetos a inundacién continua del suelo
(Inundado) durante 32 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, en un

test de Fisher (P<0,05). Las barras indican el error estandar de la media.

4.4, Discusion

Los resultados de este capitulo permiten afirmar que una inundacion continua del
suelo por un periodo de 32 dias afecta negativamente tanto a la fisiologia como a la tasa

de crecimiento de plantas adultas de duraznero, durante la etapa del crecimiento lineal de
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los frutos. EI comportamiento (por ejemplo, tasa de fotosintesis neta, conductancia
estomatica y crecimiento) frente a una inundacion prolongada es similar en duraznero al
que ocurre en otras especies intolerantes a este tipo de estrés (Jackson y Drew 1984,
Parent et al. 2008).

Los efectos que la inundacién provoca sobre las plantas dependen, entre otros
factores, de la intensidad del estrés y de la edad de los individuos. Las respuestas
obtenidas en este experimento fueron mas réapidas que las del experimento de Insausti y
Gorjon (2013), posiblemente debido a una intensidad mayor del estrés por inundacion,
dado que en este caso fue continuo sin periodo de recuperacion. Por otro lado, y en
comparacidon con los resultados obtenidos en los capitulos 2 y 3 de esta tesis, como con
los trabajos de Amador et al. (2012), Domingo et al. (2002) y Martinazzo et al. (2011),
quienes utilizaron plantas de menor edad, la tolerancia fue mayor en nuestro experimento
con plantas adultas. Este hecho apoya a los argumentos de Kozlowsky (1997), quien hizo
referencia a la edad de las plantas como un factor de tolerancia diferencial a la inundacion.
En este sentido, Andersen et al. (1984) encontraron una respuesta similar a la del presente
experimento, utilizando plantas de duraznero jovenes, de dos afios de edad, inundadas de
forma continua, las cuales no lograron sobrevivir por mas de 20 dias. A diferencia de este
autor, en el experimento de este capitulo se utilizaron arboles adultos, por lo que ademas
de que el efecto del estrés fue considerable, los arboles sobrevivieron presumiblemente
debido a su mayor edad y mayor tamario (Tzeng et al. 2018).

La reduccion de la conductancia estomatica es una de las respuestas fisiologicas
que mas rapido se manifiesta ante una inundacion del suelo en especies intolerantes
(Kozlowsky 1982). Esta provocada por un desbalance hormonal mas que por un efecto

hidraulico, donde aumentaria la concentracion del acido abscisico y disminuirian las
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citoquininas y giberelinas (Bradford y Yang 1981, Else et al. 2006). Esto en muchos casos
contribuiria a la disminucién de la fotosintesis neta de las hojas (Atkinson et al. 2008).
Segun los resultados de este capitulo, al no disminuir la ci cuando ocurri6 el cierre de los
estomas y, disminuir la fotosintesis como respuesta a la inundacion, se sugiere que la
asimilacién neta de carbono fue afectada por factores no estométicos (Farquhar y Sharkey
1982, Larson et al. 1991). Sin embargo, la reduccion de la fotosintesis durante periodos
cortos de inundacidn estaria asociada con el cierre parcial de estomas y con la reduccion
en la concentracion intercelular de COzen las hojas (Ploetz y Schaffer 1989, Schaffer y
Ploetz 1989). Existen antecedentes que indican que durante periodos prolongados de
inundacion la menor tasa de fotosintesis estaria determinada principalmente por efectos
inhibitorios sobre los procesos fotosintéticos a nivel bioquimico, como por ejemplo
cambios en la sintesis y actividad de las enzimas de carboxilacién, fundamentalmente
Rubisco, y sobre la degradacion de las clorofilas (Kozlowsky 1997). En nuestro
experimento, la reduccion de la tasa fotosintética coincidié con la reduccion en la
conductancia estomética. Sin embargo, la concentracién de clorofilas en hojas fue
significativamente menor en el tratamiento de inundacion. De estos efectos se puede
presumir que la disminucion de la fotosintesis estuvo relacionada con la degradacion de
clorofilas, afectando la etapa luminica de la fotosintesis e indirectamente a la
carboxilacion. La concentracion intercelular de CO2 es considerada un indicador
apropiado de la limitacion no estomatica de la fotosintesis (Farquhar y Sharkey 1982).
Este tipo de respuesta fue reportado también por Crane y Davies (1989) en Vaccinium
sp., donde periodos largos de inundacion no solo provocan la disminucion de la
conductancia estomética sino también de la tasa de carboxilacion y el rendimiento

cuéntico (Davies y Flore 1986). Por su parte Beckman et al. (1992) reportaron que la


http://jxb.oxfordjournals.org/content/early/2011/09/12/jxb.err266.full#ref-47
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disminucion temprana de la fotosintesis en plantas inundadas de Prunus cerasus se
atribuye a una limitacion estomatica, pero al aumentar la duracion de la inundacion se
vuelven mas importantes las limitaciones no estomaticas. Existen antecedentes de estas
mismas respuestas en varias especies de clima templado y tropical sujetas a inundacion
(Pezeshki 'y Chambers 1985, Sena Gomes y Kozlowski 1986, Larson et al. 1989, Pezeshki
y DeLaune 1998, Mielke et al. 2003).

Respecto al aumento en la tasa fotosintética en el tratamiento testigo, durante el
final del experimento, responderia a un efecto de incremento en el tamafio de los frutos,
destinos de los fotoasimilados. Segiin Chalmers et al. (1975) la fotosintesis de la hoja de
duraznero puede variar hasta en un 50 % debido a la demanda del destino correspondiente
al desarrollo de los frutos. Por otro lado, DeJong (1986) reporté un aumento en la tasa de
asimilacién de CO- en arboles de duraznero con fruta en comparacion a arboles sin fruta
durante el crecimiento de los mismos. El autor atribuy6 estas diferencias al aumento de
la conductancia estomatica de la hoja. Por otro lado, cuando no se encuentran los frutos
en el arbol o los mismos son muy pequefios, la demanda del destino es menor,
disminuyendo la exportacién de azGcar y acumulandose sacarosa en las hojas, lo que lleva
a una inhibicion de la fotosintesis (Cheng et al. 2009). La menor cantidad de destinos o
la naturaleza de los mismos generan una acumulacién de los productos finales de la
fotosintesis que actian como un mecanismo de retroalimentacion negativa (Iglesias et al.
2002). Ademas, coincidiendo con el efecto negativo de la inundacion sobre el contenido
de clorofila, se manifestd visualmente una clorosis generalizada de las hojas de los arboles
de duraznero inundados. Este efecto concuerda con los resultados de Insausti y Gorjon
(2013) en arboles de duraznero donde el tratamiento testigo tuvo un contenido de

clorofilas tres veces mayor al tratamiento de pulsos de inundacién. La clorosis
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generalizada es un sintoma tipico de este tipo de estrés que también es observado en
arboles tropicales bajo condiciones de inundacion del suelo (Gravatt y Kirby 1998,
Gardiner y Krauss 2001, Lavinsky et al. 2007).

Respecto al crecimiento, caracterizado por el cambio en el diametro y la longitud
del brote, existio una sensibilidad diferencial a la inundacién entre estos parametros
debido a que el crecimiento en diametro fue afectado antes que el crecimiento en longitud.
Seguln Larson et al. (1991), en arboles de mango, el crecimiento en diametro del brote es
el indicador més sensible de los efectos de la inundacion. Los resultados mostrados en
este capitulo, en plantas adultas, coinciden con los de Insausti y Gorjon (2013) en arboles
adultos de duraznero como también con los de Andersen et al. (1984), en plantas jovenes,
quienes obtuvieron igual respuesta en el crecimiento del brote terminal de plantas de
duraznero de dos afios de edad. La disminucion del crecimiento provocado por la
inundacion en estas especies vegetales poco tolerantes a este tipo de estrés ocurre en
plantas jovenes (Capitulo 2 y 3) y adultas, con velocidades diferentes, pero con la misma
tendencia. EI menor crecimiento en las plantas inundadas podria relacionarse
directamente con la afectacion del metabolismo del carbono y con el potencial hidrico, a
través de su componente de presion, que estd directamente relacionado con la expansion

celular y el crecimiento (Lambers et al. 2008).

4.5. Conclusiones

En el presente capitulo se evaluo la respuesta a la inundacion continua durante el
periodo de crecimiento lineal de los frutos de duraznero, lo cual no habia sido previamente
estudiado. Acorde con los resultados de este capitulo, no se rechaza la hipotesis 3.1,

debido a que la inundacion afecta al crecimiento vegetativo en los arboles de duraznero,
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durante la etapa de crecimiento del fruto, y a las variables fisiologicas que estan
directamente relacionadas con el crecimiento (potencial agua de las hojas, conductancia
estomatica, fotosintesis neta y contenido de clorofilas). Todas las variables fisioldgicas y
de crecimiento en arboles adultos, en plena produccion, (conductancia estomatica,
potencial agua de las hojas, fotosintesis neta, contenido de clorofilas, longitud y diametro
de brotes, peso seco, fresco y area foliar) evaluadas en este experimento fueron afectadas
negativamente por la inundacion continua del suelo.

Al no afectar la inundacion la concentracion de CO> a nivel intercelular y sin
embargo disminuir la conductancia estomatica, se sugiere que la asimilacion de carbono
también fue afectada por factores no estomaticos. La degradacion de las clorofilas, que
se manifesto en el experimento con la inundacion, estaria entre esos factores. Segun los
resultados, la disminucidn del crecimiento de los brotes pudo ser provocada por la menor
tasa de asimilacion de carbono y el menor potencial hidrico, ambos efectos negativos
fueron consecuencia de la inundacion. No obstante, no es posible descartar otros efectos,
que no fueron evaluados, como la produccion y acumulacion de sustancias auto-toxicas

en el suelo liberadas por las raices en situaciones de anoxia radical.
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CAPITULOS5

CALIDAD Y COMPORTAMIENTO EN
POSCOSECHA DE LOS FRUTOS
PROVENIENTES DE PLANTAS
ADULTAS INUNDADAS
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5.1. Introduccion

El manejo de los arboles durante el periodo de crecimiento de los frutos y la etapa
de maduracién en la planta juegan un papel importante sobre la calidad y el
comportamiento de estos durante la poscosecha (Valero et al. 2003, Alcobendas et al.
2012, Sortino et al. 2017, Gallotta et al. 2018). Numerosos trabajos han evaluado el efecto
de la restriccion hidrica sobre la planta en precosecha y su efecto sobre la calidad de los
frutos en la cosecha y su comportamiento durante la poscosecha (Veihmeyer y
Hendrickson 1949, Mitchell y Chalmers 1982, Crisosto et al. 1994, Miller et al. 1998,
Gasque et al. 2010, Razouk et al. 2013, Falagén et al. 2014). Dichas investigaciones estan
enmarcadas en lo que se denomina riego deficitario controlado, lo cual es una estrategia
que se basa en la aplicacion de solo una fraccién de los requerimientos hidricos de la
planta (Chalmerset al. 1981, Mitchell y Chalmers 1982). Contrariamente, son
extremadamente escasos los trabajos que analizan los efectos que el exceso de agua del
suelo puede provocar sobre la calidad y el comportamiento en poscosecha de los frutos
cosechados de esos arboles (Crisosto et al. 1994, Insausti y Gorjon 2013). Crisosto et al.
(1994) encontraron que el exceso de riego en arboles de duraznero, durante cuatro
semanas antes de la cosecha, aumentd marcadamente la pérdida de agua en el
almacenamiento, pero no afectd al rendimiento, la firmeza, el porcentaje de superficie
roja y la acidez. Con relacion a los efectos sobre la calidad y el comportamiento en
poscosecha de los frutos obtenidos de plantas inundadas, los antecedentes disponibles son
sumamente escasos y muestran que los efectos observados dependen en gran medida de
la especie considerada, la etapa fenoldgica en la que se produce la inundacién, la duracion

del tratamiento y la naturaleza (por ejemplo, una inundacion continua o ciclica) (Crisosto
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et al. 1994, Parent et al. 2008, Insausti y Gorjon 2013). Bhusal et al. (2003) encontraron
que la anoxia radical durante 30 dias en arboles de mandarinos provoca reduccion en el
tamafio de los frutos, que también poseen un menor contenido de sélidos solubles.
Ademaés, observaron un efecto residual en las plantas, dado que al siguiente afio los frutos
cosechados de los arboles que habian sido inundados durante la temporada anterior
tuvieron un menor tamario respecto a los que fueron cosechados de los &rboles que habian
sido testigos. Insausti y Gorjon (2013) evaluaron el efecto de pulsos de inundacion de 12
horas durante 30 dias en arboles adultos de duraznero. Como principales resultados sobre
el comportamiento de los frutos, obtuvieron que los mismos presentaban en la cosecha
un menor tamafio y durante la poscosecha una reduccion en la firmeza y un aumento en
la biosintesis de etileno. De todos modos, en dicho trabajo no se establecid si el
incremento de la biosintesis de etileno se fue un efecto directo de la inundacion o si esta
ultima caus6 un desfasaje del climaterio que redund6 en una medicién en momentos
coincidentes con el periodo de mayor produccion de etileno. Por otra parte, los efectos en
la velocidad de maduracion, contenido de compuestos antioxidantes y metabolismo de
pared celular en frutos de duraznos provenientes de plantas inundadas no se han
caracterizado. Del mismo modo, no ha sido informada la influencia de periodos continuos
de inundacidn sobre la calidad y comportamiento en la poscosecha de duraznos.

En el presente capitulo se puso a prueba la hipotesis 3.2: “La produccion de etileno
y la maduracion de los frutos de duraznero se ven afectados por una inundacion ocurrida
durante la etapa de crecimiento lineal del fruto, existiendo una relacion entre los efectos
de la inundacion con la calidad de los frutos durante la cosecha y la poscosecha” y sus
respectivas predicciones propuestas en la introduccion general de esta tesis (ver capitulo

1). Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue investigar las respuestas fisioldgicas de
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los frutos de duraznero, provenientes de arboles inundados, durante la cosecha y la

poscosecha.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Disefio del experimento y material vegetal

El experimento se realizd en el monte frutal experimental de la Facultad de
Agronomia - Universidad de Buenos Aires (Argentina) (lat. 34° 36" S, long. 58° 29' W).
Se utilizaron arboles de duraznero adultos de 15 afios de edad (cv. Red Globe) injertados
sobre el portainjerto ‘Cuaresmillo’ (Prunus persica L.), conducidos en un sistema de vaso
abierto y plantados a 4 m x 3 m de distancia entre filas y dentro de la fila respectivamente.
El manejo cultural del conjunto de arboles seleccionado para realizar el experimento fue
similar al utilizado en un monte frutal comercial, en donde las practicas que se realizaron
fueron poda, raleos de frutos, fertilizacion y manejo de plagas y enfermedades. El suelo
del monte frutal se clasifica como Argiudol con presencia de un horizonte textural B
textural caracterizado por contener 38 % de arcilla. Cada tratamiento estuvo compuesto
por seis repeticiones de arboles los cuales estaban distribuidos de manera aleatoria dentro
del lote, para evitar los efectos de borde.

El experimento constd6 de dos tratamientos: 1) Testigo: los arboles fueron
mantenidos a capacidad de campo durante todo el experimento, utilizandose riego
complementario, teniendo especial cuidado de mantener condiciones adecuadas de
aireacion del suelo y, 2) Inundacion continua: los arboles fueron inundados de forma
continua, manteniendo una lamina de agua en la superficie del suelo de 5 cm, desde el
comienzo de la etapa de endurecimiento del endocarpo hasta la cosecha de los frutos (32

dias continuos). Para lograr el estancamiento del agua y evitar su desplazamiento en
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direccion lateral, se cavo una zanja con una profundidad de un metro alrededor de cada
arbol en donde se colocd una pelicula de polietileno. También se colocd polietileno
alrededor de los arboles testigos.

Los frutos se cosecharon en estados de madurez comercial cuando comenzo el
cambio de color de fondo de la piel de verde a amarillo (Crisosto 1994). Luego de la
cosecha se transportaron inmediatamente al laboratorio y se colocaron en bandejas
plasticas para su almacenamiento a 20 °C durante 0, 3 y 6 dias. Se utilizaron quince frutos
para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los frutos se analizaron
inmediatamente o bien se tomaron muestras y se congelaron rapidamente en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80 °C, en un ultrafreezer, hasta ser utilizadas para realizar las
determinaciones de pigmentos, capacidad antioxidante y andlisis de pared celular. De
forma paralela se utilizé un conjunto de quince frutos de cada tratamiento, almacenados
a 20 °C con el objetivo de realizar las determinaciones de produccién de etileno durante

todo el ciclo de maduracion de los frutos.

5.2.2. Variables de respuesta

5.2.2.1. Color

El color de fondo de la piel y el color de la pulpa se determiné utilizando un
colorimetro Minolta (Modelo CR-300, Osaka, Japdn), el cual se calibré utilizando una
placa de calibracion blanca (CR-A43). Para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento

se utilizaron quince frutos.
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5.2.2.2. Clorofilas, carotenoides y antocianinas

El contenido de clorofilas de la piel de la fruta se determin6 de acuerdo con la
metodologia descrita por Lichtentaler (1987). Para ello se moli6 la piel de los duraznos
(aproximadamente 0,35 g) en un molino refrigerado y se extrajo 2 veces con 5 mL de
acetona: agua 80:20. Las muestras se centrifugaron a 4,000 x g durante 10 minutos a 4
°C y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 647 y 663 nm con un espectrofotometro
(Shimadzu Corporation, Modelo Mini UV-1240, Japon). El contenido de clorofila (en mg
mL™?) se calcul6 como:

Ca=11.24 x Abs 663 nm - 2.04 x Abs 647 nm

Cb =20.13 x Abs 646 nm - 663 nm 4.19 x Abs

Ca+p = 7.05 % 18.09 x 663 nm + 646 nm Abs

Donde Ca, Cp y Ca+b Son clorofilas a, b y total respectivamente. A partir del peso de
muestra extraido los resultados se expresaron en mg kg* de peso fresco. Las mediciones
se realizaron por triplicado sobre réplicas bioldgicas.

Para la determinacion de carotenoides se congeld y procesé en un molino (Modelo
All, IKA Works Inc., SP Brasil) en forma separada la pulpa y la piel de la fruta. Se
extrajeron aproximadamente 0,3 g del polvo resultante con 5 mL de hexano: acetona:
etanol (2:1:1), se agité en un mezclador tipo vértex y se almacend a 4 °C durante 30
minutos. Luego se adiciond 1 mL de agua destilada y se tomd la fase superior (hexano)
midiendo la absorbancia a 488 nm utilizando un espectrofotdmetro (Beckman, Modelo
1240 UV Mini, CA, Estados Unidos). Los resultados fueron expresados como mg de [3-
caroteno por kilogramo de peso fresco, utilizando el coeficiente de extincion molar de B-

caroteno en hexano a 488 nm de 1.39 x10° L mol* cm™.
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Para la determinacion de antocianinas, se pesaron 0,35 g de piel de durazno molida
y se extrajeron con una mezcla de metanol-HCI (99:1) durante 10 minutos en oscuridad.
Las muestras se centrifugaron y se midié la absorbancia del sobrenadante a 515 nm
utilizando un espectrofotémetro. Los resultados fueron expresados como mg de cianidin-
3-glucésido por kilogramo de peso fresco utilizando € 29,600 L mol* cm™. En todos los
casos las mediciones se realizaron por triplicado para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

5.2.2.3. Solidos solubles

Se congelé la pulpa utilizando nitrégeno liquido y se la procesé en un molino.
Luego se descongel6 2 g del polvo resultante y se filtrd a través de una gasa. El contenido
de solidos solubles se determing utilizando un refractometro digital auto-compensado (HI
96813, Hanna, Alemania). Las mediciones se realizaron por triplicado y el resultado se

expresé en % p/p.

5.2.2.4. pHYy acidez

Se pesaron 10 g de pulpa molida y se llevaron a 100 ml con agua destilada. El pH
inicial se determind potenciométricamente y la acidez del fruto se determind mediante
titulacion con 0,1 mol L™ NaOH hasta pH 8,2 (AOAC, 1980). Los resultados se
expresaron como mol H* kg peso fresco. Se realizaron tres mediciones para cada

tratamiento y tiempo de almacenamiento.

5.2.25. Firmeza

La firmeza de la pulpa se determind a través de una prueba de compresion

utilizando un analizador de textura modelo Instron 4442 Universal Testing Machine
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(Instron Corp., MA, Estados Unidos) provisto de una sonda convexa de 7,9 mm de
didmetro segun el protocolo descripto por Sozzi et al. (2003). Se determiné la fuerza
requerida para penetrar 10 mm de pulpa en la zona ecuatorial del fruto. Se utilizaron 15
frutos por tratamiento y por tiempo de almacenamiento, y se realizaron 2 determinaciones
en cada fruto en lados opuestos en la zona ecuatorial, las que se promediaron, expresando

los resultados en Newton (N).

5.2.2.6. Fenoles totales

Se pesd un gramo del polvo resultante y se afiadié a 5 mL de etanol absoluto. La
mezcla se agitd en vortex y luego se centrifugd a 17.000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
El sobrenadante se llevo a 100 mL usando agua destilada y los antioxidantes fenélicos se
determinaron de acuerdo con la metodologia de Singleton et al. (1999). A los tubos de
ensayo se agregaron 150 pL de extracto de etanol y agua destilada hasta completar 1350
uL, y luego se agregaron 50 pL de reactivo de 1 mol L Folin-Ciocalteu. Las muestras
se agitaron en vortex y después de 3 minutos a 20 °C, se afiadieron 100 pL de Na2COs al
20 % p/v en 0,1 mol de L NaOH. Los tubos se agitaron y las muestras homogeneizadas
se incubaron en oscuridad a 20 °C durante 1 h y se midio la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotémetro (UV Mini-1240, Shimadzu Corporation, Japdn). Se realizd una curva
de calibracién con &cido clorogénico como estandar y los resultados se expresaron como
gramos de acido clorogénico equivalente por kilogramo. Las mediciones se realizaron por

triplicado.
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5.2.2.7. Capacidad antioxidante

Las muestras de pulpa y piel se congelaron con nitrégeno liquido y se procesaron
inmediatamente en un molino. Se peso6 de forma separada 1 g de los polvos resultantes y
se afiadieron a un tubo de centrifuga junto a 5 mL de etanol frio, y se agitdé durante 10
minutos. La suspension se centrifugd a 15.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se utiliz para determinar la capacidad antioxidante, segin el método de
Brand-Williams et al. (1995). Se agregaron diferentes alicuotas (0-40 pL) de extractos de
etanol a los tubos de ensayo y luego se llevaron a un volumen final de 500 pL usando
agua destilada. Se agregaron 500 pL de una solucion de 60 mg L™ del radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH) en etanol. Las muestras se agitaron y se incubaron a 20 °C
durante 90 minutos en oscuridad y se midio la absorbancia a 515 nm utilizando un
espectrofotdmetro. Se calcul6 la cantidad de extracto requerido para consumir el 50 %
del DPPH inicial (ECso). Se calculé el poder antioxidante (ECso?) y los resultados se
expresaron en mg=L. Se realizaron tres mediciones para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

5.2.3. Aislamiento de la pared celular

Se homogeneizaron 50 g de pulpa en 200 ml de etanol al 95 % v/v mediante un
dispersador Ultraturrax (IKA Werke, Janke y Kunkel GmbH, Staufen, Alemania) y se
hirvieron durante 30 minutos para eliminar los solutos de bajo peso molecular. EI material
insoluble se filtrd utilizando filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C) y se lavo
secuencialmente con etanol cloroformo: metanol (1:1, v/v) y acetona. Posteriormente se

secd a 37 °C, obteniendo asi el residuo insoluble en alcohol (RIA).
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5.2.4. Fraccionamiento de la pared celular

Con el fin de evaluar si las modificaciones observadas en la firmeza se asociaban
con cambios en algin grupo especifico de polimeros de pared, se realizd una extraccion
de polisacéridos y un fraccionamiento en funcién de su solubilidad en diferentes
solventes. Esto permitié determinar el perfil de pectinas débilmente unidas a la pared
(solubles en agua), ibnicamente asociadas (solubles en quelantes como el CDTA) y
covalentemente asociadas (extraibles con carbonato de sodio). Finalmente, se determino
el contenido de hemicelulosas totales a partir de la cuantificacion de azlcares neutros
extraibles con alcalis.

Mediante la extraccién quimica secuencial se obtuvieron fracciones de diferentes
componentes de la pared celular. Se suspendieron 40 mg de cada muestra de RIA en 10
mL de agua destilada y se agitaron a temperatura ambiente durante 3 h. Finalizado este
periodo la suspensién se centrifug6 a 6.000 x g y el sobrenadante se filtré por vacio. El
filtrado resultante se llev6 a 15 mL con agua destilada y se designé como fraccién soluble
en agua (FSA). El residuo se volviéo a extraer con 10 mL de &cido trans-1,2-
diaminociclohexano-tetraacético (CDTA) de 50 mmol con pH 6,5 durante tres horas con
agitacion continua. La suspension se centrifugd y el sobrenadante se recogi6 y se llevé a
15 mL con agua destilada y se designé como fraccion soluble en CDTA (FSC). El
material insoluble se extrajo con 10 mL de 50 mmol de Na.COs a 4 °C durante 1 h, se
centrifugo, se ajusté a 15 mL y se designé como fraccion soluble en Na>COs (FSN). El
sedimento se extrajo con 10 mL de KOH 1 mol L™ a 4 °C durante 1 h'y 10 mL de KOH
4 mol L para obtener las fracciones solubles de 1y 4 M de KOH (1FSK y 4FSK)
respectivamente. El contenido de acidos uronicos (AU) se midio en alicuotas apropiadas

de FSA, FSC y FSN de acuerdo con la metodologia de Blumenkrantz y Asboe-Hansen
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(1973). Se afiadié 1 mL de H2SO4al 98 % v/v que contenia 75 mmol L™ de borato de
sodio a los tubos de ensayo en un bafio de agua con hielo. Las muestras se agitaron e
incubaron a 100 °C durante 10 minutos. Despues de hervir, las mezclas de reaccion se
enfriaron en un bafio de agua helada y se afiadieron 20 pL de m-fenilfenol 0,15 % p/v en
NaOH 0,5 % p/v y se midi6 la absorbancia a 520 nm con un espectrofotémetro. Se obtuvo
una curva de calibracion con éacido galacturénico como estandar y los resultados se
expresaron como miligramos de equivalentes de &cido galacturdnico por kilogramo de
RIA. Se analizaron 3 muestras independientes para cada tratamiento y los resultados se
expresaron como equivalentes de acido galacturdnico por kg de RIA. Para las mediciones
de NS, se vertieron partes alicuotas de FSA, FSC, NSF, 1FSF y 4FSF en tubos de ensayo
y se llevaron a 200 pL con agua destilada. Se afiadi6 un mililitro de 2 g de L™ de antrona
(en 98 % v/v de H2S0Os) en un bafo de agua con hielo. Las muestras se incubaron durante
10 minutos a 100 °C. Después de enfriar en un bafio de agua con hielo, se midié la
absorbancia a 620 nm. Se realiz6 una curva de calibracion utilizando glucosa como
estandar. Se analizaron 3 muestras independientes para cada tratamiento y los resultados

se expresaron en miligramos de equivalentes de glucosa por gramo de RIA.

5.2.5. Etileno

Para evaluar la biosintesis de etileno, se colocaron los frutos en un recipiente de
vidrio herméticamente cerrado con una capacidad de 1,5 L provisto de un septum de
silicona en la tapa. Luego de estar encerrados una hora a 20 °C, se tomd 1 mL del gas de
espacio de cabeza utilizando una jeringa de 1 mL. El etileno se cuantificd en un
cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 serie 11 (Agilent Technologies, Inc., CA,

Estados Unidos) segun describen Ponce et al. (2010). Se utilizé una columna de acero
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inoxidable de 2 m de longitud y 3,2 mm de diametro interno, con una malla 80/100
Porapak N (Supelco Inc., Bellefonte, PA, Estados Unidos). Las temperaturas del inyector,
horno y detector (FID) fueron de 110, 90 y 250 °C respectivamente. Se utilizd nitrégeno
como gas portador con un caudal de 22 mL min™. Los resultados se expresaron como
nano litro de etileno por kilogramo de fruta, liberado en una hora. Se evaluaron 5 réplicas

que contenian 5 frutos, cada una para cada tratamiento.

5.2.6. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron utilizando un disefio factorial. La homogeneidad
y la normalidad de varianzas fueron verificadas previamente utilizando los test de Levene
y Shapiro-Wilk. Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA, siendo el tiempo de
almacenamiento a 20 °C y los tratamientos (testigo e inundado) los factores. Se utiliz6
una prueba de medidas repetidas en el tiempo para el analisis de las variables respuesta.
Todos los resultados se presentan como promedio + EE. Los andlisis estadisticos se

realizaron utilizando el paquete Statistica para Windows (StatSoft, OK, Estados Unidos).

5.3. Resultados

5.3.1. Color de fondo de la epidermis, pérdida de peso, contenido de

clorofilas, carotenoides y antocianinas

El &ngulo Hue de la epidermis de los frutos provenientes de los arboles inundados,
presento un valor levemente inferior a los que provenian del tratamiento testigo, ya al
momento de cosecha. De todos modos, las diferencias se incrementaron durante el
almacenamiento en camara a 20 °C (P<0,05) (Fig. 5.1). Luego de 6 dias, los frutos de las

plantas inundadas alcanzaron valores de angulo Hue cercanos a 100° indicando un viraje
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hacia un tono amarillo en la piel. Esto, del mismo modo que se observé cuando se realizd
la evaluacion en hojas en capitulos anteriores, sugiere una mayor tasa de evolucion del
color de superficie, desde tonos verdosos a amarillos, en los frutos provenientes de plantas

inundadas.
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Figura 5.1: Color de fondo de la piel de duraznos cosechados de arboles adultos testigos e inundados en
forma continua durante el periodo de crecimiento lineal de los frutos y almacenados durante 0, 3y 6 dias
a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos en un test de Fisher (P
<0,05).

La variacion del color de la piel coincidié con la dindmica del contenido de
clorofilas y carotenoides (Fig. 5.2 A y 5.2 B). Al momento de la cosecha, los frutos
provenientes de los arboles inundados presentaron un contenido de clorofilas
significativamente menor respecto a los testigos (P<0,05). El descenso del nivel de
clorofila tuvo la misma dinamica para ambos tratamientos. Por lo tanto, hacia el final del
almacenamiento las diferencias entre tratamientos se mantuvieron, presentando los frutos
de plantas inundadas un menor nivel residual de clorofila.

El contenido de carotenoides fue superior en los frutos inundados respecto a los

testigos, desde el momento de cosecha y se incrementd durante el almacenamiento



111

(P<0,05). El cambio en los carotenoides dentro de cada tratamiento fue posterior al de la
clorofila, ocurriendo mayoritariamente entre los dias 3 y 6 de almacenamiento. En este
caso, la acumulacion de carotenoides fue superior para los frutos inundados, por lo que la

diferencia observada en la cosecha se incrementd hacia el ultimo tiempo de muestreo.
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Figura 5.2: A. Clorofilas, B. carotenoides y C. antocianinas, en la piel de duraznos cosechados de arboles
testigos e inundados en forma continua durante el periodo de crecimiento lineal de los frutos y
almacenados durante 0, 3 y 6 dias a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos en un test de Fisher (P <0,05).
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A diferencia de las clorofilas y los carotenoides, el contenido de antocianinas al
momento de la cosecha no fue afectado por el tratamiento de inundacion. Contrariamente,
su dinamica durante el almacenamiento si mostrd claras diferencias significativas
(P<0,05); asi, mientras que los frutos provenientes de los &rboles inundados
incrementaron durante 6 dias de almacenamiento a 20 °C el nivel de antocianinas, 80 %
respecto al valor inicial, los frutos de las plantas testigo no mostraron cambios (Fig. 5.2
C).

Los frutos cosechados de los arboles inundados fueron més susceptibles a la
deshidratacién durante el almacenamiento en la poscosecha (Fig. 5.3). Luego de 3 dias a
20 °C, los frutos que provenian del tratamiento de inundacion mostraron una perdida de
peso significativamente mayor (P<0,05), respecto a los testigos. Luego de 6 dias de
almacenamiento en la camara a 20 °C los frutos provenientes del tratamiento de
inundacion tuvieron una pérdida de peso 1,5 veces mas elevada que los frutos testigos

(Fig. 5.3).
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Figura 5.3: Pérdida de peso de duraznos cosechados de arboles testigos (peso promedio inicial 107 g) e
inundados (peso promedio inicnial 165 g) en forma continua durante el periodo de crecimiento lineal de
los frutos, almacenados durante 0, 3y 6 dias a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos en un test de Fisher (P <0,05).

5.3.2. Sdlidos solubles, pH, acidez, y antioxidantes de la pulpa

Al momento de la cosecha, el contenido de sélidos solubles de los duraznos que
provenian de los arboles inundados fue significativamente mayor (P<0,05) que el de los
frutos testigos (Fig. 5.4A). Sin embargo, las diferencias entre tratamientos no fueron

significativas luego de 3 y 6 dias de almacenamiento a 20 °C (Fig. 5.4A).
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Figura 5.4: A. Solidos solubles, B. acidez y C. pH de duraznos cosechados de arboles testigos e inundados
en forma continua durante el periodo de crecimiento lineal de los frutos y almacenados durante 0, 3y 6

dias a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas en un test de Fisher (P <0,05).

Por su parte, la acidez titiulable (AT) fue menor en los frutos del tratamiento de
inundacion (P<0,05), respecto a los frutos testigo ya antes del almacenamiento. Las
diferencias entre tratamientos se incrementaron luego de 6 dias, debido a que la acidez de
los frutos de los arboles testigo aumento en contraposicion a la de los frutos cosechados

de arboles inundados, que no sufrio modificaciones (Fig. 5.4 B). Por su parte el pH,
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durante la cosecha, se ubico en el rango de 3,60 - 3,65 para ambos tratamientos. Sin
embargo, luego de 3y 6 dias de almacenamiento, los valores fueron superiores para los
frutos provenientes de los arboles inundados (Fig. 5.4 C).

Los niveles de carotenoides de la pulpa tuvieron una tendencia similar a la descrita
para la piel. Asi, fueron superiores los niveles en los frutos de los arboles inundados al
momento de la cosecha y se registr6 un aumento mayor durante la poscosecha, que
incremento las diferencias con el testigo al final del periodo de almacenamiento (P<0,05)
(Cuadro 5.1). El contenido de antioxidantes fendlicos en la piel fue similar entre
tratamientos, al momento de la cosecha. Posteriormente, se observo un rapido incremento
en los frutos de los éarboles inundados y un descenso luego de 6 dias, cuando la
maduracion se encontrd avanzada. En los frutos de los arboles testigo el contenido de
fenoles mostré un aumento recién al sexto dia de almacenamiento. Por su parte, la pulpa
de los frutos de los arboles inundados presentd en la cosecha mayor contenido de
antioxidantes fenolicos. Para estos compuestos, durante la poscosecha se observo un
aumento en los frutos de arboles testigos, que superaron a los provenientes de las plantas
inundadas, tanto a los 3 como a los 6 dias de almacenamiento. Finalmente, la capacidad
antioxidante total no mostr6 grandes variaciones ni entre tratamientos ni durante el

almacenamiento (Cuadro 5.1).
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Cuadro 5.1: Carotenoides en la pulpa, fenoles totales y capacidad antioxidante en la pulpa y piel de
duraznos provenientes de arboles Testigos e Inundados almacenados durante 0, 3 y 6 dias a 20 °C. Las

letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, basadas en una prueba de Fisher (P

<0,05). Los valores son promedios + error estandar.

Tiempo de almacenamiento a 20 °C (d)
Zona | Tratamiento 0 3 6
Carotenoides Testigo 0,99+0,01e | 1,44+0,05de | 2,20+0,03c
Pulpa
(g kg™) Inundado | 1,54+0,03d | 2,90+0,07b | 3,37+0,03a
Testigo 20,24+0,6a | 22,90+1,5ab | 33,29+1,1c
Piel
Inundado | 20,08+0,6a | 32,86+2,1c | 24,33+1,1b
Fenoles (g kg™)
Testigo 1,63+0,2a | 3,93+0,01d | 3,56+0,1cd
Pulpa
Inundado 2,40+0,2b | 2,98+0,3bc | 2,77+0,4b
Testigo 0,09+0,01a | 0,09+0,0l1a | 0,13+0,01a
Capacidad Piel
Inundado | 0,10+0,0l1a | 0,11+0,01a | 0,09+0,01a
antioxidante
Testigo 0,36+£0,06a | 0,51+0,01ab | 0,52+0,03b
(g kg?) Pulpa
Inundado | 0,50+0,001ab | 0,52+0,02ab | 0,40+0,01ab

5.3.3. Firmezay solubilizacién de la pared celular

Al momento de la cosecha, los frutos que provenian del tratamiento de inundacion
presentaron una firmeza significativamente menor (P<0,05) que los testigos (Fig. 5.5).
Las diferencias existentes en la firmeza entre los tratamientos al momento de la cosecha
aumentaron durante el almacenamiento de los frutos a 20 °C. Luego de 6 dias de
almacenamiento a 20 °C, la firmeza de los frutos cosechados de los arboles testigos fue

de 60 N, y de los frutos provenientes del tratamiento de inundacion de 15 N (Fig. 5.5).
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Figura 5.5: Firmeza de duraznos cosechados de arboles testigos e inundados en forma continua durante
el periodo de crecimiento lineal de los frutos, almacenados durante 0, 3y 6 dias a 20 °C. Letras diferentes

indican diferencias significativas entre tratamientos, en un test de Fisher (P <0,05).

En el momento de la cosecha no se encontraron diferencias significativas (P>0,05)
en la solubilidad de las pectinas entre los frutos provenientes de ambos tratamientos. Las
pectinas solubles en agua (FSA) representaron la fraccion mas abundante de poliurénidos
(Fig. 5.6 A), seguida por la pectina unida ionicamente (Fig. 5.6 B). Durante el
almacenamiento, el nivel de AU en FSA aumentd significativamente (P<0,05). Los
duraznos provenientes de arboles inundados tuvieron un mayor incremento de pectinas
solubles en agua que los testigos durante el almacenamiento (Fig. 5.6 A). La fraccion de
pectinas extraibles con agentes quelantes como el CDTA mostré menor variacion, pero
también se observé una tendencia creciente en el almacenamiento para los frutos
inundados, pero sin diferencias significativas (P > 0,05) entre tratamientos durante los 6
dias de almacenamiento. El nivel de pectinas fuertemente asociadas a la pared celular
(FSN) mostré un aumento en ambos tratamientos cuando los frutos se mantuvieron a 20
°C (Fig. 5.6 C). En este caso, el incremento de poliurénidos fue mayor para los duraznos

testigo, los cuales al final del periodo de almacenamiento, presentaron niveles
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marcadamente superiores de poliurénidos en esta fraccion. Finalmente, el contenido de
hemicelulosas débilmente asociadas a la pared (1FSK) disminuyé significativamente
durante el sexto dia de almacenamiento (Fig. 5.7 A). La fraccion fuertemente asociadas
a la pared celular hemicelulosas extraibles en KOH 4M (4FSK) (Fig. 5.7 B) mostrd una
tendencia creciente en el almacenamiento para los frutos inundados mientras que los

testigos presentaron una disminucién durante los 6 dias de almacenamiento.
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Figura 5.6: Pectinas solubles en A. agua, B. CDTA y C. Na,COj3 de duraznos cosechados de arboles
testigos e inundados en forma continua durante el periodo de crecimiento lineal de los frutos, almacenados
durante 0, 3y 6 dias a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos basadas

en el test de Fisher (P <0,05).
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Figura 5.7: Hemicelulosas solubles en A. KOH 1 M y B. KOH 4 M de duraznos cosechados de arboles
testigos e inundados en forma continua durante el periodo de crecimiento lineal de los frutos, almacenados
durante 0, 3y 6 dias a 20 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas en un test de Fisher (P

<0,05).

5.3.4. Produccion de etileno

La produccion de etileno mostré marcadas variaciones durante el almacenamiento
(5-287 pL kg* h't) conforme los frutos entraron en la etapa de climaterio (Fig. 5.8). Al
momento de la cosecha no se detectaron diferencias significativas (P>0,05) entre los
frutos de los arboles testigos y los de plantas inundadas. Durante el almacenamiento la
produccién de etileno de los duraznos que provenian de los arboles inundados aumentd
drasticamente, manteniéndose estable en los frutos testigos. Luego de 3 dias de

almacenamiento a 20 °C la produccion de etileno de los frutos provenientes de arboles
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inundados fue mas de 20 veces mayor a los testigos. La produccion de etileno continu6
aumentando durante el almacenamiento a 20 °C, de los frutos provenientes de las plantas
inundadas, alcanzando a los 6 dias 90 nL kg™ h%. A fin de determinar si estas variaciones
se debian solo a un adelanto del climaterio como consecuencia de la inundacion se
determind el nivel de etileno durante todo el proceso de maduracion para ambos frutos
(Fig. 5.9). Los resultados mostraron que las diferencias en la produccion entre
tratamientos no se debieron solamente a una maduracion prematura, sino que, ademas,
los frutos de las plantas inundadas mostraron una mayor produccién total de etileno. El
area bajo la curva para estos frutos representa el volumen total de liberacion de esta

hormona durante la maduracion y fue 6 veces mayor a la de los frutos testigo.
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Figura 5.8: Produccion de etileno de duraznos, durante la maduracién a 20 °C, cosechados de arboles
testigos e inundados. Letras diferentes indican diferencias significativas entre en un test de Fisher (P <0,05)

Las barras indican el error estandar de la media.
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Figura 5.9: Produccion de etileno de duraznos, almacenados a 20 °C durante 23 dias, cosechados de

arboles testigos e inundados. Las barras indican el error estdndar de la media.

5.4. Discusion

El estrés por inundacion en precosecha produjo un leve adelanto de la maduracion
de los frutos en el arbol, evidenciado tanto por un aumento de los pigmentos carotenoides
como una mayor degradacidon de clorofilas en la piel. En los duraznos de pulpa amarilla,
el cambio de color de fondo de la piel se utiliza como indice de madurez (Infante et al.
2008 y 2011). Ambos procesos, relacionados con el color de la piel, han sido reportados
en el caso de frutales de carozo, como dependientes del etileno (Grierson 2013, Flores et
al. 2001). Respecto a la clorofila, la exposicion al etileno aumentd la actividad de la
enzima catabolica clorofilasa, involucrada en la remocién del fitol e incrementando su
solubilidad en agua (Purvis y Barmore 1981, Su et al. 2015). Los carotenoides
normalmente se incrementan tanto en piel como en pulpa durante la maduracién de los
frutos (Cao et al. 2017). En varios sistemas la biosintesis de estos pigmentos se encuentra
limitada a nivel de la enzima fitoeno sintasa cuya expresion se encuentra positivamente

regulada por el etileno (Su et al. 2015).
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A diferencia de los carotenoides, las antocianinas son pigmentos solubles en agua
que pueden, més alla de aportar colores caracteristicos rojos purpuras o azules, ser
potentes antioxidantes (Leong y Oey 2012, Liu et al. 2015, Mazza y Miniati 2018). Si
bien no son los pigmentos predominantes en la mayor parte de las variedades de duraznos,
juegan un rol relevante ya que para algunos consumidores su presencia en la piel es
valorada positivamente. En duraznos, su acumulacion no se relaciona con la evolucién
del proceso de maduracién, sino con otros factores como la posicién en el canopeo y la
intercepcion de radiacion UV (Winkel 2004, Zhang et al. 2004, Dixon 2005). Otros
factores de estrés como, por ejemplo, las bajas temperaturas han mostrado inducir la
biosintesis de antocianinas en frutos de carozo (Tsantiliet al. 2010, Brizzolara et al. 2018).

Experimentos realizados en duraznos y manzanas confirman que los genes
involucrados en la sintesis de antocianinas pueden inducirse en respuesta a algunos tipos
de estrés bidtico y abidtico (Ferreyra et al. 2012, Zhang et al. 2014, Landi et al. 2015). En
el presente trabajo, al momento de la cosecha, el contenido de pigmentos antocianos en
la piel no mostré diferencias significativas entre tratamientos. Llamativamente, durante
el almacenamiento de los duraznos se observé una acumulacién mas rapida de
antocianinas en los frutos provenientes de plantas inundadas. Esto resulta de interés y
sugiere un efecto residual durante la poscosecha del estrés en el campo. Palapol et al.
(2009a) observaron que, en los frutos de mangostan, el aumento de la biosintesis de
antocianinas estuvo correlacionado con la produccion de etileno. Estos autores
informaron que el nivel de transcripcion de GmMYB10 aumentd en el momento en el
que la fruta se coloreaba y esto se correlaciono con la produccion mas alta de etileno. Por
otro lado, se sabe que la exposicion en poscosecha de ciruelas al etileno, o un

almacenamiento retardado, acelera el desarrollo de enrojecimiento de la pulpa en ciruelas,
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a causa de la acumulacion de antocianinas (Manganaris et al. 2008). En linea con esto,
los mismos autores en un trabajo posterior mostraron que el tratamiento con 1 - MCP (1
- Metilciclopropeno), inhibidor de la accion del etileno, disminuye la acumulacion de
antocianinas en la pulpa, lo que confirma la participacion del etileno en la regulacion de
su biosintesis (Manganaris et al. 2007).

El tratamiento de inundacién evaluado en el presente trabajo también afecto,
aungue en menor medida, a los sélidos solubles y a la acidez. Respecto al contenido de
solidos solubles de los frutos al momento de la cosecha, los resultados de este capitulo
difieren con lo informado por Crisosto et al. (1994), quienes no encontraron variaciones
entre frutos provenientes de plantas expuestas a un exceso hidrico, con respecto a los
testigos. Esto podria deberse al adelanto general de la maduracién evidenciado cuando se
midio el color de fondo. De todos modos, las diferencias en sélidos solubles entre
tratamientos desaparecieron durante el almacenamiento en poscosecha. Por su parte, la
acidez de los frutos provenientes del tratamiento de inundacién fue menor a las de los
testigos, lo cual redundd en un mayor indice de madurez (sélidos solubles / acidez
titulable) en los frutos inundados respecto a los testigos. Debido a que los duraznos con
mayor contenido de s6lidos solubles tienen mayor aceptacion por los consumidores, este
podria ser un cambio deseable de los frutos provenientes de arboles expuestos a un exceso
de agua (Parker et al. 1991, Montevecchi et al. 2013). De todos modos, si este incremento
resulta de una aceleracion de todo el proceso de maduracion podria resultar en un
acortamiento de la vida util con una consecuencia desfavorable para el proceso de
distribucion y comercializacion.

Las plantas contienen muchos antioxidantes naturales, como carotenoides,

vitaminas, fenoles y flavonoides (Larson 1988). Estos compuestos cumplen una funcion
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central en el metabolismo que incluye la eliminacidn de radicales libres producidos en
forma exacerbada, la descomposicion del peréxido de hidrogeno y la inactivacion del
oxigeno singlete y triplete (Larson 1988, Ames et al. 1993). Mas all& de su valor bioldgico
en la planta, la presencia de estos compuestos en frutos ha tomado gran interés en los
ultimos afios debido a que su incorporacién en la dieta se ha relacionado con el retraso
del envejecimiento celular y con la prevencion de ciertas enfermedades crénicas y
degenerativas. Algunos antecedentes han informado un aumento en los niveles de
antioxidantes como respuesta a condiciones de estrés en precosecha (Sz6lldsi 2014,
Lobos et al. 2018). Trabajos previos han demostrado que varias condiciones de estrés en
precosecha pueden inducir la acumulacion de compuestos fenélicos (Rivero et al. 2001,
Romero et al. 2013, Falagan et al. 2014). En el caso de frutos cosechados de arboles
sometidos a condiciones de exceso de agua, la informacién disponible es muy limitada
respecto a los efectos sobre estos compuestos. Segun los resultados obtenidos en este
capitulo de la tesis, los tratamientos de inundacion aumentaron el contenido de
antocianinas, pero no mostraron un aumento en los niveles de fenoles totales ni en la
capacidad antioxidante hidrofilica. Esto sugiere que el exceso de agua promovio
preferentemente la induccion de fenoles de naturaleza flavonoide en detrimento de los no
flavonoides como los derivados del &cido hidroxicindmico, que constituyen los
compuestos mas abundantes en duraznos (Gil et al. 2002). En tal sentido, los efectos mas
marcados en los antioxidantes, en respuesta a la inundacion, se centran en los carotenoides
dentro de los antioxidantes hidrofobicos y en los flavonoides tipo antocianos para los
antioxidantes hidrofilicos.

Respecto a la pérdida de peso de los frutos, los resultados fueron acordes a los

encontrados por Crane y Davies (1985), quienes obtuvieron en ardndano rojo, una
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disminucion del peso fresco de 60 % de los frutos provenientes de los &rboles inundados,
luego de 35 dias de almacenamiento. Crisosto et al. (1994), también registraron una
pérdida de peso fresco de 35 % en los duraznos provenientes de arboles con exceso de
riego, luego de 96 horas de almacenamiento en poscosecha. Estos autores sugirieron que
la mayor pérdida de peso encontrada en los frutos provenientes del tratamiento de exceso
de riego pudo deberse a un menor desarrollo de tricomas y a la formacion de una cuticula
mas delgada. Resultaria de interés la realizacion de un estudio microestructural del
desarrollo cuticular y epidérmico en frutos de plantas inundadas.

La firmeza es un buen indicador de la madurez y de la vida util de la fruta.
Ademas, es un factor de seleccion para los consumidores de duraznos (Crisosto 1994,
Crisosto et al. 1995). La calidad 6ptima de consumo se logra cuando la firmeza del fruto
estd entre 9 y 14 N (Crisosto y Valero 2008). Sin embargo, el durazno se dafa
mecéanicamente en la clasificacion cuando la firmeza es menor a 36 N (Crisosto et al.
1995). Brummell et al. (2004, 2006a) informaron que durante el proceso de
ablandamiento de los duraznos existe un aumento de la solubilidad de las pectinas
solubles en agua (Brummell et al. 2004, Brummell 2006b). Se ha demostrado que las
modificaciones de la pared celular son altamente variables, dependiendo de la especie y
del cultivar considerado. En muchos casos, la solubilidad en agua de los poliurénidos
aumenta con una reduccion concomitante de la fraccion ligada covalentemente (FSN). El
aumento de FSN observado, en en ambos tratamientos, en el cultivar objeto de estudio
podria deberse a la presencia de pectina residual estrechamente asociada con los
polisacaridos hemicelulésicos. La asociacion entre pectinas y otros polimeros de la pared
celular ha sido descrita por varios autores (Popper y Fry 2005, Zykwinska et al. 2005).

En este escenario, el rapido aumento de FSA junto con el menor contenido de
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poliurénidos en la FSN, al final del periodo de almacenamiento en los frutos provenientes
de érboles inundados, indicaria que el tratamiento aceler6 el desamblaje de la pared
celular.

Finalmente, la respuesta diferencial en la produccion de etileno entre tratamientos
es muy importante, dado que esta hormona es fundamental en la regulacion de los frutos
climatéricos, como el durazno. Asi, el registro durante el almacenamiento de una mayor
produccion de esta hormona, en los frutos provenientes de plantas inundadas, resulta de
interés ya que las diferencias se manifestaron cuando el factor de estrés ya no se
encontraba presente, indicando que la inundacion ejerce un efecto residual en los frutos.
Este hecho se observé también en el caso de algunos de los parametros de calidad
analizados y que exceden marcadamente un simple efecto de adelantamiento del proceso
de maduracion. Este punto fue confirmado cuando se realiz6 una medicion de la
produccion global de etileno de frutos testigo e inundado que mostrd una liberacion de
etileno 6 veces mayor en los frutos provenientes de las plantas inundadas. Este es un
aspecto que resultaria de interés investigar con mas profundidad, ya que podria ser
consecuencia de diferentes modificaciones fisiolégicas o bioquimicas en los frutos. Una
posibilidad es que la condicidn de estrés en el cultivo haya incrementado la induccion de
genes de la biosintesis de etileno en los frutos. Otra alternativa que resultaria de interés
explorar, es si durante el proceso de inundacién se produce una acumulacion de
precursores del etileno en los frutos como el ACC. Algunos estudios previos en otros
Organos apoyan esta Ultima posibilidad. Wang et al. (1992) informaron que en raices de
plantas inundadas se produce un incremento en los niveles de ACC que no pueden ser
oxidados in situ a etileno por baja presion parcial de oxigeno. De todos modos, se ha

demostrado que el ACC migra hacia la parte aerea a través del flujo xilematico donde
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puede transformarse en etileno por la accion de la enzima ACC oxidasa (Else y Jackson
1998, Bradford et al. 1980, Wang et al. 1992). En el caso de frutos esto no ha sido
demostrado a la fecha y por tanto seria de interés la cuantificacion de los niveles de ACC
en duraznos provenientes de plantas sometidas a inundacion en futuros experimentos.
Finalmente, no es posible descartar que los efectos de la inundacion en el metabolismo
resulten de una combinacién de ambos efectos planteados; esto es, un aumento en la
importacion de ACC de origen radicular que asegura un pool del precursor en los tejidos

y un incremento en la expresion de ACC oxidasa en los frutos.

5.5. Conclusiones

Los resultados de este capitulo permiten concluir que no se rechaza la hip6tesis
3.2, debido a que la produccidn de etileno y la maduracién de los frutos de duraznero se
ven afectados por una inundacion ocurrida durante la etapa de crecimiento lineal del fruto,
existiendo una relacion entre los efectos de la inundacién en las plantas con la calidad de
los frutos durante la cosecha y la poscosecha.

Los resultados del presente capitulo muestran que la exposicién de arboles adultos
de duraznero a procesos de inundacién continua durante el periodo de crecimiento lineal
de los frutos: i) anticipa levemente la fecha de madurez comercial y ii) acelera la
velocidad del proceso de maduracién, ain luego que los frutos se hayan cosechado. Esto
resulta en una muy rapida acumulacion de carotenoides en piel y pulpa, antocianinas en
piel y en una més rapida degradacion de las clorofilas. Los frutos de plantas inundadas
poseen mayor relacion de sélidos solubles / acidez, pero su vida de poscosecha es muy
corta al mostrar una elevada susceptibilidad a la deshidratacion y una rapida velocidad de

ablandamiento. La pérdida de firmeza resulta de un mayor desensamblaje de pectinas,
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pero no de hemicelulosas. Finalmente, los efectos observados se relacionaron con un
adelanto en el pico climatérico y con un aumento en la produccion de etileno en estos

frutos a lo largo del proceso de maduracion.
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CAPITULO 6

DISCUSION GENERAL
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Las inundaciones del suelo, independientemente de su origen y, cualquiera sea su
magnitud y frecuencia, son un grave problema para las plantas de muchas especies que
son susceptibles a la deficiencia de oxigeno en las raices. La mayoria de las especies de
las plantas frutales se encuentran dentro de ese grupo. Ademas, los efectos que provocan
sobre el funcionamiento y el crecimiento de los arboles son ain mas negativos cuando
los mismos son jovenes. En el duraznero, las inundaciones durante la etapa de activo
crecimiento de los frutos tienen efectos negativos que derivan en una menor calidad de
fruta durante la cosecha. Ademas, la inundacion del suelo, donde se encuentran las raices
de los arboles, provoca un cambio en el comportamiento de sus frutos en poscosecha, que
en general afecta més a su calidad. El analisis del estado del arte sobre este tema permitié
encontrar antecedentes sobre la susceptibilidad del duraznero a las inundaciones (Ranney
1994, Martinazzo et al. 2011, Amador et al. 2012, Insausti y Gorjon 2013, Pimentel et al.
2014). Sin embargo, al profundizar en este aspecto, surgieron preguntas relacionadas con
los mecanismos involucrados en las respuestas de esta especie a inundaciones de diferente
grado y duracion, que no habian sido respondidas hasta el momento. Una de las preguntas
que despert6 un interés especial fue: ¢ Qué caracteristicas de algunas plantas, de especies
taxondmicamente cercanas al duraznero, las hacen mas tolerantes a la inundacion? ;Qué
mecanismos estan involucrados en esa tolerancia? En esta pregunta estaria implicito
también un fin préctico, que deriva en de la obtencion de pies tolerantes a la hipoxia en
el suelo, que pueden ser utilizados en la produccién de duraznos, mediante el injerto en
ellos, de variedades comerciales no tolerantes a ese tipo de estres.

Por otro lado, uno de los aspectos méas originales de esta tesis fue investigar la
relacion que existe entre el estrés cuando ocurre en la planta durante la precosecha, en

este caso por inundacion, y el comportamiento de los frutos luego de la cosecha. Respecto
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a este punto, no existen antecedentes parecidos a la forma como se desarrollé este tema
en esta tesis.

La investigacion de los efectos de las inundaciones en las plantas cobra mas
importancia actualmente, debido a que el aumento de los episodios de inundacion a escala
mundial, generado por el cambio climético global, provoco casi dos tercios de todos los
dafios y pérdidas de diversos cultivos entre 2006 y 2016 (FAO, 2017). Los frutales estan
entre ellos. Como se describi6 en la introduccion general de esta tesis, los episodios de
inundacion en montes frutales responden a diversos factores del suelo, del clima y
antropicos. Los factores climaticos estan asociados a la intensidad, la frecuencia y la
duracién de las precipitaciones. En este sentido, la frecuencia y la intensidad de las
precipitaciones, también se incrementaron a causa del cambio climéatico global,
generando un mayor impacto negativo sobre la produccion agricola. Esto asociado a la
presencia de suelos de textura arcillosa aumenta la permanencia del agua libre en
superficie, como asi también ocupando la totalidad de los poros del suelo. También con
respecto al suelo, un factor que tiene gran relevancia y, que posee pocos antecedentes en
arboles frutales, es la dindmica de la napa freatica, que genera episodios de inundacion
parcial de las raices, en ciertos momentos del afio. Por su parte, los factores antropicos
estan relacionados con las practicas de riego, la cual en su mayor medida se sigue
realizando por inundacion, y también por el mal manejo de la cuenca y la utilizacion de
paleocauces para plantar arboles frutales. Estos motivos intervienen para que las
principales regiones de produccion de duraznero se caractericen por poseer cierta
potencialidad a la ocurrencia de episodios de inundacién, con duracion, frecuencia e

intensidad variable. Asi, el problema de la inundacion de montes frutales, y
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especificamente de duraznero, en Argentina es preocupante, y por lo tanto avanzar en el
conocimiento que sea parte de la solucion motivé la realizacion de esta tesis.

La mayor cantidad de antecedentes referidos a los efectos de la anoxia radical
sobre la fisiologia y el crecimiento de especies vegetales se ha enfocado en especies
herbéceas. Contrariamente, es escasa la informacion existente acerca del comportamiento
de arboles frutales frente a este tipo de estrés, y sobre todo en arboles adultos injertados
y en plena produccion. Menos adn son los antecedentes acerca del efecto de la inundacion
del suelo sobre las prunoideas y en particular sobre el duraznero. Si bien en menor medida
existen trabajos en varias especies lefiosas de interés fruticola, uno de los primeros
avances fue el de clasificar a las especies, y en particular algunos portainjertos, en funcién
de su tolerancia al exceso hidrico (Andersen et al. 1984, Ranney 1994). En duraznero, a
excepcion del trabajo de Insausti y Gorjon (2013), quienes aplicaron pulsos de inundacion
sobre arboles adultos de duraznero, todos los demas trabajos fueron realizados en plantas
jévenes menores a los dos afios de edad (Ranney 1994, Domingo et al. 2002, Rubio-
Cabetas et al. 2011, Martinazzo et al. 2011, Amador et al. 2012, Pistelli et al. 2012, lacona
et al., 2013, Pimentel et al. 2015). Asimismo, cuando se analizan estos antecedentes, se
observa que aun existian muchos interrogantes especificos relacionados con la
comprension del impacto de las inundaciones en la fisiologia de las plantas. Por ejemplo,
entre ellos, se consideréd importante conocer la respuesta a la inundacion y qué
mecanismos intervienen en la misma, de algunos portainjertos relevantes en la
propagacion del duraznero, como son Nemared y el hibrido almendro x duraznero, muy
utilizados en la produccion de plantas comerciales. Ademas, fue de interés de esta tesis
elucidar de qué manera los factores que inciden en la condicién de la inundacién

propiamente dicha, y con ello potencialmente en las respuestas de las plantas, influyen en
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el comportamiento frente a este tipo de estrés (grado de inundacion, edad de las plantas,
duracién y periodo de anegamiento). Con relacion al momento del afio, a partir de
antecedentes en otras especies, se observd que el mayor impacto negativo de la
inundacion, en el duraznero, ocurre durante la temporada de activo crecimiento. Por otra
parte, con respecto a la duracion, era esperable un mayor efecto en la medida que se
prolongase el periodo de estrés. En este sentido, no existian antecedentes especificos que
establecieran esto en el caso de duraznero. Tampoco existian antecedentes, para esta
especie, relacionados con el impacto que tiene una inundacion parcial del sistema
radicular.

Teniendo en cuenta la poca informacion que existia sobre portainjertos tolerantes
a este estrés y cuales son las caracteristicas que le otorgan esta tolerancia diferencial, el
capitulo 2 de esta tesis abordo6 este tema con relacion al portainjerto Mr. S. 2/5. En este
sentido, se avanz6 en la comprension de las respuestas diferenciales a la inundacion de
portainjertos jovenes sensibles y tolerantes a este estrés durante su crecimiento en vivero,
respecto a variables fisioldgicas y de crecimiento vegetativo. Por otra parte, se pusieron
en evidencia diferencias anatdmicas respecto a la raiz y se caracterizaron las diferentes
respuestas fisioldgicas ante una condicion de inundacién que podrian contribuir, al menos
en parte, a dicha tolerancia en el portainjerto Mr. S. 2/5. La caracterizacion comparativa
con respecto a portainjertos de conocida susceptibilidad a la inundacién, como son los
que provienen de P. pérsica (Insausti y Gorjon 2013), es muy importante debido a la
mayor difusion de estos Gltimos en la propagacion del duraznero (Alvarez et al 2005,
Reighard y Loreti 2008). Los resultados obtenidos, en este capitulo, mostraron que el
portainjerto Mr. S. 2/5, tolerante a la inundacion, tuvo valores significativamente mayores

de Pn (Fig. 2.1), gs (Fig. 2.2) y Wn (Fig. 2.3) respecto a los portainjertos sensibles, y tuvo
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a su vez un mayor crecimiento vegetativo (Fig. 2.4 y 2.5). Estas respuestas diferenciales
a la inundacion del suelo podrian estar relacionadas con la mayor porosidad que poseen
sus raices, como con diferencias en su funcionalidad (Fig. 2.6). Se probd que estas
caracteristicas son constitutivas en este portainjerto, lo que lo hace apto de responder
inmediatamente al estrés por inundacion. Hasta la realizacion de este trabajo no habia
sido caracterizada anteriormente la funcionalidad del aerénquima que posee el
portainjerto Mr.S. 2/5. Ademas, en este capitulo, esta tesis informa, por primera vez,
resultados relacionados con la respuesta diferencial a la inundacién del crecimiento
vegetativo del portainjerto Mr. S. 2/5, con respecto a los pies Nemared y Monegro® y se
lo relaciona con la porosidad constitutiva en las raices, mencionada anteriormente. La
presencia de aerénquima, en ciertos portainjertos tolerantes de prunoideas, fue
demostrada por Pistelli et al. (2012) y Pimentel et al (2014), a través de cortes
histolégicos. El aporte importante de este capitulo consiste en que se evalud la
funcionalidad del aerénquima en las raices de esos portainjertos, como factor de tolerancia
a la inundacién, midiendo la porosidad de las raices.

Respecto al impacto del grado de inundacion sobre las respuestas de plantas de
duraznero, los resultados de esta tesis son los primeros al respecto. No obstante, este es
un tema relevante cuando se tienen en cuenta los diferentes grados de inundacién que
generan, por ejemplo, la fluctuacion en el nivel de la napa freatica y la presencia de un
horizonte impermeable que afecta al movimiento vertical del agua. Asi, el efecto de
diferentes niveles de inundacion tiene implicancias tanto basicas como tecnologicas,
relacionadas con el riego y la oscilacion de la napa freatica. Con respecto a la inundacion
parcial de las raices, en plantas de prunoideas, el antecedente que mas se asemeja es el

trabajo de Ranney (1994), pero que no incluyé al duraznero. A diferencia de dicho trabajo,
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en el que se aumentd paulatinamente el nivel de inundacion de la maceta, en esta tesis
(capitulo 3) se analizaron dos niveles de inundaciéon en un pie de duraznero (cv.
Nemared) intolerante a este tipo de estrés. Los resultados encontrados indicaron que la
inundacion de la mitad del sistema radical es suficiente para generar las mismas
respuestas fisioldgicas y de crecimiento a la inundacidn que se expresan con la inundacion
de la totalidad de las raices. La alta sensibilidad a la inundacién del portainjerto evaluado
se puso en evidencia por la rapida respuesta de la conductancia estomaética (dentro de las
primeras 24 horas) (Fig. 3.1 A), inclusive en la inundacion parcial, aunque en este caso
con menor efecto inicial. De los resultados obtenidos, y de informacién obtenida por otros
autores (Van de Poel y Van Der Straeten 2014), surgi6 la pregunta si la velocidad de la
respuesta estomatica a la inundacion del sistema radical, estaria asociada a una via de
sefializacion diferente al ABA, que se traduce en una rapida respuesta. Al respecto, Shi
et al. (2017), demostraron que el ACC, precursor del etileno, interviene en la
alcalinizacién del citoplasma, en las células oclusivas de los estomas, y este proceso
estaria relacionado con el répido cierre estoméatico en Arabidopsis. Seria interesante
investigar un comportamiento de este tipo, en la respuesta a la inundacién, que se obtuvo
en los experimentos del capitulo 3, con respecto al rapido cierre de los estomas en
duraznero.

La degradacion de las clorofilas es la otra variable con mayor respuesta diferencial
a los diferentes niveles de inundacién, siendo méxima con la inundacién total, e
intermedia con la inundacion parcial. Sin embargo, la velocidad de esta respuesta es
mucho mas lenta respecto a la conductancia estomatica.

En sintesis, el aporte importante de este capitulo consiste en que,

independientemente del nivel de inundacion del sistema radical, la dindmica de las
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respuestas de un portainjerto sensible a este tipo de estrés es similar, aunque con
variaciones en el tiempo de respuesta.

Los efectos de una inundacion continua y total del sistema radical sobre arboles
adultos de duraznero se investigaron en el capitulo 4. No existen antecedentes conocidos
en este aspecto, solamente el trabajo realizado por Insausti y Gorjén (2013) quienes, sin
embargo, no evaluaron el efecto extremo de una inundacion continua, sino que realizaron
pulsos de inundacién, con tiempo de recuperacion de 12 h. A fin de avanzar en el
conocimiento sobre este tema, se propuso como objetivo responder a la pregunta: ;como
la inundacién continua del suelo afecta al crecimiento de arboles adultos de duraznero y
a las variables fisioldgicas relacionadas con el mismo? A partir de un experimento
realizado durante la etapa de crecimiento lineal del fruto del duraznero, se pudo probar
que la inundacion de arboles adultos provoca la reduccién de la gs, del Wh, del contenido
de clorofilas y de la Pn (Fig. 4.1, 4.2 y 4.3). Ademas, afecta negativamente el crecimiento
de los brotes y el area foliar (Fig. 4.4y 4.5). Sin embargo, y a diferencia de los resultados
obtenidos con plantas jovenes, en el experimento del capitulo 2, las respuestas en arboles
adultos fueron determinadas a los 30 dias de inundacion, aunque las respuestas en
crecimiento fueron determinadas de forma méas temprana. Comparados los experimentos
de los capitulos 2 y 4, en ambos casos la tasa de fotosintesis tuvo la misma dindmica que
la conductancia estomatica. Por otro lado, la tasa de fotosintesis fue afectada por factores
estomaticos y no estomaticos, dado que las hojas de los portainjertos sensibles a la anoxia
radical tuvieron un menor contenido de clorofilas, lo cual resulta en un aporte original de
esta tesis. La disminucion de la fotosintesis neta, causada por factores estomaticos y no

estomaticos, no esta documentado, hasta la fecha, en arboles de duraznero adultos.
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Los antecedentes respecto a como una inundacion en los arboles, antes de la
cosecha, puede afectar al comportamiento de los frutos luego de la cosecha son casi
inexistentes. Insausti y Gorjon (2013), evaluaron algunas variables de poscosecha en los
frutos, luego de generar pulsos de inundacion, con tiempo de recuperacion de 12 horas.
Sin embargo, no profundizaron en este aspecto. A fin de avanzar en el conocimiento en
este tema, en el capitulo 5 se investigo el efecto de una inundacién durante el crecimiento
de los frutos en el arbol (etapa de crecimiento lineal de los frutos), sobre la calidad,
velocidad de maduracion y comportamiento en poscosecha de los frutos cosechados de
los mismos, intentando esclarecer algunos de los mecanismos involucrados. Los
resultados obtenidos ponen en evidencia la existencia de una relacion entre los efectos de
la inundacion en precosecha con la calidad y el comportamiento de los frutos durante la
cosecha y la poscosecha. El color de fondo de la epidermis indico un leve adelantamiento
de la madurez de los frutos en los arboles inundados (Fig. 5.1 A). Al ser un fruto
climatérico, la produccion de etileno aumenta a partir del momento de la madurez
fisiologica de los frutos (Tonutti et al. 1997). Segun los resultados de esta tesis, al
momento de la cosecha, la produccién de etileno de los frutos cosechados de los arboles
inundados fue igual a los testigos (Fig. 5.5). Sin embargo, la biosintesis fue mucho mayor
en los frutos provenientes de los arboles inundados. Esto posiblemente trajo aparejada
una dinamica diferencial respecto a la pérdida de firmeza y solubilizacién de la pared
celular, como también respecto a la sintesis y degradacion de pigmentos, sobre todo de
las clorofilas en el fruto (Fig. 5.2 A) y en las hojas (Fig. 4.3). Los resultados indicaron
que existe un efecto residual de la inundacion en la planta durante el crecimiento de los
frutos, que persiste en los frutos al madurar en la poscosecha. Es importante recalcar que

el efecto del estrés por inundacion en precosecha no solo produjo un aumento de la
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sintesis de etileno durante la poscosecha de los frutos, sino también un adelantamiento en
el pico climatérico. Se propuso que una posible vinculacion entre las raices de las plantas
inundadas y los frutos es muy probable que sea a través del movimiento del ACC, cuya
utilizacion en la parte aérea para la sintesis de etileno provocaria la reduccion del
contenido de clorofilas en hojas y frutos, como asi también el adelantamiento de la
maduracion de los frutos en el arbol y el comportamiento diferencial durante la
poscosecha. Por otro lado, una hip6tesis interesante para poner a prueba seria que el ACC
podria ser parte de la transmision de la sefial de anoxia a los frutos, tal como ocurre en las
hojas en otras especies (Van de Poel y Van Der Straeten 2014).

Es importante destacar que, en esta tesis, se tratd la respuesta a la inundacion de
arboles de duraznero en diferentes escalas de tiempo y de espacio, desde una situacion
similar al vivero hasta el monte frutal adulto en plena produccién. Los efectos no se
restringieron sélo a los arboles, sino que continud la investigacion sobre los frutos durante
la poscosecha, provenientes de plantas inundadas.

Segun los resultados de esta tesis surgieron nuevas preguntas, que seria interesante
investigar: ¢EI ACC, precursor del etileno, cumple una funcion de transmisor de la sefial
de inundacion al sitio donde se genera la respuesta? ¢ En la respuesta del cierre estomatico
ante una inundacion, la sefial que se genera en las raices, y se transloca a la parte aérea
modulando la conductancia estomatica, participan el ACC, el ABA, ambos o ninguno?
La pregunta de cuél es el mensajero directo de la sefial de inundacion, que subyace en
diferentes respuestas, y como es el proceso en que estaria involucrado, surge en todos los
capitulos de la tesis. Seria interesante avanzar en el conocimiento de estos aspectos, lo
que requeriria investigar en otra escala y nivel de organizacion diferente a los de la

presente tesis.
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Por otro lado, otro tema a investigar seria: ; Cuél es periodo maximo de inundacion

en el que se comienzan a observar sintomas de alteraciones fisiol6gicas y en el

crecimiento en arboles injertados sobre genotipos tolerantes?

Finalmente, seria importante tener en cuenta que la inundacion parcial del sistema

radical, al tener el mismo efecto que la inundacidén completa, traeria graves problemas en

lugares o regiones donde la napa freatica, en su dinamica anual, llegue a la profundidad

ocupada por parte de las raices del arbol, pudiendo provocar en ultima instancia la

mortandad de individuos.

Conclusiones finales

1. Los portainjertos investigados en el presente trabajo de tesis mostraron

una tolerancia diferencial a la inundacién del suelo que se basa en
diferencias anatémicas, fisiologicas y de crecimiento. El portainjerto Mr.
S. 2/5 fue el de mayor tolerancia a la inundacién del suelo respecto al
Monegro® y al Nemared, mientras que este Gltimo fue el mas sensible, y
con la respuesta méas rédpida en cuanto a la disminucion de la tasa
fotosintética, la conductancia estomatica y el potencial hidrico de las hojas,

con respecto al tratamiento sin inundar.

Al evaluar morfolégicamente a las raices, la mayor tolerancia del
portainjerto Mr. S. 2/5 se asoci6 con una porosidad constitutiva mas
elevada. Esta caracteristica podria ser un rasgo importante en la seleccion

de portainjertos con relacion a la tolerancia a inundaciones.

El estrés por inundacién en las plantas jovenes tuvo un impacto inmediato
sobre el crecimiento del portainjerto. Esto indica que el manejo del riego
en la etapa de vivero, que en muchos casos continta realizandose por
inundacion, debe ajustarse para minimizar los periodos de anoxia radical,

ya que poseen un rapido efecto negativo en esas plantas.
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4. Ante la utilizacion de portainjertos sensibles a la anoxia radical, como el
Nemared, la inundacion de la mitad del sistema radical es suficiente para
generar, al cabo de muy pocos dias, las mismas respuestas fisioldgicas y
de crecimiento a la inundacion que se expresan con la inundacion del perfil
del suelo con la totalidad de las raices. Se dieron respuestas negativas a la
inundacion parcial en la conductancia estomatica, el potencial hidrico de

las hojas y el crecimiento vegetativo.

5. El cierre estomaético es la respuesta mas rapida a la inundacion del suelo,
en portainjertos jovenes y sensibles a este estres, sea por una inundacion

parcial o total.

6. Los arboles adultos se ven afectados con inundaciones de mas larga
duracion que los portainjertos jovenes. En este aspecto es interesante notar
la respuesta negativa registrada en la fotosintesis. Con respecto a los
pardmetros relacionados con esta variable de respuesta, la concentracion
de CO; a nivel intercelular no se ve afectada con la inundacion, aunque la
conductancia estomatica disminuye. Este comportamiento sugiere que la
asimilacion de carbono se reduce a causa de factores no estomaticos. La
degradacion de las clorofilas, que se manifestd con la inundacion, seria al

menos uno de esos factores.

7. Si bien la reduccion del crecimiento estd vinculada a una menor
asimilacién de carbono y a un menor potencial hidrico de las hojas, no es
posible descartar, sobre todo en una inundacion total del suelo, otros
efectos como la produccion y acumulacion de sustancias auto toxicas en
el suelo liberadas por las raices del duraznero, en situaciones de anoxia

radical. Seria interesante poner a prueba esta hipotesis.
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La inundacion en arboles adultos, durante la etapa de crecimiento lineal
de los frutos, provoca un adelantamiento y mayor velocidad en la

maduracion de los frutos cosechados de ellos.

Desde el punto de vista de su comportamiento en el almacenamiento en la
poscosecha, los frutos cosechados de las plantas inundadas mostraron dos
cambios negativos para su conservacion muy importantes: 1) aumento en
la susceptibilidad a la deshidratacion y 2) rapida pérdida de firmeza,
asociada con mas rapido desensamblaje de componentes pépticos de la
pared celular, pero no de hemicelulosas. Estos cambios se asociaron no
s6lo con un adelantamiento del pico de produccion de etileno de los frutos
sino con un incremento en la produccion global de esta hormona a lo largo

de la maduracion.

En sintesis, el presente trabajo de tesis contribuyd a aumentar nuestra
comprension del efecto del estrés por inundacion, y algunos mecanismos
involucrados, en las respuestas al mismo, en una especie de importancia
econdémica como es el duraznero. Permitio, ademas, entender como el
estrés por inundacién en la planta afecta el comportamiento de los frutos
en la poscosecha, en momentos en que el estrés ambiental ya no esta
presente. En estos aspectos la cantidad de informacion disponible era muy

escasa.
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