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RESUMEN

En la Patagonia existe una gran diversidad de plantas no domesticadas, muchas de
las cuales han hecho una contribucién importante a la alimentacion y la salud de las
culturas locales, como las especies del género Berberis L., cominmente llamadas
“calafates” o “michay”, las cuales tienen una distribucién amplia desde Neuquén hasta
Tierra del Fuego, y sus pequefios frutos son muy demandados para el consumo en
fresco a la vez que para la elaboracion de diversos productos.

En la Parte | de la tesis se presenta el estudio del crecimiento del fruto y de la
composicion cuali-cuantitativa de los carbohidratos, los &cidos orgénicos, los
compuestos fendlicos, asi como de la actividad antioxidante de los frutos de Berberis
microphylla a lo largo de su ontogenia y en diferentes estaciones de crecimiento. Los
frutos fueron cosechados de plantas que crecian naturalmente en una poblacion en las
cercanias de la ciudad de Ushuaia y en diferentes estaciones de crecimiento. El
crecimiento del fruto y la composicion cuali-cuantitativa de los carbohidratos y de los
acidos organicos mostraron cambios significativos a lo largo de la ontogenia y entre
estaciones de crecimiento, mientras que la calidad y contenido de los compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante variaron con la ontogenia de los frutos. La
existencia de correlaciones significativas entre las variables estudiadas permiten su
uso como marcadores de las fases de la fructificacion, de importancia ante cambios de
las condiciones ambientales y/o factores de precosecha. A su vez, se encontré que los
frutos poseen un alto valor nutricional y una excelente actividad antioxidante, una
propiedad que puede contribuir a la calificacion de alimento funcional de interés y de
aplicabilidad industrial potencial.

En la Parte Il de la tesis se presenta el estudio de la fenologia, los contenidos
de nutrientes y de pigmentos foliares, la actividad fotosintética, la produccién de frutos,

su crecimiento y la composicidén cuali-cuantitativa de los carbohidratos, los acidos



organicos, los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante en plantas de B.
microphylla que fueron cultivadas en forma experimental bajo tres intensidades de luz
(24, 57 y 100% de la luz natural) y tres niveles de fertilizacion inorganica (0,0; 3,4y 6,7
g de fertilizante por planta). Los fertilizantes utilizados fueron nitrato de amonio
(NOsNH,), superfosfato triple de calcio (Ca (H.PO.).) y sulfato de potasio (SO.K5).

Los cambios fenoldgicos, morfofisioldgicos y composicionales observados en
las plantas cultivadas bajo tres niveles de intensidad de luz y de fertilizacion inorganica
refieren a la presencia de una “aclimatacion o plasticidad fenotipica” de las plantas de
B. microphylla. Ademas, en los frutos obtenidos en el ensayo experimental, se
obtuvieron para aquellas variables relacionadas al valor funcional resultados
comparables a los obtenidos en frutos de la poblacion natural.

Se espera que la informacion emergente del presente trabajo de tesis pueda
contribuir a una mejor interpretacion de los comportamientos observados en las
plantas naturales crecidas en diferentes ambientes de la Patagonia, en particular
frente a un escenario posible de cambio climatico y también para la posterior seleccion
de genotipos y mejoramiento de la especie, asi como en relaciébn con la toma de

decisiones referentes al manejo de los arbustos de interés socio-econémico.

ABSTRACT
In Patagonia there is a wide variety of non-domesticated plants, many of which

have made a significant contribution to food and health of local cultures, such as the
genus Berberis L., commonly called "calafate" or "michay", which have a wide
distribution from Neuquén to Tierra del Fuego, and its small fruits are highly demanded
for fresh consumption as well as for the development of various products.

In Part | of the thesis the study of fruit growth and the qualitative and
guantitative composition of carbohydrates, organic acids, phenolic compounds and
antioxidant activity of the fruit of Berberis microphylla along its ontogeny and among
growing seasons is presented. The fruits were harvested from plants growing naturally
in a population near the Ushuaia city and in different growing seasons. Fruit growth and
the qualitative and quantitative composition of carbohydrates and organic acids
showed significant changes along the ontogeny and between growing seasons, while
the quality and content of phenolic compounds and antioxidant activity varied with
ontogeny of fruits. The existence of significant correlations between these variables
allows their use as markers of fruiting stages, of importance when change the
environmental conditions and / or the preharvest factors. In turn, it was found that the

fruits have high nutritional value and excellent antioxidant activity, a property which can



contribute to the characterization of their functional value of interest and potential
industrial applicability.

In Part Il of the thesis the study of phenology, nutrient and leaf pigments,
photosynthetic activity, fruit production, its growth and the qualitative and quantitative
composition of carbohydrates, organic acids, the phenolic compounds and antioxidant
activity is presented in plants of B. microphylla that were grown experimentally under
three light intensities (24, 57 and 100% of natural light) and three levels of inorganic
fertilizer (0.0, 3.4 and 6.7 g fertilizer per plant). The fertilizers used were ammonium
nitrate (NOsNH.), calcium triple superphosphate (Ca (H.PO.),) and potassium sulfate
(SO:Ky).

Phenological, morphophysiological and compositional changes observed in
plants grown under three levels of light intensity and inorganic fertilization refers to the
presence of an "acclimation or phenotypic plasticity" of plants of B. microphylla.
Furthermore, those values of the variables related to the functional value of the fruits
obtained in the experimental conditions were comparable to those obtained in the fruits
of the natural population.

It is expected that the emerging information of the present thesis can contribute
to a better understanding of the behaviors observed in wild plants grown in different
environments of Patagonia, in particular against a possible scenario of climate change
and to the subsequent selection of genotypes and improvement of the species, as well
as in relation to decisions concerning to the management of bushes of socio-economic

interest.



Dedicatoria

Este Trabajo de Tesis esta dedicado a todos aquellos que fueron y son parte
fundamental de mi vida, y muy especialmente a:

Mis padres (Esther y Angel) en donde estén, por su amor incondicional, por ser quien
soy gracias a ellos y por haberme introducido al camino del conocimiento desde muy
pequefia.

Mi gran comparfiero desde hace ya casi 34 afos, mi esposo Gustavo, con quien he
constituido la familia que siempre he sofiado.

Mis tres hijos
Sofia, Martina y Agustin, gracias a quienes pude concretar mi gran proyecto de
vida, y quienes son mi pilar fundamental hoy en dia.

Mi hermano Alberto, Claudia y mis sobrinos, Federico, Lucas, Maria Victoria, Maria
Clara y Guido por estar siempre.

Agradecimientos

Dr Néstor Curvetto por sus valiosos aportes académicos, su tiempo y los sabios
consejos dados junto a Silvia Delmastro.

Dr Pablo Postemsky por su colaboracion incondicional y sus valiosos aportes.

CONICET por permitirme ser parte de esta Institucion y por financiar las
investigaciones.

CADIC por ser mi lugar de trabajo y el que me posibilitd con su infraestructura,
equipamiento y recursos humanos llevar a cabo el trabajo de esta tesis.

MINCYT por financiar las investigaciones a través de los proyectos PFIP.
EEA INTA Santa Cruz por financiar las investigaciones a través de diferentes
proyectos, a su personal y muy especialmente a la Dra Liliana San Martino y el Ing Agr

Julio Cabana.

A la Dra Ing Agr Silvia Radice por sus valiosos aportes académicos, su tiempo y su
generosidad.

A mis comparieros de CADIC:

Dr Ing Ftal Guillermo Martinez Pastur, Dra Ing Ftal Maria Vanesa Lencinas y Dra Biol
Alicia Moretto, por todas las contribuciones hechas para esta tesis.

Juan Peralta (Técnico CADIC jubilado) y Julio Escobar (Profesional Principal CADIC)
por su incondicional colaboracion.

Laureano Coronel, Karina Rodriguez, Melina Furno e Ing Agr Mariela Bernini, quienes
me ayudaron en la toma de datos y cuidados de los ensayos.



INDICE
INTRODUCCION GENERAL

El género Berberis en Patagonia y sus usos
Berberis microphylla, su clasificacion y distribucion
Hipotesis

Objetivo general

g o1 o N B

Objetivo particular

PARTE |: ESTUDIOS EN LOS FRUTOS DE PLANTAS DE B. microphylla G. Forst.

DE UNA POBLACION NATURAL 7
CAPITULO 1: CRECIMIENTO DE LOS FRUTOS Y EVOLUCION D E LOS
HIDRATOS DE CARBONO Y ACIDOS ORGANICOS 8
INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS 13
RESULTADOS 19
DISCUSION 41
CONCLUSIONES 46

CAPITULO 2: EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE 47
INTRODUCCION 48
MATERIALES Y METODOS 51
RESULTADOS 55
DISCUSION 69
CONCLUSIONES 74

PARTE II: ESTUDIOS EN PLANTAS DE B. microphylla G. Forst. EN UN CULTIVO

EXPERIMENTAL EN MACETAS 75
CAPITULO 1: ESTABLECIMIENTO DE UN CULTIVO EXPERIMEN TAL EN

MACETAS 76
INTRODUCCION 77
MATERIALES Y METODOS 79
CONCLUSIONES 80
CAPITULO 2: FENOLOGIA 87
INTRODUCCION 88
MATERIALES Y METODOS 90

RESULTADOS 93



DISCUSION
CONCLUSIONES

CAPITULO 3: NUTRIENTES Y PIGMENTOS FOLIARES

INTRODUCCION
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION
CONCLUSIONES

CAPITULO 4: ACTIVIDAD FOTOSINTETICA
INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

CAPITULO 5: PRODUCCION DE FRUTOS
INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

CAPITULO 6: CRECIMIENTO DE LOS FRUTOS
INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

CAPITULO 7: COMPOSICION DE LOS FRUTOS
INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

101
104

105
106
107
109
119
123

124
125
126
127
132
137

138
139
142
143
147
151

152
153
154
155
163
166

167
168
170
172
194
202



CONCLUSIONES GENERALES 203
BIBLIOGRAFIA 205



-1- Introduccion general

INTRODUCCION GENERAL
El género Berberis en Patagonia y sus usos

La importancia de la flora nativa como fuente de alimentos, lubricantes, resinas,
ceras, colorantes, fibras, energia, sustancias arométicas y medicinales, con valor
ornamental y ecoldgico es bien conocida. Sin embargo, este interés sobre la flora
nativa va acompafiado por la actividad humana creciente que impacta sobre ella y la
deteriora. En el mundo existen grandes &reas con plantas autdctonas aun no
domesticadas (Monge et al., 2000). Sin embargo, so6lo unas pocas especies han sido
evaluadas por sus potenciales agronémico y medicinal (Iriondo, 2001; Alonso y
Desmarchelier, 2006), por lo que estudios sobre la diversidad de la flora nativa asi
como sobre su potencial agronémico y medicinal son necesarios (Arena y Vater,
2005).

Las especies nativas de la Patagonia como las del género Berberis,
comunmente llamadas “calafates” o “michay”, han hecho una importante contribucion a
la alimentacién y la salud de las culturas locales. Los frutos eran consumidos por los
indios Onas de Tierra del Fuego, quienes a su vez empleaban la madera para fabricar
flechas. Los Tehuelches preparaban una bebida con los frutos triturados y puestos a
macerar en agua, sin dejarlos fermentar (Alonso y Desmarchelier, 2006). El calafate
esta citado como fuente de alcaloides del tipo de las berberinas y antocianinas, con
una aplicacion medicinal y tintérea (Pomilio, 1973; Shaffer, 1985; Fajardo Morales et
al., 1986; Fajardo Morales, 1987). Las hojas, la corteza y la madera se destacan por
sus propiedades astringentes, febrifugas y digestivas, usandose también en
afecciones hepaticas, como refrescantes y laxantes (Rapoport et al., 1999; Alonso y
Desmarchelier, 2006). Gracias a estas caracteristicas, son utilizadas por la cultura
mapuche (Mufoz et al., 2001), quienes también emplean los frutos en casos de
resfrios y fiebre intermitente (Alonso y Desmarchelier, 2006). Las raices y cortezas
también eran usadas como tonico-energizante. Los jugos de los frutos se usaron con
fines oftalmologicos (Casamiquela, 2001). Los mapuches elaboran una especie de
“chicha” a partir de la fermentacién del fruto el cual es luego mezclado con el “chacai’;
también elaboran el “"vino de calafate” sélo con la fermentacion del fruto (Alonso y
Desmarchelier, 2006). Los frutos pueden consumirse frescos o elaborados en dulces,
mermeladas, jaleas, helados y bebidas sin alcohol (Martinez Crovetto, 1968), siendo
ademds utilizados por los mapuches para realizar tinciones, mientras que las raices
son empleadas para tefiir lanas de amarillo (Alonso y Desmarchelier, 2006).

En los Ultimos afios, se ha venido incrementado la demanda de frutos de estos
arbustos y en particular de Berberis microphylla G. Forst. (en adelante B. microphylla),

tanto para el consumo en fresco como para la elaboracion de diversos productos como
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dulces y jaleas, pulpas para la elaboracion de helados, frutos deshidratados, bebidas o
amargos sin alcohol a base de frutos patagdénicos como calafate, sauco, maqui,
canchalagua y enebro de la marca “Terma”. A su vez, los frutos se emplean en
productos cosméticos como champu y acondicionadores capilares con extractos de
calafate de la marca “Biferdil”. A esto debe sumarse el hecho que se ha incorporado al
Cadigo Alimentario Argentino por Resolucion Conjunta 22/2006 y 409/2006 la inclusion
de frutas originarias de la zona andina como los Berberis, autorizando su empleo en
productos alimenticios como dulces, mermeladas, licores, helados y confites. Ademas,
la United States Department of Agriculture (USDA) ha aprobado el ingreso a los
Estados Unidos del calafate, por lo cual se halla en la lista de frutas y vegetales de
dicho organismo. Se estima que anualmente se cosechan no menos de 10 a 15
toneladas de frutos de calafate provenientes de poblaciones naturales de la Patagonia
para los usos descriptos, empleandose para ello métodos de cosecha totalmente
nocivos para las plantas, al emplear palos para el zarandeo, provocando la rotura de
ramas al ser éstas poco lignificadas. A este hecho debe sumarse la progresiva
disminucion de plantas naturales a lo largo de la Patagonia, provocada por la
constante apertura de caminos para el establecimiento de emprendimientos

productivos no asociados con la actividad agropecuaria.

Berberis microphylla G. Forst. (sinbnimo B. buxifolia Lam.), su clasificacion,
distribucién y antecedentes.

En la Patagonia, el género Berberis posee una distribucion amplia desde
Neuquén hasta Tierra del Fuego (Fig. 1) (Job, 1942; Orsi, 1984), y esta bien
representado por 16 especies de arbustos nativos (Orsi, 1984; Bottini et al., 1993). Sin
embargo, seguln una clasificacion posterior del género realizada por Landrum (1999),
el nimero de especies es menor al citado por los trabajos previos de Orsi (1984), dado
gue Landrum agrupa a especies como B. buxifolia, B. microphylla y B. heterophylla
bajo un mismo nombre, B. microphylla G. Forst., postulando que las diferencias entre
las mismas no se mantienen constantes como para conservar su rango de especie.
Sin embargo, y si bien ésta es la ultima clasificacion, se contradice con los estudios
realizados tanto en el orden morfolégico, bioquimico y molecular en el género Berberis
por Bottini et al. (1999; 2000; 2007), quienes caracterizan y diferencian con precision a
las citadas especies por las técnicas por ellos empleadas.

Berberis microphylla G Forst. (sinébnimo B. buxifolia Lam.) es un arbusto
siempreverde y espinoso, que puede llegar hasta los 4 m de altura, y que en Tierra del
Fuego a menudo crece en los montes bajos, en los margenes y claros del bosque de

Nothofagus, en &reas hUmedas de estepas, a lo largo de rios y arroyos (Moore, 1983).
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Se propaga por semillas (Arena y Martinez Pastur, 1994) y por rizomas (Arena y
Martinez Pastur, 1995; Arena et al.,, 1998). Florece en la primavera y sus frutos
maduran hacia mediados del verano (Moore, 1983; Arena et al., 2003; Arena y Radice,
2014), teniendo una maduracién no climatérca (Rodoni et al., 2014) (Fig. 2).

En las plantas de B. microphylla creciendo naturalmente en Patagonia, se ha
observado una alta variabilidad en los caracteres morfolégicos vegetativos y
reproductivos (Bottini, 2000; Arena et al., 2011; Gambineri, 2012), al igual que al
comparar la anatomia foliar con plantas crecidas en otros ambientes fuera de la
Patagonia (Radice y Arena, 2015), pudiéndose atribuir gran parte de estas diferencias
a adaptaciones a factores climéticos, edéficos y ecologicos (Bottini, 2000).
Particularmente en Tierra del Fuego, esta especie se caracteriza por encontrarse en
ambientes con diferente disponibilidad de luz, agua y nutrientes en el suelo. En este
sentido, se han encontrado poblaciones de B. microphylla creciendo en ambientes con
diferentes contenidos de nutrientes inorganicos, a saber nitrogeno (0,1 a 0,6%) y
fésforo (2,2 a 47,4 ppm) para los primeros 10 cm de suelo, presentando los frutos
caracteristicas fisicas muy diferentes entre las mismas (Arena et al., 2011). Por otra
parte, se ha observado que la produccion de frutos varia con la posicién de los mismos
en los arbustos, siendo mayor en la mitad superior de los arbustos con relacién a la
mitad inferior de los mismos, habiendo podido relacionar a su vez estos efectos con el
namero de ramas productivas en las plantas (Arena et al., 2003). A su vez, se ha
encontrado una marcada variacion en la intensidad de la luz dentro de los arbustos,
encontrando que a la mitad de su altura la incidencia de la luz fue de sélo el 30% de la
intensidad plena, con una alta variacion entre plantas (9,1 al 74,4%) (Peri y Lasagno,
2006).

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados mas arriba y dada la
necesidad de introducir a B. microphylla al cultivo comercial, el conocimiento del ritmo
de crecimiento de los frutos asi como de la composicidén cuali-cuantitativa de los
hidratos de carbono, &cidos organicos, compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de los mismos a lo largo de su ontogenia y en diversas estaciones de
crecimiento permitira evaluar su condicion de alimento funcional, a la vez que brindar
herramientas a la hora de la planificacion de un cultivo comercial.

Por otra parte, el conocimiento de las respuestas fenoldgicas, fisioldgicas,
morfolégicas y composicionales de las plantas de B. microphylla frente a
modificaciones de las condiciones ambientales, i.e. intensidad de luz y nivel de
fertilizacion permitira explicar los comportamientos observados en las poblaciones
naturales, a la vez que su capacidad de aclimatacion frente a dichas condiciones,

resultados que también aportaran a la planificacion de un cultivo comercial.
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Figura 1. Distribuciéon de B. microphylla en Argentina, desde la provincia de Neuquén

hasta Tierra del Fuego.

Figura 2 1ZQ. Arbusto de B. microphylla creciendo en las cercanias de la ciudad de
Ushuaia, Tierra del Fuego. DER. Frutos de B. microphylla creciendo en las cercanias
de la ciudad de Ushuaia, Tierra del Fuego.
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Hipotesis

El presente trabajo de tesis sobre B. microphylla propone las siguientes hipotesis:

El crecimiento del fruto y la composicién cuali-cuantitativa de los hidratos de
carbono y &cidos orgénicos varian a lo largo de su ontogenia y en diferentes
estaciones de crecimiento.

La composicion cuali-cuantitativa de los compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de los frutos varian a lo largo de su ontogenia.

La fenologia, los contenidos de nutrientes y pigmentos foliares, la actividad fo-
tosintética, el crecimiento y la produccién de los frutos, la composicion cuali-
cuantitativa de los hidratos de carbono, acidos organicos, compuestos fendlicos
y actividad antioxidante son afectados por la intensidad de luz y el nivel de ferti-

lizacion en diferentes estaciones de crecimiento.

Objetivo general

El presente trabajo de tesis sobre B. microphylla propone el siguiente objetivo

general:

Contribuir al conocimiento, la conservacién, domesticacion y posterior uso sus-
tentable de los recursos vegetales de la Patagonia, pilares fundamentales para
su introduccién al cultivo y para generar nuevas alternativas productivas para la

region y a nivel internacional.

Objetivos particulares

El presente trabajo de tesis sobre B. microphylla propone los siguientes objetivos

particulares:

Evaluar el crecimiento de los frutos y estudiar la evolucién cuali-cuantitativa de
sus hidratos de carbono y acidos organicos a lo largo de su ontogenia y duran-
te las estaciones de crecimiento 2004/05, 2005/06 y 2007/08.

Estudiar la evolucién cuali-cuantitativa de los compuestos fendlicos y actividad
antioxidante de los frutos a lo largo de su ontogenia durante la estacion de cre-
cimiento 2007/08.

Evaluar la fenologia, los contenidos de nutrientes y pigmentos foliares, la activi-
dad fotosintética, el crecimiento y la produccién de los frutos, su composicion
cuali-cuantitativa de los hidratos de carbono, acidos organicos, compuestos fe-
nélicos y actividad antioxidante en plantas cultivadas en macetas bajo tres in-

tensidades de luz (24, 57 y 100% de la luz natural) y con tres niveles de fertili-
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zacion inorganica (0,0; 3,4 y 6,7 g de fertilizante por planta), durante las esta-
ciones de crecimiento 2008/09 y 2009/10.



PARTE |

ESTUDIOS EN LOS FRUTOS DE PLANTAS DE
Berberis microphylla G. Forst. DE UNA POBLACION NATURAL
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CAPITULO 1

CRECIMIENTO DE LOS FRUTOS Y EVOLUCION DE LOS
HIDRATOS DE CARBONO Y ACIDOS ORGANICOS
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INTRODUCCION

La fisiologia de la fructificacion trae consigo cambios metabdlicos a nivel de
planta entera que se manifiestan en el crecimiento de los frutos hasta su madurez, y
culminacion de su ciclo biolégico. Las tasas de crecimiento de los frutos varian
extremadamente entre especies, segun las practicas culturales, entre los diferentes
frutos en la misma copa y son dependientes de las condiciones ambientales, pudiendo
ademds mostrar diferentes patrones de crecimiento.

La evolucién de los sélidos solubles y de la acidez en los frutos, son
indicadores utiles de los cambios metabdlicos que ocurren durante la fructificacion y
que permiten definir el momento 6ptimo para la cosecha (Boulton et al., 1996). Tanto
los sdlidos solubles como la acidez son relativamente faciles de determinar, pudiendo
esta Ultima ser evaluada mediante la determinacion del pH o de la acidez total titulable,
o de ambos. Los sdlidos solubles estan compuestos por los hidratos de carbono, los
acidos organicos, proteinas, lipidos y minerales varios, siendo los azlcares los
principales componentes de ellos en la mayoria de los frutos (Wills et al., 1981). Los
hidratos de carbono y los acidos organicos, compuestos que provienen de la
asimilacién fotosintética, son de especial importancia en el crecimiento de los frutos y
en la fisiologia de la maduraciéon. Los hidratos de carbono son los compuestos
primarios usados metabolicamente a través de las distintas etapas de crecimiento de
los frutos. De hecho, grandes cantidades de estos productos primarios se convierten
inmediatamente en otros compuestos tales como acidos organicos, que son también
importantes en el metabolismo de la planta (Kramer y Kozlowski, 1979). Los hidratos
de carbono son también los principales constituyentes de las paredes celulares, y
ademas proporcionan el esqueleto para la sintesis de grasas y proteinas; grandes
cantidades se oxidan en la respiracién, otra fraccion se acumula como fotosintatos de
reserva, y aun otra fraccion se utiliza de manera diferente en el metabolismo
secundario. Los hidratos de carbono solubles aumentan la presiébn osmotica de los
jugos celulares, e hidratos de carbono tales como pentosanos, pectinas, gomas y
mucilagos aumentan la capacidad de retencion de agua de los tejidos.
Cuantitativamente, los hidratos de carbono son los componentes mas importantes de
las plantas lefiosas, ya que comprenden las tres cuartas partes de su peso seco
(Kramer y Kozlowski, 1979). Los hidratos de carbono también son componentes
importantes de los atributos sensoriales de calidad en los frutos ya que contribuyen a
su dulzor y sabor. En muchas frutas y verduras, los monosacéridos comprenden una
porcion principal de los azlcares totales. La glucosa y la fructosa son las formas
predominantes de azUcares simples que se encuentran, sobre todo en los frutos. La

sacarosa, la forma primaria de transporte de los hidratos de carbono en la mayoria de
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las plantas, es un disacarido que produce glucosa y fructosa por hidrélisis. Las
proporciones relativas de glucosa y fructosa pueden variar de un fruto a otro y, en
menor medida, en el fruto mismo de acuerdo con la madurez. En muchos frutos (por
ejemplo, manzana, pera, frutilla, uva), la glucosa y la fructosa estan presentes en
mayor cantidad que la sacarosa, pero en ciertos vegetales, como nabo, remolacha,
zanahoria, cebolla, maiz dulce, papa dulce y arveja, y en algunos frutos maduros como
la banana, pifia, durazno y melén, el contenido de sacarosa es superior (Vicente et al.,
2009). El contenido de azucares esta determinado por la sefial de azlcar, nutrientes,
reguladores del crecimiento vegetal y factores fisicos que actian sobre el transporte,
metabolismo y acumulacion y sobre la relacion entre ellos (zhi et al., 2004). La fibra
dietaria soluble incluye hidratos de carbono procedentes del metabolismo secundario
como ser pectinas, gomas y mucilagos, pentosanos y otros polisacaridos, mientras
que la fibra dietaria insoluble incluye celulosa, hemicelulosa y lignina. La variacion en
el contenido de la fibra dietaria junto a la variacion en la firmeza del fruto durante la
maduracion de frutos tropicales ha sido citada por El-Zoghbi (1994).

Los &cidos orgénicos y en especial en su relaciéon con los azucares pueden
afectar el sabor de frutas y verduras, siendo los acidos mas abundantes el citrico y el
malico (ambos alifaticos). Por ejemplo, el acido malico es el principal componente en
las manzanas y las peras. Sin embargo, en el caso de las uvas se producen grandes
cantidades de acido tartarico. El contenido de &cido en los frutos y las verduras
generalmente disminuye durante la maduracion. Por ejemplo, el contenido de acido
citrico en duraznos disminuye mas rapidamente que el contenido de &acido malico,
mientras que el contenido de &cido malico en manzanas y peras disminuye mas
rapidamente que el contenido de acido citrico (Vicente et al., 2009). Una correlacién
entre los factores ambientales, como la temperatura, y el contenido de acido malico se
ha observado en las uvas (Conde et al., 2007). Los acidos organicos aromaticos se
producen en varios frutos y verduras, pero en concentraciones muy bajas. El acido
benzoico se produce en los ardndanos, el acido quinico en bananas, y el acido
clorogénico en bananas y papas. La distribucion de los acidos dentro de un fruto
tampoco es uniforme (Vicente et al., 2009).

Los seres humanos obtienen hidratos de carbono y &cidos orgénicos, a partir
de los frutos y verduras junto con agua, grasas, proteinas, minerales, pigmentos,
vitaminas y antioxidantes, entre otros compuestos. Varios estudios indican que el
consumo de fibra en la dieta reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares,
diabetes, obesidad y cancer de colon, entre otros. Ademas, en las fibras de algunos
frutos, como por ejemplo en uvas, existen compuestos con una alta actividad biolégica

como los polifenoles y carotenoides, en particular antioxidante (Lajolo et al., 2001). Es
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por ello que los cultivos fruticolas y horticolas son algunos de los principales
componentes de una dieta saludable (Vicente et al., 2009). En ese sentido, el
consumo de plantas locales, silvestres o semisilvestres comestibles ha sido importante
para la mayoria de las culturas humanas, ya que a menudo contienen una mayor
cantidad de nutrientes y compuestos bioactivos que muchas especies cultivadas (Ruiz-
Rodriguez et al., 2011). En el género Berberis, se han determinado los contenidos de
hidratos de carbono y de acidos organicos en los frutos de B. vulgaris (Pozniakovskii
et al., 2003) y de B. microphylla crecidos en Chile (Ruiz et al., 2010). Sin embargo, no
hay informacion disponible sobre la evolucion del crecimiento de los frutos
conjuntamente con los hidratos de carbono y los &cidos orgéanicos durante la ontogenia
de los frutos de B. microphylla. Debido a que los cambios composicionales que
ocurren particularmente durante la maduracion de los frutos afectan tanto las
caracteristicas organolépticas como nutricionales de los mismos, su conocimiento
seguramente contribuird a la optimizacion de la calidad y aprovechamiento de las
cualidades funcionales de los frutos (Gonzalez-San José et al., 1990; Forney et al.,
2012). Por otro lado, la industria alimentaria esta exigiendo nuevos ingredientes para
el desarrollo de alimentos comerciales, y Berberis puede tener un gran potencial como
fuente de colores y sabores inusuales, asi como de compuestos bioactivos con
excelentes propiedades funcionales. Por ello, el estudio de la evolucion del tamafio y
peso del fruto, en correlacion con componentes tales como los sélidos solubles, la
acidez total titulable, los hidratos de carbono y los acidos organicos, pueden contribuir
en el establecimiento del valor funcional de los frutos de B. microphylla en una etapa

de madurez determinada.

Hipotesis
» El crecimiento y la composicidén cuali-cuantitativa de los hidratos de carbono y
de los &cidos organicos de los frutos de B. microphylla varian a lo largo de su

ontogenia y entre las estaciones de crecimiento.

Objetivos
» Evaluar el comportamiento cinético del crecimiento y la evolucion cuali-
cuantitativa de los hidratos de carbono y de los &cidos orgénicos de los frutos
de B. microphylla a lo largo de su ontogenia y durante las estaciones de
crecimiento 2004/05, 2005/06 y 2007/08.
» Correlacionar los cambios en el comportamiento cinético con la composicién

cuali-cuantitativa de los hidratos de carbono y de los acidos organicos de los
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frutos de B. microphylla a lo largo de su ontogenia y durante las estaciones de
crecimiento 2004/05, 2005/06 y 2007/08.
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MATERIALES Y METODOS
Datos geograficos y parametros climéticos
Las plantas adultas de B. microphylla seleccionadas para este estudio (n = 50,
con una altura media de 0,91 £ 0,15 m), crecen naturalmente en una poblacion en las
cercanias de la ciudad de Ushuaia, 54° 48" LS, 68° 19 LO (Tierra del Fuego,

Argentina), habiéndose identificado en la misma 6 sitios de muestro (Fig. I.1.1).
= n

Googleearth

Figura I.1.Arriba. Imagen satelital de la ciudad de Ushuaia y sus alrededores. Abajo.
Imagen satelital de la zona en donde crecen las plantas de B. microphylla, indicando

los sitios muestreados.

Los datos climaticos registrados fueron: temperatura del aire diaria maxima,

minima y media, humedad relativa del ambiente diaria media y precipitaciones
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acumuladas. Los datos fueron registrados por la Estacion Meteoroldgica ubicada en el
Centro Austral de Investigaciones Cientificas (CONICET, Argentina) y a 150-200 m de
la poblacion natural, desde octubre a marzo para las estaciones de crecimiento
2004/05, 2005/06 y 2007/08.

La temperatura del aire media fue algo superior (9,0 °C) durante la estacion de
crecimiento 2004/05 con respecto a 2005/06 y 2007/08 (8,3 y 8,6 °C, respectivamente)
(Tabla 1.1.1). La mayor diferencia en la temperatura del aire media (cerca de 3,0 °C)
se observo en Noviembre (Fig. .1.2A) entre las estaciones de crecimiento estudiadas.
La temperatura del aire maxima también fue mas elevada (13,5 °C) durante 2004/05
con respecto a las estaciones de crecimiento siguientes (12,8 y 12,9 °C
respectivamente), mientras que las temperaturas del aire minimas alcanzadas fueron
de 4,6, 44 y 4,6 °C durante 2004/05, 2005/06 y 2007/08, respectivamente (Tabla
[.1.1). La precipitacion acumulada fue méaxima (324,4 mm) en 2005/06, mientras que
se acumularon 295,6 mm en 2004/05 y 257,4 mm en 2007/08 (Fig. 1.1.2B). La méaxima
precipitacion ocurrid en diciembre para 2004/05, en enero para 2005/06 y en

noviembre para 2007/08.

Tabla 1.1.1. Datos climaticos. Temperatura del aire diaria (°C) maxima (TMA), minima
(TMI) y media (TME); humedad relativa del ambiente diaria media (%) (HRA) y
precipitaciones acumuladas (mm) (PA), desde octubre a marzo para las estaciones de
crecimiento 2004/05, 2005/06 y 2007/08.

TMA T™I TME HRA PA
Estacion de crecimiento
2004/05 13,5 4.6 9,0 74,9 295.6
2005/06 12,8 4.4 8,3 90,6 324,4

2007/08 13,0 4,6 86 - 257,4
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Figura 1.1.2. Datos climéticos del area experimental cercana a la ciudad de Ushuaia,
54° 48" LS, 68° 19 LO (Tierra del Fuego, Argentina). A, temperatura del aire diaria

media y B, precipitacion acumulada, registradas desde octubre hasta marzo para las

estaciones de crecimiento 2004/05 (*"), 2005/06 (=) y 2007/08 ().

Material vegetal y muestreos

Los frutos se cosecharon al azar y en forma manual (100-120 g de frutos sanos
por muestra), cada 14 dias desde noviembre (14 dias desde la fase fenoldgica de
plena floracién, DPF) hasta marzo (126 DPF), durante tres estaciones de crecimiento:
2004/05, 2005/06 y 2007/08. La fase de plena floracion se presentd a mediados de la
primavera y por una a dos semanas durante el periodo estudiado, mientras que la
finalizacion del periodo de fructificacion se dio el 17, 7 y 5 de marzo para las
estaciones de crecimiento 2004/05, 2005/06 y 2007/08, respectivamente. A los 126
DPF, solamente unos pocos frutos permanecian en los arbustos y los mismos estaban
sobremaduros.

Crecimiento de los frutos y las semillas
Los siguientes pardmetros fueron evaluados en los frutos enteros (n = 6 con 5

frutos cada muestra): peso fresco de los frutos, peso seco de los frutos (frutos secados
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en estufa a 50 °C y por 7 a 10 dias hasta peso constante), peso seco de los frutos
como porcentaje del peso fresco, diametro ecuatorial y polar de los frutos (usando un
calibre digital Mitutoyo Modelo 500-196, 150mm x 6” — 0.01 mm x 0.0005") y firmeza
de los frutos (usando un penetrometro digital Wagner Instruments Modelo FDI 2 (0,001
a 1kgf), con tips de 1 mm diametro). En las semillas obtenidas de frutos abiertos se
evaluaron el peso fresco de las semillas, el peso seco de las semillas, el peso seco
como porcentaje del peso fresco, el nimero de semillas y la relacion entre peso seco

de las semillas y peso seco de los frutos.

Solidos solubles, acidez total titulable y pH

Los solidos solubles fueron determinados en el jugo obtenido de 10 g de frutos
(n = 6) usando un refractémetro ATAGO N1-a con una escala de medicion de 0 a 32
°Brix con incrementos de 0,2 °Brix, sin compensacion de temperatura. El pH inicial fue
registrado mediante un peachimetro, mientras que la acidez total titulable fue
determinada con un equipo de titulacion manual y un peachimetro, usando una
solucion de OHNa 0,1 N, y fue expresada como acido malico, siendo éste el &cido
organico mas abundante en los frutos de B. microphylla, segun los resultados
encontrados en muestras obtenidas previamente a esta experiencia. Ademas se

calculo la relacion entre sélidos solubles y la acidez total titulable.

Extraccion y analisis de los hidratos de carbono

Los hidratos de carbono disponibles, tales como fructosa y glucosa se
analizaron por HPLC (Lee et al.,, 1992). Las muestras secas de fruta se
homogeneizaron inmediatamente antes de los andlisis. Una alicuota de muestra (1 g)
se pesd, en un vaso de precipitados de 200-ml Pyrex previamente tarado, y se extrajo
con 100 ml de agua hirviendo, pH 6-8 durante 30 minutos y después se mantuvo a 85
°C con agitacion continua en una placa caliente durante 15 minutos. El extracto
resultante se enfrié luego a temperatura ambiente, se ajusté el volumen a 100 ml, se
filtrd a través de un filtro de membrana de 0,20 micrones (Minisart Sartorius) antes de
la inyeccion al septum del equipo de HPLC. Este equipo cromatografico posee un
sistema de bomba Waters 6000A, un inyector Waters con una capacidad de muestra
de 50 pl, un detector de indice de refraccion (Waters R40) y un integrador (Modulo de
Datos Waters). Para la separacién se us6é una columna de intercambio aniénico
Aminex HPX-87C (Bio-Rad), y agua desionizada a 85 °C como fase movil, con una
velocidad de flujo de 0,6 ml/min. Los azlcares de referencia fueron glucosa, fructosa y
sacarosa (Sigma, kit de hidratos de carbono N° CAR-11) e inulina (Sigma, N° 1-375).

Todas las inyecciones se realizaron por duplicado.
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Para la fibra dietaria total se utilizd el método 985.29 de la Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2000). Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado. La fibra dietética total se determind por el método enzimatico-
gravimétrico, de acuerdo con el método 991.43 de la AOAC. Las muestras fueron
incubadas con a-amilasa a 100 °C durante 35 minutos con agitacion continua y calor
estable para obtener gelatinizacion, hidrolisis y despolimerizacion del almidén; a
continuacién, se incubaron con la proteasa a 60 °C durante 35 min con agitacion
continua (para solubilizar y despolimerizar proteinas) y con amiloglucosidasa a 60 °C
durante 35 minutos con agitacion continua (para hidrolizar fragmentos de almidén a
glucosa). Las muestras se extrajeron del bafio de agua y se trataron con cuatro
volumenes de etanol para precipitar la fibra soluble y eliminar la proteina
despolimerizada y la glucosa (a partir de almidon) El residuo se filtr6 y se lavo
secuencialmente con 78% de etanol, 95% de etanol y acetona; luego se secd y se
peso. Un duplicado se utilizé para analizar la proteina y el otro se incub6 a 525 °C para
determinar la ceniza. La fibra dietaria total se calcul6 como el peso del residuo filtrado
y seco menos la suma de los pesos secos de las proteinas y cenizas. La fibra dietaria
soluble se calculé por diferencia: fibra dietaria soluble = fibra dietaria total — fibra
dietaria insoluble. Estas variables se determinaron en 6 muestras de 10 g de peso
fresco de frutos cada una. Los resultados se expresaron como valor medio en g/100 g

peso fresco de frutos, mg/g peso seco de frutos y mg por fruto.

Extraccion y andlisis de acidos organicos

Se prepard un lecho filtrante con una suspension de 40 g de Celite” (filtrante de
tierras de diatomeas, Corporation Lompoc, USA) en 100 ml de agua destilada,
armando el lecho en un embudo Biichner provisto con papel de filtro de filtrado rapido
(tipo Whatman N° 1). Se molieron aproximadamente 20 g de fruta entera y se pesaron
12,5 g de la fruta molida a la tercera cifra decimal. Se transfirieron cuantitativamente a
un vaso de precipitado de 500 ml al que se agregd 100 ml de agua destilada. Se
homogenizd durante 1 minuto en un homogenizador de alta velocidad (tipo Blender).
El extracto obtenido se filtré bajo vacio a través del lecho de Celite”, transfiriendo todo
el material que pudiera quedar en el homogenizador utilizando dos fracciones de 50 ml
de agua destilada. El filtrado se recogié en un matraz de 250 ml, llevando a volumen
con agua destilada. El extracto asi obtenido se almacené a -20 °C hasta su analisis.
Una alicuota de 10 ml del extracto se eluy6 a través de un cartucho descartable de
preparacion de muestras Sep-Pak C.s (Waters Associates, Inc.), para eliminar los
interferentes por cromatografia reversa. El cartucho se activé previamente con 5 ml de

metanol seguidos de 5 ml de agua destilada y se sec6 pasando 10 ml de aire antes de
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pasar la muestra. La misma se paso por el cartucho descartando los primeros 4-5 mly
recogiendo el volumen restante, el cual se filtr6 para su andlisis por HPLC, a través de
un filtro Millipore de 0, 45 um (Millipore Co. Bedford). Las soluciones estandares se
preparon individualmente a diferentes concentraciones entre 0,06 y 3 mg/ml con agua
MilliQ. Los estandares de D, L acido oxalico, L-Tartérico, D, L-malico, citrico y fumarico
fueron provistos por Aldrich Co. (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim). El analisis por
HPLC se realizé con una adaptacion del método oficial 986.13 de la AOAC (AOAC,
2000) en un sistema equipado con una bomba Waters™ 600, una valvula de alta
presion de inyeccion manual, y un detector de arreglo de diodos Waters™ 996
(Millipore Co., Milford), monitoreado a 225 nm. La integracion se realiz6 con un
sistema de adquisicién de datos Millenium 2010 Chromatography software (Millipore
Co., Milford). Los acidos organicos se eluyeron isocraticamente (25 °C) a través de
una columna Synergi Hydro-RP 80A (250 mm x 4.6mm x 4 um) (Phenomenex, USA),
precedida por un guarda columna alphaBond™ C18 (Alltech Associates, Inc.). La fase
movil (0,02 M PO,HK:; llevada a pH=2.9 con POsH; 85% (m/m)) se filtr6 a través de
una membrana millipore de 0,45 um (Millipore Co., Bedford) y fue desgasificada en
bafio ultrasénico. La velocidad de flujo de la fase movil se fij6 en 0,7 ml/min, y el
volumen de inyeccion de cada muestra fue de 10 pl. Todas las inyecciones se
realizaron por duplicado. Estas variables se determinaron en 6 muestras de 20 g de
peso fresco de frutos cada una. Los resultados fueron expresados como valor medio
en mg/g peso fresco de frutos, mg/g de peso seco de frutos y mg por fruto.
Analisis estadistico
Los datos fueron analizados por ANOVA de doble entrada, y las medias fueron
luego separadas usando el Test de Rangos Mdltiples de Tukey a p < 0,05. Los
coeficientes de correlacion lineal fueron determinados entre algunos pares de

variables.
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RESULTADOS

Crecimiento de los frutos

Para las variables de crecimiento de frutos y semillas, dado que no se han
encontrado diferencias estadisticas entre las 6 repeticiones o sitios, los datos se han
analizado como prevenientes de una Unica muestra. Cuando los dias desde la plena
floraciébn fueron considerados como efecto principal, se encontraron diferencias
significativas en el peso fresco de los frutos, peso seco de los frutos, peso seco de los
frutos como porcentaje, didmetro ecuatorial y polar de los frutos (Tabla 1.1.2). El peso
fresco de los frutos aumentd con una tasa media de crecimiento relativa de 11,0% por
dia (g peso fresco de los frutos/100 g de peso fresco de los frutos/dia) a partir de los
14 DPF, para alcanzar la méxima biomasa de 372,0 mg a los 98 DPF, y a partir de
este valor se produjo una disminucién promedio de 1,1 % por dia en la biomasa fresca
hasta el final de la estacion de crecimiento. El peso seco de los frutos y peso seco de
los frutos como porcentaje también se incrementaron desde los 14 DPF, para el peso
seco de los frutos se observo una tasa media de 15,3% por dia hasta los 112 DPF
cuando se alcanzé un promedio de biomasa de 120,2 mg por fruto, y en el caso de
peso seco de los frutos como porcentaje, a los 126 DPF alcanzé un valor maximo de
45,0%. El didmetro ecuatorial y polar también se increment6 desde los 14 DPF hasta
los valores maximos de 9,2 mm y 8,9 mm, respectivamente, a los 98 y 112 DPF, y
luego disminuyeron hacia el final de la temporada de crecimiento. Como era
esperable, la firmeza cambié significativamente durante el periodo de fructificacion (p
< 0,001), mostrando su maximo a principios de este periodo (0,30 Kkgf), y
disminuyendo hacia el final, con valores medios de 0,15 y 0,19 kgf para 112 y 126
DPF, respectivamente.

Cuando la estacion de crecimiento fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en el peso fresco de los frutos, peso seco de los
frutos, peso seco de los frutos como porcentaje, didmetro ecuatorial y polar de los
frutos (Tabla 1.1.2). El peso fresco de los frutos (270,4 mg), el peso seco de los frutos
(84,5 mg) y el peso seco de los frutos como porcentaje (31,7%) fueron maximos en
2004/05 en comparacion con las otras estaciones de crecimiento, al igual que el

diametro ecuatorial (8,2 mm) y polar (8,3 mm).
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Tabla 1.1.2. Crecimiento de los frutos de B. microphylla. Valores medios de ANOVA
considerando los dias desde la plena floracién (DPF) y la estacion de crecimiento
como efectos principales, y el peso fresco de los frutos (mg) (PFF), peso seco de los
frutos (mg) (PSF), peso seco de los frutos como porcentaje del peso fresco (%) (PSF
%), didametro ecuatorial de los frutos (mm) (DEF) y diametro polar de los frutos (mm)

(DPF) como variables dependientes.

Efectos principales PFF PSF PSF% DEF DPF
A =DPF
14 36,24e 7,49e  21,71de 3,86f 6,10f
28 86,46e 14,55e 19,09 4,97e 6,72e
42 161,54d  29,95d 18,86e 6,49d 7,48d
56 225,67c  43,91d 18,85e 7,67c 8,17c
70 328,72ab 74,56c 21,94de 8,8lab  8,65ab
84 370,33a 94,37b  25,09d 9,19a 8,70ab
98 371,98a 112,13a 31,72c 9,24a 8,88a
112 345,41a 120,19a 37,28b 9,23a 8,91a
126 282,74b 116,33a 45,05a  8,24bc 8,41bc
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = Estacién de crecimiento
2004/05 270,43a 84,46a 31,66a 8,24a 8,29a
2005/06 259,26a 64,91b  22,62c 7,49b 7,95b
2007/08 206,68b  55,13c  25,58b 6,84c 7,76b
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones miltiples de Tukey a p <
0,05.

Se encontraron interacciones significativas en todos los pardmetros descritos

en la Tabla 1.1.2, debido principalmente a incrementos diferenciales en los valores de
las variables entre los principales factores y a diferencias entre las combinaciones
(Fig. 1.1.3A-C), por ejemplo, los pesos fresco y seco de los frutos tuvieron mayores
incrementos entre los dias 14 y 42 DPF en 2004/05 con respecto a las siguientes
estaciones de crecimiento, mientras que el peso seco de los frutos como porcentaje

tuvo un aumento diferencial al final de la estacion de crecimiento 2004/05.
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Figura 1.1.3. Crecimiento de los frutos de B. microphylla. A, peso fresco de los frutos,
B, peso seco de los frutos y C, peso seco de los frutos como porcentaje del peso

fresco, desde los 14 hasta los 126 DPF para las estaciones de crecimiento 2004/05 (

""'), 2005/06 (1) y 2007/08 (™). Las barras representan + 1 error estandar de la

media.

Crecimiento de las semillas

Cuando los dias desde la plena floracién fueron considerados como efecto
principal, se encontraron diferencias significativas en el peso fresco de las semillas, el
peso seco de las semillas, el peso seco como porcentaje del peso fresco, el nUmero

de semillas y la relacion entre peso seco de las semillas y peso seco de los frutos
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(Tabla 1.1.3). Pudo observarse que el peso fresco y seco de las semillas aument6
hasta un maximo de 107,6 y 54,7 mg, respectivamente, valores que fueron obtenidos a
los 98 y 112 DPF; luego el peso fresco y seco de las semillas disminuyé a 60,5y 36,3
mg, respectivamente a los 126 DPF, debido a que no todas las semillas inicialmente
formadas crecieron durante el periodo de fructificacion. El peso seco como porcentaje
del peso fresco aument6 durante la estacion de crecimiento siendo maximo (59,7%) a
los 126 DPF. El numero de semillas por fruto fue maximo (10,4) a los 42 DPF, para
luego disminuir a 6 a los 126 DPF. La relacidn entre peso seco de las semillas y peso
seco de los frutos fue maxima (0,48) a los 84 DPF para posteriormente disminuir a
0,36 hacia el fin de la estacion de crecimiento.

Cuando la estacién de crecimiento fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en el peso fresco y seco de las semillas, el peso
seco como porcentaje del peso fresco, el nimero de semillas y la relacion entre peso
seco de las semillas y peso seco de los frutos (Tabla 1.1.3). El peso fresco, el peso
seco y el peso seco como porcentaje del peso fresco de las semillas fueron mayores
en 2004/05 con respecto a las estaciones de crecimiento siguientes, alcanzando
valores de 86,8 y 41,6 mg para el peso fresco y seco de las semillas, respectivamente,
y un peso seco como porcentaje del peso fresco del 46,3 para el mismo periodo. Sin
embargo, el nimero de semillas fue maximo (8,9) en 2007/08, mientras que la relacién
entre peso seco de las semillas y peso seco de los frutos (0,47) lo fue en 2004/05.

Se encontraron interacciones significativas en todos los parametros descritos
en la Tabla I.1.3, debido principalmente a incrementos diferenciales en los valores de
las variables entre los principales factores y a diferencias entre las combinaciones
(Fig. 1.1.4A-B), por ejemplo, el peso fresco y seco de las semillas tuvo
comportamientos diferentes entre estaciones de crecimiento, particularmente entre
2005/06 y las otras dos estaciones. Ambas variables presentaron mayores
incrementos cerca de los 98 DPF en 2005/06 con relacion a las otras dos. En la Fig.
I.1.5 puede observarse la evolucion del crecimiento de los frutos de B. microphylla a lo

largo de la estacion de crecimiento.
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Tabla 1.1.3. Crecimiento de los frutos de B. microphylla. Valores medios del ANOVA
considerando los dias desde la plena floracién (DPF) y la estacion de crecimiento
como efectos principales, y el peso fresco de las semillas (mg) (PFS), peso seco de
las semillas (mg) (PSS), peso seco de las semillas como porcentaje del peso fresco
(%) (PSS%), numero de semillas (NS) y la relacion entre peso seco de las

semillas/peso seco de los frutos (PSS/PSF) como variables dependientes.

Efectos PFS PSS PSS% NS PSS/PSF
Principales
A = DPF
17,93f 4,50d 26,36de 9,01bc 0,22d
42 42,38e 11,84d 24,53e 10,37a 0,28d
56 74,83cd 23,63c 30,09d 9,34ab 0,43ab
70 83,77bc 33,16b 38,05¢c 8,57bc 0,44ab
84 101,9ab 46,96a 45,63b 7,92cd 0,48a
98 105,65a 50,36a 48,63b 7,23d 0,43ab
112 100,4ab 54,66a 56,32a 7,17ef 0,41bc
126 60,54de 36,33b 59,70a 5,97f 0,36¢
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = Estacion de
crecimiento
2004/05 86,77a 41,56a 46,27a 7,62b 0,43a
2005/06 70,69b 31,16b 40,19b 8,05b 0,37b
2007/08 62,79b 25,31c 37,02b 8,90a 0,35b
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones <0,001 <0,001 <0,001 0,031 <0,001
A XxB (p)

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones mdltiples de Tukey a p <
0,05.
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Figura 1.1.4. Crecimiento de las semillas de los frutos de B. microphylla. A, peso

fresco de las semillas, y B, peso seco de las semillas, desde los 28 hasta los 126 DPF

para las estaciones de crecimiento 2004/05 (* ), 2005/06 (IF) y 2007/08 (®). Las

barras representan £ 1 error estdndar de la media.
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Fig. 1.1.5. Evolucion del crecimiento de los frutos de B. microphylla a lo largo de su

ontogenia. Desde la izquierda a la derecha: fruto pequefio verde en la primera fase de
crecimiento rapido, fruto mediano verde en la primera fase de crecimiento rapido, fruto
grande verde al fin de la primera fase de crecimiento rapido y fase de crecimiento
lento, fruto con 25-50% de la superficie con color purpura comenzando la segunda

fase de crecmiento rapido, fruto maduro, fruto sobremaduro.
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Solidos solubles, acidez total titulable y pH

Cuando los dias desde la plena floracién fueron considerados como efecto
principal, se encontraron diferencias significativas en los sélidos solubles, la acidez
total titulable, la relacién entre los sélidos solubles y la acidez total titulable y el pH
(Tabla 1.1.4). El valor de los sdlidos solubles aument6 durante la estacion de
crecimiento hasta un maximo de 28,2 ° Brix a los 126 DPF. La acidez total titulable fue
méxima (4,6%) a los 70 DPF, para disminuir hacia el final de la maduracién. La
relacion entre los sélidos solubles y la acidez total titulable aument6 a lo largo del
periodo de fructificacion, siendo méaxima (13,7) a los 126 DPF. El pH también aument6
durante la estacion de crecimiento hasta un maximo de 3,0 a los 126 DPF.

Cuando la estacién de crecimiento fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en los valores de los sélidos solubles, la acidez
total titulable, la relacién entre los solidos solubles y la acidez total titulable y el pH
(Tabla 1.1.4). El valor de los sélidos solubles fue maximo (22,2 °Brix) en 2004/05,
mientras que la acidez total titulable (3,7%) lo fue en 2007/08. La relacion entre los
soélidos solubles y la acidez total titulable fue maxima (8,7) en 2004/05, al igual que el
pH (3,0).

Se encontraron interacciones significativas en todos los parametros descritos
en la Tabla I.1.4, debido principalmente a incrementos diferenciales en los valores de
las variables entre los principales factores y a diferencias entre las combinaciones
(Fig. 1.1.6A), por ejemplo, los sélidos solubles mostraron los mayores incrementos
entre los 84 y 98 DPF en 2004/05, mientras que la acidez total titulable tuvo un

incremento diferencial en 2007/08 con respecto a las otras estaciones de crecimiento.
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Tabla 1.1.4. Composicién de los frutos de B. microphylla. Valores medios del ANOVA
considerando los dias desde la plena floracién (DPF) y la estacion de crecimiento
como efectos principales, y los sélidos solubles (° Brix) (SS), acidez total titulable (%)
(ATT), relacion sélidos solubles/acidez total titulable (SS/ATT) y pH inicial (pH) como
variables dependientes.

Efectos principales SS ATT SS/ATT pH
A = DPF
56 10,16j 4,43ab 2,42i 2,91b
70 11,74 4,63a 2,78hi 2,83c
77 12,67h 4,18b 3,18h 2,80c
84 14,95g 3,69c 4,139 2,76¢C
91 17,18f 3,34c 5,30f 2,79c
98 19,04e 2,71d 6,94e 2,92b
105 21,24d 2,67d 8,06d 2,90b
112 24,20c 2,52d 9,33c 2,93b
119 25,49b 2,05e 12,81b 2,97b
126 28,19a 2,05e 13,65a 3,05a
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = Estacién de crecimiento

2004/05 22,22a 2,78c 8,73a 3,04a
2005/06 16,52b 3,16b 6,17b 2,89b
2007/08 16,72b 3,73a 5,67c 2,73c
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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Figura 1.1.6. Evolucion del contenido de solidos solubles en A 'y de la relacion entre los
solidos solubles y la acidez total titulable (SS/ATT) en B de los frutos de B.

microphylla, desde los 56 hasta los 126 DPF para las estaciones de crecimiento

2004/05 (*), 2005/06 (<) y 2007/08 (). Las barras representan + 1 error estandar

de la media.

Contenido de hidratos de carbono

Cuando los dias desde la plena floracién fueron considerados como efecto
principal, se encontraron diferencias significativas en glucosa, fructosa, glucosa mas
fructosa, fibra dietaria insoluble, fibra dietaria soluble y fibra dietaria total expresados
en g/100 g peso fresco de los frutos (Tabla 1.1.5), mg/g peso seco de los frutos (Tabla
1.1.6) y mg por fruto (Tabla 1.1.7). Los contenidos de glucosa, fructosa, glucosa mas
fructosa fueron méximos a los 126 DPF para los tres términos de expresion
presentados. La glucosa alcanz6 valores de 8,4 g/100 g peso fresco de los frutos,
203,8 mg/g peso seco de los frutos y 25,3 mg/fruto a los 126 DPF, mientras que la
fructosa llegd a 6,2 g/100 g peso fresco de los frutos, 145,2 mg/g peso seco de los
frutos y 17,5 mg/fruto a los 126 DPF, dando la suma de glucosa mas fructosa 14,6
g/100 g peso fresco de los frutos, 349,0 mg/g peso seco de los frutos y 42,9 mg/fruto a
los 126 DPF.
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Los valores de fibra (insoluble, soluble y total) mostraron variaciones en sus
contenidos de acuerdo a los términos de expresion. Asi, la fibra dietaria insoluble
aumento hasta un maximo de 13,7 g/100 g peso fresco de los frutos a los 126 DPF,
mientras que alcanz6 valores maximos a los 56 DPF cuando se expreso en base a
peso seco (505,7 mg/g peso seco de los frutos), y el maximo se presento a los 84 DPF
cuando se expreso en base al fruto (40,2 mg/fruto). La fibra dietaria soluble presento
sus valores maximos de 2,7-2,8 g/100 g peso fresco de los frutos entre los 70 y 84
DPF para luego disminuir, mientras que los picos méaximos se presentaron entre lo 56
y 70 DPF al ser expresados en base a peso seco (120,2 mg/g peso seco de los frutos),
mostrando una tendencia variable al ser expresado en base al fruto. La fibra dietaria
total mostré un comportamiento similar a la fibra dietaria insoluble.

Cuando la estacién de crecimiento fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en los contenidos de glucosa, fructosa, glucosa
mas fructosa, fibra dietaria insoluble, fibra dietaria soluble y fibra dietaria total
expresados en g/100 g peso fresco de los frutos (Tabla 1.1.5), mg/g peso seco de los
frutos (Tabla 1.1.6) y mg por fruto (Tabla 1.1.7). La glucosa y la fructosa fueron
maximas en 2004/05 para los tres términos de expresion presentados. La glucosa
alcanz6 valores de 6,0 g/100 g peso fresco de los frutos, 157,6 mg/g peso seco de los
frutos y 17,9 mg/fruto en 2004/05, mientras que la fructosa llegé a 4,3 g/100 g peso
fresco de los frutos, 111,3 mg/g peso seco de los frutos y 12,8 mg/fruto en 2004/05,
dando la suma de glucosa mas fructosa 10,3 g/100 g peso fresco de los frutos, 269,0
mg/g peso seco de los frutos y 30,8 mg/fruto en 2004/05. La fibra dietaria insoluble fue
maxima en 2004/05 cuando se expres6 en base a peso fresco y fruto (11,5 g/100 g
peso fresco de los frutos y 36,1 mg/fruto, respectivamente), mientras que su maximo
fue en 2005/06 cuando se la expresd en peso seco (447,8 mg/g peso seco de los
frutos). Similares tendencias a la fibra dietaria insoluble presentaron la fibra dietaria
soluble y la total.

Se encontraron interacciones significativas entre las variables que figuran en
las Tablas 1.1.5, 1.1.6 y 1.1.7 y Fig. 1.1.7 y 1.1.8; por ejemplo, el contenido de glucosa y
fructosa, asi como la suma de ambos contenidos presentaron los mayores
incrementos a principios del periodo de fructificacion durante la temporada de
crecimiento 2004/05, mientras que los mayores incrementos en estos parametros se
observaron mas tarde para las estaciones de crecimiento posteriores (Fig. 1.1.7). El
patron de acumulacién de glucosa mas fructosa durante el periodo de fructificacion
vari6 con la temporada de crecimiento, es decir, en la primer temporada de
crecimiento, solo el 35,9% del total de glucosa mas fructosa, expresada en mg/g peso

seco de frutos se acumuld durante la Ultima fase de crecimiento rdpido, mientras que
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las frutas acumularon el 100,0% y el 59,7 del total de glucosa mas fructosa, expresada
en mg/g peso seco de frutos durante la Ultima fase de crecimiento rapido, en las
siguientes temporadas de crecimiento. Sin embargo, cuando el contenido de estos
carbohidratos se expresa en mg/fruto, el 71,1; 100,0 y 69,9% del total de glucosa méas
fructosa, se acumulé durante la Ultima fase de crecimiento rapido en las estaciones de
crecimiento 2004/05, 2005/06 y 2007/08, respectivamente. Similar comportamiento se
observo al expresar los contenidos de glucosa mas fructosa en g/100 g peso fresco de
frutos.

Las fibras dietéticas solubles e insolubles exhibieron comportamientos
diferentes entre las estaciones de crecimiento estudiadas (Fig. 1.1.8). Los contenidos
en fibra dietaria insoluble y total aumentaron a lo largo del periodo de fructificacion al
expresarse en términos de peso fresco de frutos, mientras que la fibra dietaria soluble
tuvo oscilaciones a lo largo de este periodo. Sin embargo, la fibra dietaria insoluble
disminuy6 durante el proceso de fructificacion en términos de mg/g peso seco de
frutos mientras que cuando fue expresado en mg/fruto, tuvo un comportamiento
diferente dependiendo de la estacion de crecimiento, como ocurrié con la fibra dietaria
soluble. Sin embargo, cuando se considera la fibra dietaria total, expresada en mg/g
peso seco de frutos, aparece una tendencia clara, aumentando hasta un valor maximo
durante el primer periodo de aumento rapido, para disminuir a continuacion hacia el
final de la maduracion del fruto. Las conductas descritas muestran algunas diferencias

cuando se expresa en mg/fruto.
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Tabla 1.1.5. Evolucion en el contenido de hidratos de carbono en los frutos de B.
microphylla en g/100 g peso fresco de los frutos. Valores medios de ANOVA
considerando los dias desde plena floracion (DPF) y la estacion de crecimiento como
factores principales, y glucosa (G), fructosa (F), glucosa+fructosa (G+F), fibra dietaria
insoluble (FDI), fibra dietaria soluble (FDS) y fibra dietaria total (FDT) como variables

dependientes.

Efectos Principales G F G+F FDI FDS FDT

A = DPF
42 0,64f 0,47f 1,11f 9,05¢c 2,09bc 11,14e
56 1,17ef 0,86e 2,03e 9,48c 2,28ab 11,76de
70 1,60e 1,20e 2,8le 10,62b 2,72a  13,34bc
84 2,58d 2,05d 4,63d 10,89b 1,72bc 12,62cd
98 5,33c 4,46¢ 9,79c 10,68b 2,85a 13,54bc
112 6,76b 5,00b 11,76b  11,43b 2,71a 14,15ab
126 8,37a 6,24a 14,62a 13,69a 1,48c 15,18a
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

B = Estacion de
crecimiento

2004/05 5,97a 4,32¢ 10,30a 11,54a 3,22a 14,77a

2005/06 3,55b 2,34b 5,89b 10,24b 1,93b 12,17b

2007/08 1,81c 2,03a 3,85¢c 10,72b 1,64b 12,37b

p <0,001 <0,001 0,421 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones mdltiples de Tukey a p <
0,05.
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Tabla 1.1.6. Evolucion en el contenido de hidratos de carbono en los frutos de B.
microphylla en mg/g peso seco de los frutos. Valores medios del ANOVA considerando
los dias desde la plena floraciéon (DPF) y la estacion de crecimiento como efectos
principales, y glucosa (G), fructosa (F), glucosa + fructosa (G+F), fibra dietaria
insoluble (FDI), fibra dietaria soluble (FDS) y fibra dietaria total (FDT) como variables

dependientes.

Efectos Principales G F G+F FDI FDS FDT

A = DPF
42 34,01f 24,95e 58,97e 479,74a 111,82a 591,56a
56 56,15e 42,00d 98,16d 505,74a 120,19a 625,94a
70 66,85e 51,65d 118,51d 486,30a 120,23a 606,53a
84 98,42d 79,15¢ 177,57c 436,49b 67,69b 504,18b
98 162,20c 139,3ab 301,49b 351,88c 82,94b 434,82b
112 176,07b 133,72b 310,51b 314,98c 86,05b 401,0bc
126 203,78a 145,18a 348,97a 325,58c 30,98c 356,57c

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = estacién de
crecimiento

2004/05 157,65a 111,33a 268,98a 362,74b 111,21a 473,95c

2005/06 120,39b 81,11b 201,50b 447,78a 84,56b 532,34a

2007/08 64,04c 71,54c 135,59c 432,65a 69,90c 502,55b

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones mdltiples de Tukey a p <
0,05.
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Tabla 1.1.7. Evolucion en el contenido de hidratos de carbono en los frutos de B.
microphylla en mg/fruto fresco. Valores medios del ANOVA considerando los dias
desde la plena floracién (DPF) y la estacion de crecimiento como efectos principales, y
glucosa (G), fructosa (F), glucosa + fructosa (G+F), fibra dietaria insoluble (FDI), fibra

dietaria soluble (FDS) y fibra dietaria total (FDT) como variables dependientes.

Efectos principales G F G+F FDI FDS FDT

A = DPF
42 1,399 1,01e 2,40f 13,95d 4,09c 18,04d
56 3,24f 2,27e 5,52e 21,72c¢  5,41bc 27,13c
70 6,48e 4,65d 11,23d 35,51b 9,82a 45,34ab
84 10,50d 8,17¢c 18,68c  40,25a 6,53b 46,78a
98 19,70c 16,4ab 36,09b 39,77a 9,97a 49,75a
112 21,56b 16,21b 37,77b 37,6ab 10,28a 47,86a
126 25,35a 17,55a 42,90a 38,29a 3,96¢ 42,25b
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

B = estacién de
crecimiento

2004/05 1794a 12,8la 30,76a 36,12a 10,70a 46,82a

2005/06 14,69b 9,76b 24,45b  33,30b 6,29b 39,59b

2007/08 5,17c 5,81c 10,97c¢  27,80c 4,47¢c 32,37¢c

p <0,001 <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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Figura 1.1.7. Evolucién del contenido de hidratos de carbono de los frutos de B.
microphylla. A, B y C, contenido de glucosa expresado en g/100 g peso fresco de
frutos, mg/g de peso seco de frutos y mg por fruto, respectivamente, y D, E y F,
contenido de fructosa expresado en g/100 g peso fresco de frutos, mg/g de peso seco

de frutos y mg por fruto, respectivamente, desde los 42 hasta los 126 DPF para las

estaciones de crecimiento 2004/05 (%), 2005/06 (<) y 2007/08 (). Las barras

representan * 1 error estdndar de la media.
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Figura 1.1.8. Evolucién del contenido de hidratos de carbono de los frutos de B.
microphylla. A, B y C, contenido de fibra dietaria insoluble expresado en g/100 g peso
fresco de frutos, mg/g de peso seco de frutos y mg por fruto, respectivamente; D, E y
F, contenido de fibra dietaria soluble expresado en g/100 g peso fresco de frutos, mg/g

de peso seco de frutos y mg por fruto, respectivamente, desde los 42 hasta los 126

DPF para las estaciones de crecimiento 2004/05 ("*), 2005/06 (=) y 2007/08 (*%).

Las barras representan + 1 error estdndar de la media.
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Contenido de acidos organicos

Cuando los dias desde la plena floracién fueron considerados como efecto
principal, se encontraron diferencias significativas en los contenidos de los acidos
citrico, fumarico, médlico, oxalico, tartarico y organicos totales expresados en mg/g
peso fresco de los frutos (Tabla 1.1.8), mg/g peso seco de los frutos (Tabla 1.1.9) y mg
por fruto (Tabla 1.1.10). Los contenidos de &cido citrico, fumérico y malico aumentaron
durante el periodo de fructificacion siendo maximo entre los 56 y 84 DPF para los tres
términos de expresion estudiados (mg/g peso fresco de los frutos, peso seco de los
frutos y mg por fruto), para luego disminuir hacia el final del periodo de fructificacion.
Asi los contenidos méximos alcanzados para acido citrico, fumarico y malico fueron de
2,1, 0,05 y 14,0 mg/g peso fresco de los frutos. Los contenidos de acido oxalico y
tartérico variaron a lo largo del periodo de fructificacion de acuerdo a los términos de
expresion referidos (mg/g peso fresco de los frutos, peso seco de los frutos y mg por
fruto). Asi, el acido oxdlico presentd una tendencia variable a lo largo del periodo de
fructificacion cuando se expresé en términos de mg/g peso fresco de los frutos,
mientras que el acido tartarico presentd los maximos valores entre los 42 y 70 DPF
(1,2 mg/g peso fresco de los frutos). Los &cidos oxalico y tartarico presentaron sus
maximos valores a los 42 DPF cuando se expresaron en términos de peso seco (11,9
y 6,5 mg/g peso seco de los frutos, respectivamente), mientras que dichos maximos se

Cuando la estaciéon de crecimiento fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en los contenidos de acido citrico, fumarico y
oxalico expresados en mg/g peso fresco de los frutos, mg/g peso seco de los frutos y
mg por fruto. (Tablas 1.1.8, 1.1.9 y 1.1.10). Los contenidos de acido citrico y oxalico
fueron mayores en 2004/05 con respecto a las siguientes estaciones de crecimiento,
por €j. (2,9 y 2,8 mg/g peso fresco de los frutos), mientras que el contenido de &cido
fumarico fue mayor en 2007/08 (0,05 mg/g peso fresco de los frutos). Los contenidos
de los acidos orgéanicos totales fueron maximos en 2004/05, aunque solo presentaron
diferencias significativas cuando fueron expresados en mg/g peso fresco de los frutos
y mg/fruto.

Se encontraron interacciones significativas entre las variables que se muestran
en las Tablas 1.1.8 a 1.1.10 y en la Fig. .1.9, por ejemplo, el contenido de acido citrico
mostré una disminucion abrupta después de alcanzar su punto méaximo entre 70 y 84
DPF en 2004/05, mientras que esta disminucion fue mas suave para las siguientes
temporadas de crecimiento. El contenido de acido malico mostré un aumento brusco
entre los 56 y 70 DPF en 2005/06 y 2006/07 cuando se expreso en términos de peso
fresco de los frutos y peso seco de los frutos, mientras que este incremento fue mas
suave en 2004/05.
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El patrén en los contenidos de &cidos organicos durante el periodo de
fructificacion varié de acuerdo a la temporada de crecimiento y los términos de su
expresion, es decir, el acido citrico expresado en mg/g peso seco de frutos mostro
picos a los 70 dias desde la fase de plena floracion en las temporadas 2004/05 y
2005/06, para luego disminuir hacia el final del periodo de fructificacion, mientras que
en la temporada 2007/08 el contenido de el 4cido citrico se mantuvo constante hasta
el final de este periodo (Figura 1.1.9B). Al expresar el 4cido citrico en mg/fruto los
picos aparecieron mas tarde, i. e a los 84, 98 y 112 dias desde la fase de plena
floracion en las temporadas de cultivo 2004/05, 2005/06 y 2007/08, respectivamente
(Figura 1.1.9C).
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Tabla 1.1.8. Evolucion en el contenido de &cidos organicos en los frutos de B.
microphylla en mg/g peso fresco de los frutos. Valores medios del ANOVA
considerando los dias desde la plena floraciébn (DPF) y la estacion de crecimiento
como efectos principales, y acido citrico (AC), fumérico (AF), mélico (AM), oxalico

(AO), tartarico (AT) y acidos orgéanicos totales (AOT) como variables dependientes.

Efectos principales AC AF AM AO AT AOT
A = DPF
42 0,68¢c 0,035ab 5,51c 2,24a 1,21a 9,68¢c
56 0,94bc  0,050a 7,97bc 1,92a 1,11ab 12,00bc
70 2,02a 0,041a 13,98a 2,17a 1,25a 19,49a
84 2,12a 0,019bc 12,04ab 1,56a 0,87ab 16,63ab
98 1,89a 0,009c  8,84bc 1,51a 0,67b 12,93bc
112 1,58ab  0,006c 5,97c 1,51a 0,69b 9,76¢C
126 1,69a 0,006¢ 6,84c 2,27a 0,97ab 11,80bc
p <0,001 <0,001 <0,001 0,019 0,002 <0,001
B = Estacion de
crecimiento
2004/05 2,89a 0,005b 9,02 2,82a 1,14a 15,89a
2005/06 0,95b 0,031a 8,07 1,15b 0,71b 10,92b
2007/08 0,85b 0,035a 9,11 1,68c 1,05a 12,75b

p <0,001 <0,001 0,421 <0,001  <0,001 0,001
Interacciones A x B (p) 0,029 <0,001 0,243 0,039 0,029 0,247
p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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Tabla 1.1.9. Evolucion en el contenido de &cidos organicos en los frutos de B.
microphylla en mg/g peso seco de los frutos. Valores medios del ANOVA considerando
los dias desde la plena floracion (DPF) y la estacion de crecimiento como efectos
principales, y &cido citrico (AC), fumarico (AF), malico (AM), oxalico (AO), tartarico

(AT) y &cidos organicos totales (AOT) como variables dependientes (n = 6).

Efectos principales AC AF AM AO AT AOT
A = DPF
42 3,71c 0,186b 29,55bc 11,93a 6,48a 51,87bc
56 468c 0,285a 41,58b 9,95ab 5,89a 62,40ab
70 8,72a 0,202b 64,17a 9,88ab 5,82a 89,81a
84 8,17ab 0,080c 48,27ab 6,11bc 3,49b 66,13ab
98 5,61bc 0,030c 28,93bc 4,62c 2,13b  41,34bc
112 4,00c 0,021c 17,20c 3,77c 1,87b 26,88c
126 3,61c 0,014c 16,21c 4,96¢ 2,30b 27,11c
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = Estacién de
crecimiento
2004/05 9,29a 0,020b 31,73 9,77a 4,26 55,09
2005/06 4,08b 0,168a 36,67 5,48b 3,45 49,87
2007/08 3,13b 0,163a 37,41 6,70b 4,29 51,71

p <0,001 <0,001 0,361 <0,001 0,134 0,656
Interacciones A x B (p) 0,002 <0,001 0,230 0,025 0,035 0,193

p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones miltiples de Tukey a p <

0,05.
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Tabla 1.1.10. Evolucion en el contenido de &cidos organicos en los frutos de B.
microphylla en mg/fruto fresco. Valores medios del ANOVA considerando los dias
desde la plena floracién (DPF) y la estacién de crecimiento como efectos principales, y
acido citrico (AC), fumarico (AF), malico (AM), oxalico (AO), tartarico (AT) y acidos

organicos totales (AOT) como variables dependientes (n = 6).

Efectos principales AC AF AM AO AT AOT
A = DPF
42 0,15d 0,004cd 1,01c 0,43b 0,23b 1,88d
56 0,25cd 0,009ab 1,87c¢ 0,47ab 0,26b  3,12cd
70 0,76a 0,011a 4,47a 0,73a 0,40a 7,31a
84 0,85a 0,006bc 4,40a 0,60ab 0,32ab 7,43a
98 0,68ab 0,003cd 3,21b 0,53ab 0,23b 4,72b
112 0,48bc  0,002d 2,04c 0,44b 0,22b  3,43bc
126 0,42c 0,001d 1,83c 0,56ab 0,25b 3,11cd
p <0,001 <0,001 <0,001 0,023 0,002 <0,001
B = Estacion de
crecimiento
2004/05 0,97a 0,001b 3,04 0,88a 0,36a 5,32a
2005/06 0,33b 0,006a 2,52 0,32b 0,19b 3,55b
2007/08 0,24b 0,008a 2,50 0,41b 0,26b 4,41b

p <0,001 <0,001 0,050 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B(p) <0,001 <0,001 0,050 0,008 0,001 0,007

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <

0,05.
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Figura 1.1.8. Evolucién del contenido de &cidos organicos de los frutos de B.
microphylla. A, B y C, contenido de acido citrico expresado en mg/g peso fresco de
frutos, mg/g de peso seco de frutos y mg por fruto, respectivamente y D, E y F,
contenido de acido malico expresado en mg/g peso fresco de frutos, mg/g de peso

seco de frutos y mg por fruto, respectivamente, desde los 42 hasta los 126 DPF para

las estaciones de crecimiento 2004/05 (* ), 2005/06 (~HF) y 2007/08 (™). Las barras

representan = 1 error estandar de la media.
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DISCUSION
Andlisis de crecimiento y evolucion de los hidratos de carbono y &cidos
orgénicos a lo largo de la ontogenia de los frutos

Las tasas de crecimiento de los frutos varian extremadamente entre especies,
segun las préacticas culturales y entre los diferentes frutos en la misma copa. El
periodo desde la antesis hasta la maduracion de los frutos varia desde
aproximadamente 3 semanas para los frutos de Fragaria spp., hasta 60 semanas en
Citrus sinensis, mientras que en otros frutos este periodo se cumplimenta en 15
semanas (Kramer y Kozlowski, 1979). Para el caso de B. microphylla, el periodo de
fructificacion dura aproximadamente 18 semanas (126 dias), alcanzandose el maximo
peso fresco de los frutos entre los 84 y 112 DPF. Es bien sabido que la cinética del
crecimiento de los frutos puede exhibir dos patrones generales (Sozzi, 2007). El
primero de ellos, es una curva sigmoidea simple en la cual el crecimiento exponencial
en tamafio es seguido por una desaceleracion del crecimiento, un tipico
comportamiento de crecimiento de los frutos que no son de hueso. Un segundo tipo de
crecimiento de frutos consiste en dos periodos de crecimiento sucesivos sigmoideos
separados por una fase de crecimiento lenta (Coombe, 1976; Gil-Albert Velarde,
2006), observado en los frutales de hueso asi como en los frutos de Vitis (Coombe y
McCarthy, 2000) y Ribes (Wright, 1956; Fernqvist, 1961). En B. microphylla, el peso
fresco y seco de los frutos cercanamente siguieron el patrén de crecimiento doble
sigmoideo, y lo mismo se observé cuando el crecimiento fue evaluado a través de la
evolucion del diametro ecuatorial y polar del fruto, aunque con una forma sigmoidea
menos pronunciada. Los retrasos en el crecimiento pueden ser causados por el
crecimiento de las semillas, y por supuesto las influencias de los factores ambientales
y/o condiciones de cultivo no pueden ser descartadas. En B. microphylla, el primer
periodo de crecimiento comprendid desde la fase de plena floracion hasta
aproximadamente 42-70 dias después, dependiendo de la estacién de crecimiento,
periodo similar al mostrado por otros frutos como por ejemplo los de Vitis (Kennedy,
2002), pero més largo que para otros frutos, como ser los de Ribes (Toldam-Andersen
y Hansen, 1997). Durante este primer periodo de crecimiento se forma el fruto y se
producen las semillas. Una rapida division celular ocurre durante las primeras
semanas, y hacia el final de este periodo, el nUmero total de células dentro del fruto
han quedado establecidas (Wright, 1956; Harris et al., 1968). La magnitud de la
divisién celular se verd reflejada en el tamafo definitivo del fruto. En el siguiente
periodo de transicion o retardo, el tejido fresco crece lentamente pero las semillas
contindan con su crecimiento rapidamente, tal como se ve reflejado en el peso seco de

las semillas, de la misma manera que fuera citado para los frutos de Ribes (Toldam-
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Andersen y Hansen, 1997). El comienzo de la segunda fase de crecimiento de los
frutos de B. microphylla, i.e. el inicio de la maduracién de los frutos, se correlaciona
con un namero de cambios en el metabolismo de las plantas, un proceso conducido
por la energia derivada de la respiracion. Previamente se ha citado que los cambios
asociados con la maduracion de los frutos incluye la pérdida de clorofila, el
ablandamiento de la pulpa de los frutos, el desarrollo de olor y sabor, y una
disminucion en el peso seco debido principalmente a la respiracion (Kramer y
Kozlowski, 1979). En el caso de los frutos de B. microphylla, la firmeza disminuyd un
33% en el periodo que se extiende desde el dia 42 hasta el dia 84 desde la fase de
plena floracién cuando los frutos alcanzaron el maximo peso fresco, con un promedio
de 0,8% por dia de la tasa de maduracion. La totalidad de la superficie de los frutos
alcanza sus caracteristicas finales y el color purpura durante la segunda fase de
crecimiento del fruto. Aproximadamente duplican su peso (en términos de peso seco)
durante el lapso del crecimiento que necesitan para alcanzar la finalizacion del
segundo periodo de crecimiento, presumiblemente debido a la divisién celular dada
por el ingreso de agua, el ablandamiento de la pared celular y reconstruccién posterior
de la misma, a la vez que por el alargamiento de los tejidos carnosos con la llegada de
hidratos de carbono, compuestos de nitrégeno, y otras sustancias que incluyen
minerales transportados desde los tejidos fuente. Una disminucién en el peso fresco
se observo a partir de los 84-112 DPF segun la estacién de crecimiento, un hecho que
debe ser considerado para determinar el momento 6ptimo para la cosecha (Bisson,
2001). Durante la fructificacibon de B. microphylla, una fase inicial de rapida
acumulacion de los sélidos solubles puede ser atribuida a la hidrdlisis de sacarosa
produciendo glucosa y fructosa y, a continuacion, en algun punto del desarrollo y el
envejecimiento de la baya, un aumento en la concentracion de los sélidos solubles
puede surgir de la deshidratacion de las frutas, como se ha informado anteriormente
para Vitis (Bisson, 2001). Los sélidos solubles se encuentran en las frutas maduras de
B. microphylla crecidas en las cercanias de Ushuaia a un promedio de 25,0 °Brix,
siendo estos valores menores que los citados para los frutos de esta especie (33 °Brix)
crecida naturalmente en el sur de Chile (Arribillaga Garcia, 2001).

Una disminucion de la firmeza de la fruta tipicamente se asocia con la
disolucion de la ldmina media de la pared celular, lo que resulta en una disminuciéon de
la adhesion intercelular, despolimerizacién, y solubilizacién de los polisacéridos de la
pared hemicelulosa y pectinas celulares y, en algunos casos, hinchazon de la pared
(Brummell y Harpster, 2001). La maduraciéon también es acompafiada por el
incremento en la expresion de muchas enzimas de las células que degradan la pared,

como las hidrolasas de polisacaridos, transglicosilasas, liasas, y de otras proteinas del
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ablandamiento de la pared, como la expansina (Harker et al., 1997; Rose et al., 2003;
Brummell, 2006). Por lo tanto, los modelos suelen atribuir el ablandamiento de los
frutos a la degradaciéon de los polisacaridos de la pared primaria y laminilla media
(Rose et al., 2003; Brummell, 2006), aunque otros factores tales como la turgencia
celular y la morfologia también pueden estar implicados cuando se considera la textura
de la fruta (Lin y Pitt, 1986; Shackel et al., 1991). De acuerdo con los resultados
obtenidos, el ablandamiento de las bayas de B. microphylla ha estado estrechamente
vinculado a los cambios en la composicion de las paredes celulares del tejido de la
fruta. Asi fue citado para las bayas de Vitis, en el que la maduracion se asocia sobre
todo a la despolimerizacién de pectina y xiloglucano (Bisson, 2001).

Los contenidos de glucosa y fructosa en los frutos B. microphylla fueron mas
altos que los reportados para algunas especies de Actinidia (Boldingh et al., 2000),
para Ribes grossularia (Mage, 2002) y para Clidemia rubra (Gordon et al., 2011),
mientras que fueron comparables a los que se encuentran en Arbutus unedo (Ruiz-
Rodriguez et al., 2011). La sacarosa se encontrd soélo en trazas, como también fuera
citado para Clidemia rubra (Gordon et al., 2011) y para Arbutus unedo (Ruiz-Rodriguez
et al., 2011). En general, la sacarosa se produce en las bayas sélo en bajas
concentraciones lo cual puede ser explicado por su funcién de transporte dentro de la
planta y la inversiébn de inmediato a fructosa y glucosa en el lugar de acumulacion
(Talcott, 2007). Al comparar el contenido de azucares en los frutos de B. microphylla
(14,6%) con el de otras frutas como la cereza (9,9%), frutilla (5,5%), arAndanos (6%),
frambuesa (4,8%), y grosella negra (5%) (Souci et al., 2008), claramente sobresalen
los primeros. El contenido de la fibra dietaria total en frutos de B. microphylla (15,2%)
fue mayor que los reportados para las bayas de Clidemia rubra (8,8 g/100 g de peso
fresco, Gordon et al., 2011), grosellas negras (6,8 g/100 g de peso fresco, Souci et al.,
2008), Camarinha (6,5 g/100 g de peso fresco, Bramorski et al., 2011), y de Vitis (1 -
3,1%, Pak, 2001). De acuerdo con el contenido de fibra, las frutas B. microphylla
pueden ser consideradas como frutas ricas en azucares, tanto disponibles como no
disponibles, lo que afiade un perfil nutricional valioso a la luz de las recomendaciones
nutricionales de la Food and Agricultural Organization y la World Health Organization
(FAO/WHO 2003).

Al analizar los cambios en el crecimiento de los frutos junto con la evolucion de
los hidratos de carbono y los &cidos organicos a lo largo del periodo de fructificacion,
se puede observar que los pardmetros tales como la biomasa de los frutos y el tamafio
alcanzan los valores méaximos antes (70-98 DPF) que los maximos valores de los
hidratos de carbono y los minimos para los acidos organicos (105 a 112 DPF), una

conclusion que debe tenerse en cuenta al momento de definir el tiempo Optimo de
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cosecha de acuerdo con la utilizacion de la fruta. Ademas, el analisis del crecimiento
junto con la evolucion de los hidratos de carbono y los acidos organicos expresados
por fruto a lo largo del periodo de fructificacién, podrian indicar la presencia de una
deficiencia de los sustratos debido a una elevada la competencia interna, i.e minimos
contenidos de hidratos de carbono coincidentes por ejemplo con maximas tasas de
crecimientos que conducen a una marcada caida de frutos (Toldam-Andersen y
Hansen, 1997). En los frutos de B. microphylla se ha observado una marcha
coincidente para los hidratos de carbono expresandos en términos de peso fresco y
seco comparado con respecto al fruto para el periodo estudiado, mientras que para el

acido malico no ocurrié lo mismo al incio de la fructificacion.

Analisis de crecimiento y evolucion de los hidratos de carbono y acidos
organicos de los frutos entre estaciones de crecimi ento.

En la temporada 2004/05, el primer periodo de rapido aumento del peso fresco
de los frutos terminé a los 42 DPF, seguido de un periodo de latencia hasta el dia 56 y
luego por un segundo periodo de rapido aumento hasta los 70 DPF. Luego de ello, el
peso fresco de los frutos aumenté lentamente hasta el dia 84 DPF, cuando alcanzo su
valor méaximo. Posteriormente, el peso fresco de los frutos disminuyo
significativamente hasta el final del verano. En las siguientes temporadas de
crecimiento, se observé el mismo patrén general de crecimiento del fruto, pero en la
temporada 2005/06, el segundo periodo de rapido aumento de peso fresco de los
frutos tuvo el mayor incremento y la disminucion no fue tan brusca en comparacion
con 2004/05, mientras que en 2007/08 el periodo de demora se retrasé en el tiempo
respecto a la temporada 2004/05. La evolucién de peso seco de los frutos siguio el
comportamiento del peso fresco de los frutos hasta la obtencibn de la maxima
biomasa. Sin embargo, el peso seco de los frutos no presentd una disminucién
significativa después de este tiempo, sobre todo en 2004/05 y 2005/06. Para todas las
estaciones estudiadas, el peso seco de los frutos como porcentaje del peso fresco
tuvo un incremento significativo a los 56 DPF, pero en el caso de la temporada
2004/05, este incremento se produjo de manera muy abrupta a partir del dia 84 y
hasta los 126 DPF. En conjunto, el diametro ecuatorial y polar de los frutos sigui6 el
mismo patrén de comportamiento que el peso fresco de los frutos, sobre todo hasta la
obtencion de los valores maximos. Es sabido que el crecimiento y composicion de los
frutos varia entre estaciones de crecimiento y condiciones ambientales (Biale, 1950;
Boynton y Wilde, 1959; Kramer y Kozlowski, 1979; Predieri y Dris, 2005). Los efectos
de las condiciones ambientales y culturales tanto en el contenido de azucares como de

antocianinas han sido descriptos (Kéller y Hrazdina, 1998; Bisson, 2001). Las mayores
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temperaturas diarias en 2004/05 comparadas con otras estaciones de crecimiento
pueden estar correlacionadas con la mayor biomasa de los frutos y sus didmetros
obtenidos durante el primer y segundo mes del crecimiento de los frutos, asi como con
el peso fresco de los frutos y con el mayor contenido de sélidos solubles y la relacion
sélidos solubles y acidez total tutitulable en el tercer y cuarto mes en la estacion de
crecimiento 2004/05. Es sabido también que la temperatura es un factor limitante del
ritmo de la fotosintesis en las plantas, por lo que a mayores temperaturas los
fotoasimilados se producen a un ritmo mayor, posibilitando un incremento en el
transporte de ellos y otros nutrientes desde las hojas a diferentes destinos, incluyendo
los frutos (Madore y Lucas, 1995; Zamski y Schaffer, 1996). Para los frutos de Ribes,
también hubo una correlacién con las condiciones climéticas (Toldam-Andersem y
Hansen, 1993). Los bajos contenidos en azucares durante el primer periodo de rapido
crecimiento de los frutos durante las estaciones de crecimiento 2005/06 y 2007/08 se
pueden explicar por las mayores diferencias en las temperaturas medias diarias (cerca
de 3,0 °C) con respecto a noviembre de la estacion de crecimiento 2004/05. Los
contenidos en sdlidos solubles tuvieron comportamientos similares en comparacion
con los contenidos en azucares en las diferentes estaciones de crecimiento, como fue
demostrado por su correlacion positiva y significativa (r = 0,713; p < 0,001). El
contenido de glucosa fue mayor que el contenido de fructosa durante el proceso de
fructificacion, excepto en la temporada 2007/08 cuando desde los 56 DPF la relacion
entre glucosa y fructosa fue menor o cercana a 1.
El contenido de &cido malico expresado en mg/g peso seco de frutos presentd
picos entre los 56 y 70 DPF en las estaciones de crecimiento 2004/05, 2005/06 y
2007/08, mientras que expresado en mg/fruto los picos se observaron entre los 70 y
84 DPF para las mismas temporadas de cultivo. EIl contenido decreciente de acidos
organicos a medida que el peso seco de los frutos aumenta (r = -0,403; p = 0,013) y
con la maduracion (r = -0,708; p < 0,001), tiende a ser un fenbmeno general en las
frutas, y estd de acuerdo con los datos de la acidez total titulable medida como
porcentaje del peso fresco (r = -0,612; p <0,001). Sobre todo en las frutas donde
predomina el &cido malico (como manzana y uva), una disminucion de la acidez total
se encuentra durante la maduracion. En particular, un clima célido da lugar a una
concentracion de acidos mas baja en estas frutas. Aparentemente, el acido malico es
el principal componente afectado por una degradacion respiratoria aumentada por las
temperaturas existentes durante la maduracion (Toldam-Andersen y Hansen, 1997).
La marcada degradacion del &cido malico encontrada durante la maduracion en la
estacion calida inusual en la temporada 2004/05 evidencia el efecto de la temperatura

sobre su sintesis en B. microphylla.
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CONCLUSIONES

El crecimiento del fruto y la composicién cuali-cuantitativa de los carbohidratos
y é&cidos organicos estudiados mostraron cambios significativos a lo largo de la
ontogenia y entre estaciones de crecimiento, pudiendo ser considerados como
marcadores de las fases de fructificacion y de las condiciones ambientales. Se
encontraron correlaciones significativas entre el peso de los frutos y los soélidos
solubles, el contenido de los azucares simples y los acidos organicos, los cuales son
parametros de calidad de la fruta en parte responsables a su vez de la astringencia,
textura, sabor y color.

Los patrones de acumulacion de los hidratos de carbono y acidos organicos
durante la fructificacién variaron dependiendo del grupo especifico o el compuesto
considerado, es decir, azucares solubles y fibras o el tipo de &cido orgénico. Lo
anterior junto con la definicion de términos adecuados de referencia, es decir, el
contenido de los compuestos sobre la base del peso del fruto fresco, seco o en base a
fruto fresco por unidad, es de considerable importancia cuando se comparan con
diferentes especies, ya sea desde un punto de vista practico en cuanto al valor
nutricional de una fruta o para la comprension del efecto de factores tales como la luz

y la fertilizacion en el periodo de precosecha.
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CAPITULO 2

EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS
Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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INTRODUCCION

Durante las Uultimas décadas la investigacidon sobre practicas dietéticas
saludables se ha centrado particularmente en los efectos beneficiosos que pueden
obtenerse a partir de la adopcion de una dieta rica en frutas y verduras. De hecho,
estos alimentos pueden ayudar a reducir el riesgo de enfermedades cronicas,
degenerativas, y enfermedades mediadas por el estrés oxidativo como el cancer y las
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Roussos et al., 2009). Como
resultado, actualmente la atencién se dirige también hacia muchos frutos pequefios
gue se consideran una fuente de nutrientes orgénicos e inorganicos y de factores de
regulacion metabdlicos. Ademas, por sus propiedades nutricionales y medicinales se
los considera como alimentos funcionales (Béliveau y Gingras, 2005; Kuskoski et al.,
2005). De hecho, los pequefios frutos cultivados de Ribes, Rubus y de las especies de
Vaccinium son una excelente fuente de productos naturales con propiedades
antioxidantes (Deighton et al., 2002), que se atribuyen principalmente a su alto
contenido en polifenoles, especialmente acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas,
asi como a otros importantes antioxidantes naturales como el &cido ascérbico
(vitamina C) (Béliveau y Gingras, 2005). La actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos se debe principalmente a sus propiedades redox, que les permiten actuar
como agentes reductores, donantes de hidrégeno, y atenuadores de oxigeno, y
ademas también tienen una capacidad quelante potencial de metales (Kahkénen et al.,
1999). La seleccion de un método estandarizado para evaluar la actividad antioxidante
debe cumplir con algunos requisitos "ideales" (Prior y Schaich, 2005). El efecto
secuestrador de los radicales DPPH (Shimada et al., 1992), la capacidad reductora en
la transformacion de Fe** - Fe?* (Oyaizu, 1986) en presencia de los extractos de las
plantas, asi como la cuantificacion de fenoles mediante el reactivo Folin-Ciocalteu han
demostrado ser técnicas sencillas, rapidas, sensibles y precisas, mientras que exhiben
una buena reproducibilidad. Se ha encontrado una buena correlacion entre el
contenido fendlico y la actividad antioxidante en diversos materiales vegetales
(Ferreyra et al., 2007; Turkoglu et al., 2007).

Es importante entender como el contenido de los fenoles y los subgrupos
cambian durante el crecimiento del fruto y también la forma de medir su actividad
antioxidante. Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en flavonoides y no
flavonoides. Los flavonoides constituyen una porcion significativa de los compuestos
fendlicos en los frutos pequefios, por ejemplo en frutos de Vitis (Conde et al., 2007), e
incluyen varias clases, tales como las proantocianidinas (taninos), antocianinas, y
catequinas (flavan-3-ol monémeros). Las antocianinas son los componentes fendlicos

principales de las bayas de pequefios frutos, y se ha demostrado que su actividad
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antioxidante esta estrechamente relacionada con el contenido total de fenoles
(Deighton et al., 2002). Estos metabolitos secundarios tienen un rol en la defensa de la
planta, y se ha demostrado que poseen efectos beneficiosos contra diversas
enfermedades (Hou, 2003). Los flavonoides existen ampliamente en el reino vegetal y
son particularmente comunes en los tejidos de las hojas y de las flores (Larson, 1988;
Zhishen et al., 1999). La biosintesis de flavonoides es un proceso especifico de los
tejidos vegetales que esta regulado por el desarrollo. Debido a su particular estructura
quimica, se cree que estos compuestos tienen una variedad de funciones en las
plantas, por ejemplo proporcionan proteccion contra la fotooxidacion por alta
irradiacion luminica y dafio por radiacion UV, participan en la defensa contra los
patdégenos, por su fluorescencia bajo irradiacion de luz UV natural, a la cual son
sensibles los insectos polinizadores, constituyen una guia hacia las flores, son
responsables de los colores de las flores y de la pigmentacion de los frutos, y también
juegan un papel esencial en la reproduccion (Gracia Nava, 2011). Los flavonoides
también hacen su aporte a ciertas caracteristicas de calidad en distintos productos
alimenticios frescos y procesados, entre ellas la astringencia, textura, sabor y color
(Vvedenskaya y Vorsa, 2004). Los factores genéticos y epigenéticos tales como los
antecedentes genéticos de las plantas, las etapas de maduracion del fruto, las
condiciones ambientales durante el crecimiento de las mismas y las practicas
culturales empleadas, todos juntos influyen en la sintesis de los compuestos fendlicos
(Kahkonen et al.,, 2001; Ferreyra et al., 2007) y en la constituciébn de su capacidad
antioxidante (Roussos et al., 2009), resultando en algunos casos aun mas relevante el
rol de la ontogenia cuando las bayas se utilizan inmaduras, como por ejemplo en los
arandanos (Vaccinium spp.) para la industria de jugos (Celik et al., 2008).

Existen algunos antecedentes sobre el estudio de antioxidantes en especies
nativas de la Patagonia chilena como en Aristotelia chilensis, Ugna molinae, Fragaria
chiloensis (Fredes, 2009), asi como también en Ribes magellanicum, R. cucullatum,
Gaultheria mucronata, G. antartica, Rubus geoides, Myrteola nummularia y Fuchsia
magellanicum (Ruiz et al., 2013). Recientemente en el género Berberis se realizaron
estudios sobre el contenido de fenoles en las hojas (Koncic et al., 2010), en las raices
(Surveswaran et al., 2007; Tomosaka et al., 2008) y en los frutos (Fredes, 2009; Ruiz
et al., 2010; 2013; 2014). También se informé el efecto beneficioso de los frutos de
Berberis en el estrés oxidativo inducido por el cloranfenicol en la sangre humana
(Albrecht et al., 2010). Sin embargo, hay una falta de informacion sobre el importante
papel de los factores epigenéticos o de precosecha en la evolucién del metabolismo

secundario durante la ontogenia del fruto en B. microphylla.
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Hipotesis

La composicién cuali-cuantitativa de los compuestos fendlicos de los frutos de
B. microphylla varia a lo largo de su ontogenia.
La actividad antioxidante debida a la presencia de compuestos antioxidantes

en los frutos de B. microphylla varia a lo largo de su ontogenia.

Objetivos

Evaluar la evolucién de la composicion cuali-cuantitativa de los compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante de los frutos de B. microphylla a lo largo de
su ontogenia, entre los 70 y 126 dias desde la plena floracion (DPF) durante la
estacion de crecimiento 2007-2008.

Correlacionar la evolucién de los compuestos fendlicos y de la actividad
antioxidante de los frutos de B. microphylla a lo largo de su ontogenia, con el
crecimiento y el contenido de hidratos de carbono y &cidos orgénicos, para
entender las condiciones Optimas para la obtencién del maximo contenido

fendlico para su uso como alimento funcional en la preparaciéon de extractos.
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MATERIALES Y METODOS
Datos geograficos y parametros climéticos
Los datos geograficos y pardmetros climaticos fueron descriptos en el
CAPITULO 1, PARTE I.

Material vegetal y muestreos

El material vegetal y muestreos fueron descriptos en el CAPITULO 1, PARTE I.

Evolucién del color y del contenido de antocianinas

Se registré el porcentaje de la superficie de los frutos con color puarpura,
mientras que la cuantificacion de las antocianinas se llevo a cabo mediante el método
de pH diferencial de Giusti y Wrolstad (2001). Muestras (n = 6) de 5 g de frutos
inicialmente congelados a -20 °C se extrajeron en 50 ml de una solucién 0,1% de CIH-
MeOH durante 24 h a 4 °C. Luego, se hicieron diluciones desde 1:5 hasta 1:80 con un
buffer de CIK 0,025 M (pH 1) y un buffer de acetato de sodio 0,4 M (pH 4,5). Se
registro la absorbancia a 510 y a 700 nm con un espectrofotometro Shimadzu 1203
UV-Visible. El contenido de antocianinas en los tejidos de los frutos se determind
sobre la base de un coeficiente de extincion molar de 26.900 M*.cm™ y un peso
molecular de 449,2 para la cianidina-3-glucdsido. Los valores se expresaron en
términos de mg/100 g peso fresco de frutos, mg/g peso seco de frutos y mg/fruto.
Contenido de antocianinas en los frutos (mg/100 g PFF) = (A x peso molecular x factor

de dilucién x volumen inicial / € x peso de la muestra) x 100,

donde A (absorbancia)= (Asionm — Azoonm)pr 1.0~ (A s100m — Azo0nm)pH 4.5

Preparacion de los extractos de los frutos y rendim iento de la extraccién

Muestras (n = 6) de 10 g de frutos secos se extrajeron con 100 ml de metanol a
25 °C durante 24 h con agitacion continua. Luego, el residuo se extrajo dos veces con
volumenes adicionales de 100 ml de metanol durante 48 h, y finalmente se
combinaron los tres extractos. El rendimiento de la extraccibn se determiné
gravimétricamente a partir de los extractos metandlicos llevados a cabo por triplicado.
Los extractos se usaron luego para determinar los contenidos de flavonoides y fenoles
totales, asi como el efecto secuestrador de radicales DPPH y el poder reductor, como

se describe mas abajo.
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Contenido de Flavonoides
El contenido de flavonoides se determin6é de acuerdo a Zhishen et al. (1999).
Brevemente, cada extracto metandlico (1,5 mg/250 ul de solucidn metandlica) se
mezclo con 1,5 ml de agua destilada y 75 pl de 50 g/l nitrito de sodio. Después de 5
min, se agregaron 150 pl de 100 g/l cloruro de aluminio hexahidrato. Luego de 6 min,
se incorporaron a la mezcla 500 pl de hidréxido de sodio 1M y 275 ul de agua
destilada. Después de mezclar vigorosamente, se midi6 la absorbancia de las
soluciones resultantes contra un blanco a 510 nm usando un espectrofotometro
Shimadzu 1203 UV-Vis. El contenido de flavonoides se obtuvo a partir de una curva de
calibracion usando (+)- catequina como estandar, y fue expresado como mg de
equivalentes de (+)- catequina/100 g peso fresco de frutos, mg de equivalentes de (+)-

catequina/g peso seco de frutos, y mg de equivalentes de (+)- catequina/fruto.

Contenido de Fenoles

El contenido de fenoles fue determinado de acuerdo al método de Folin—
Ciocalteau (Taga et al., 1984), con algunas modificaciones. Brevemente, se extrajeron
100 ul de cada extracto metandlico de una solucion compuesta por 20 mg de extracto
seco en 5 ml de metanol/agua-CIH (1,3%) (60:40 v/v). Posteriormente se agregaron 2
ml de una solucién acuosa de carbonato de sodio 2% (w/v) y 100 ul del reactivo de
Folin—Ciocalteau 50%. Luego de 30 min en reposo a 24 °C, se midi6 la absorbancia de
las soluciones coloreadas resultantes contra un blanco a 750 nm usando un
espectrofotbmetro Shimadzu 1203 UV-Vis. El contenido de fenoles se determind a
partir de una curva de calibracién preparada usando acido galico como estandar, y fue
expresado en mg de equivalentes de acido galico/100 g peso fresco de frutos, en mg
de equivalentes de acido gélico/g peso seco de frutos y mg de equivalentes de acido

galico/fruto.

Perfil de compuestos fendlicos por HPLC

Los compuestos fendlicos se extrajeron a partir de muestras (n = 3) de 5 g de
peso fresco del tejido congelado -20 °C y pulverizado utilizando una proporcion
tejido/metanol/hexano (0,2 g: 2 ml: 0.5 ml), durante una noche a 25 °C y 200 rpm.
Luego se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 min. La fraccidén alcohdlica se llevéd a
sequedad en rotavapor. Por ultimo se resuspendié la muestra en 200 pl de metanol
(método modificado de Torres et al., 2005) y luego se procedidé al analisis de las
mismas por HPLC, en un equipo Agilent 1100 System. Se utilizé una columna Eclipse
XDB — C18, con un flujo de 1 ml/min volumen de inyeccion 5ul. La deteccidn se realizd
con MWD Agilent 1100 N° G1365 a distintas longitudes de onda (270, 280, 254 y 220
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nm). Los solventes de corrida utilizados fueron a) agua: acido acético (99.90:0.10) y b)
acetonitrilo: acido acético (99.90: 0.10). La rampa fue disefiada partiendo de 15 % B
hasta 36.5 % B a los 30 min. Los patrones utilizados para la identificacion y calibraciéon
(Sigma) fueron por orden de tiempo de retencion creciente los siguientes: acido galico,
acido clorogénico, catequina hidrato, rutina, &cido teldrico, quercetina, naringenina y

kaempferol.

Efecto secuestrador de radicales 1,1-difenil-2-picr ilhidrazilo

Cada extracto metandlico (0,0-1,0 mg/ml) en metanol (2 ml) se mezclé con
0,25 ml de una solucion metandlica conteniendo radicales 1,1- difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH), resultando en una concentracion final de 0,1 mM DPPH. La mezcla se agité
vigorosamente y se dejo en reposo durante 30 minutos en oscuridad. Luego se midi6é
la absorbancia a 517 nm contra un blanco usando un espectrofotémetro Shimadzu
1203 UV-Vis (Método de Shimada et al. 1992 modificado). Una baja absorbancia de la
mezcla de reaccion indica una elevada actividad de secuestro de radicales libres. El
acido ascérbico, el hidroxianisol butilado (BHA), y el a- tocoferol fueron usados como
antioxidantes estandar. La capacidad de los extractos metandlicos de secuestrar
radicales DPPH se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

Efecto secuestrador DPPH (%) = [(Abianco-Amuestral Ablanco) X 100]
donde Auanco €S la absorbancia de la solucion resultante de la reaccion control
(conteniendo todos los reactivos excepto el compuesto a ensayar) Y Amwesra €S la
absorbancia de la mezcla de reaccion para el efecto secuestrador del compuesto. Para
evitar la interferencia de las antocianinas, Amwesra S€ calculd restando la absorbancia
obtenida con los extractos de los frutos en ausencia de DPPH. Los valores de efecto
secuestrador de DPPH se calcularon para todos los extractos metandlicos y
concentraciones de antioxidantes estandar bajo estudio. El valor CEs, (mg/ml) es la
concentracion efectiva del extracto metandlico a la cual la actividad antioxidante fue
del 50% de la actividad méxima, obtenida por interpolacién de un analisis de regresion
lineal entre la concentracion de la muestra (0 a 0,5 mg/ml) y el efecto secuestrador de
DPPH.

Poder Reductor

El poder reductor se determind siguiendo la metodologia de Oyaizu (1986).
Cada extracto metandlico (0,0-5,0 mg/ml) en metanol (2,5 ml) se mezclé con 2,5 ml de
buffer fosfato de sodio 200 mM (pH 6,6) y 2,5 ml de ferricianuro de potasio 1%, y se
incub6 a 50 °C durante 20 min en oscuridad. Luego, se agregaron 2,5 ml de &cido

tricloroacético al 10% (w/v) y la mezcla se centrifugd a 3000 rpm por 10 min. La capa
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superior (5 ml) se mezclé con 5 ml de agua deionisada y 0,5 ml de cloruro férrico
hexahidrato 0,1%, y luego se midié la absorbancia a 700 nm contra un blanco usando
un espectrofotometro Shimadzu 1203 UV-Vis. Una elevada absorbancia indica un
mayor poder reductor. El acido ascorbico, el hidroxianisol butilado (BHA), y el a-
tocoferol fueron usados| como antioxidantes estandar. El poder reductor se calcul6
usando la siguiente ecuacion:
Poder reductor (%) = [100-(Amaxima-Amuestra/ Amaxima) X 100]
donde Ansima €S €l maximo valor de absorbancia obtenido con la solucion coloreada
desarrollado por la reaccién de la sal de ferricianuro con el compuesto que se esta
ensayando, y Amwesra €S €l valor de absorbancia obtenido con la solucién coloreada
desarrollado por la reaccién de la sal de ferricianuro con el compuesto que se esta
ensayando para cada concentracion. Los valores de poder reductor (%) se calcularon
para todas las concentraciones de extractos metandlicos y antioxidantes estandar bajo
estudio. El valor CEs, (mg/ml) es la concentracion efectiva del extracto metandlico a la
cual el poder reductor fue del 50% del maximo poder reductor, obtenida por
interpolacion de un analisis de regresion lineal entre la concentracion de la muestra (0

a 1 mg/ml) y el poder reductor.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron por ANOVA de una via y las medias luego fueron
separadas usando el Test de Rangos multiples de Tukey a p < 0,05. Los coeficientes
de correlacion lineal y andlisis de regresion fueron hechos entre algunos pares de

variables.
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RESULTADOS
Evolucién del color de los frutos y del contenido d e antocianinas
El porcentaje de la superficie de los frutos con color pdrpura cambié de manera
significativa durante el periodo estudiado (p < 0,001), aumentando a partir de los 70
DPF (20%) y alcanzando los valores mas altos a los 112 (98,7%) y 126 (100%) DPF.
El contenido de antocianinas se incrementd significativamente durante el periodo
estudiado, en términos de peso fresco de frutos (p < 0,001), peso seco de frutos (p <
0,001) y por fruto (p < 0,001) (Fig. 1.2.1A-C, Fig. 1.2.2), alcanzando un maximo en el
dia 126 DPF en términos de peso fresco y seco de frutos (752,7 mg/100 g de peso
fresco de frutos y 16,9 mg/g de peso seco de frutos, respectivamente), y de manera

similar por fruto (1,6 mg/fruto).

Rendimiento de los extractos metandlicos de los fru tos

El rendimiento en peso seco de los extractos metandlicos de los frutos aumenté
significativamente durante el periodo de fructificacion estudiado (p < 0,001). Los
valores minimos se obtuvieron a los 70 y 84 DPF (379,1 y 365,7 mg extracto seco/g
peso fresco de frutos, respectivamente), luego se incrementé a los 98 DPF a 421,9 mg
extracto seco/g peso seco de frutos y alcanzé el mayor contenido desde los 112 a 126
DPF (453,3 y 443,2 mg extracto seco/g peso seco de frutos, respectivamente). El
rendimiento de los extractos metandlicos se correlacion6 positiva y significativamente

con el contenido de antocianinas (r= 0,779; p = 0,007).

Contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides disminuyé significativamente durante el periodo de
fructificacion, en términos de peso fresco de frutos (p < 0,001), peso seco de frutos (p
< 0,001), y por fruto (p < 0,001) (Fig. 1.2.1A-C, Fig. 1.2.3). El mayor contenido se
obtuvo en el dia 70 DPF (604,0 mg equivalentes de (+)— catequina/100 g de peso
fresco de frutos, 27,1 mg equivalentes de (+)- catequina/g peso seco de frutos y 1,7
mg/fruto), mientras que el contenido mas bajo se obtuvo en el dia 126 DPF (152,3 mg
equivalentes de (+)— catequina/100 g de peso fresco de frutos, 3,4 mg equivalentes de

(+)- catequina/g peso seco de frutos y 0,3 mg equivalentes de (+)— catequina /fruto).

Contenido de fenoles

El contenido de fenoles varié significativamente durante el periodo de
fructificacion, en términos de peso fresco de frutos (p < 0,001), peso seco de frutos (p
< 0,001) y por fruto (p < 0,001) (Fig. I.2.1A-C, Fig. I1.2.4). Los picos maximos para el

contenido de fenoles fueron diferentes cuando se expresa en peso fresco de frutos,
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peso seco de frutos o por fruto. Al considerar el contenido de fenoles sobre la base
peso fresco de frutos, esta variable disminuyd desde los 70 DPF a un minimo en el dia
98 DPF y luego aument6 a un maximo en el dia 126 DPF (1.522,9 mg de equivalentes
de &cido galico/100 g peso fresco de frutos). Sin embargo, al examinar el contenido de
fenoles sobre la base de peso seco de frutos, el maximo valor (43,5 mg equivalentes
de &cido galico/g peso seco de frutos) se registré a los 70 DPF, luego disminuy6 a un
minimo en el dia 98 DPF y luego aumenté en el dia 126 DPF. Los valores maximos de
fenoles por fruto se obtuvieron a los 112 y 126 DPF (3,4 y 3,3 equivalentes de acido

galico mg/fruto, respectivamente).
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Figura 1.2.1. Evolucion de los contenidos de diferentes compuestos fendlicos durante
la fructificacion de B. microphylla A) expresado sobre la base de peso fresco (mg/100
g de peso fresco de frutos), B) expresado sobre la base de peso seco (mg/g peso seco
de frutos) y C) expresado por unidad de fruto (mg/fruto). Contenido de antocianinas (*
); contenido de fenoles (&); contenido de flavonoides (¥Y); (PFF) peso fresco de los

frutos en A) y (PSF) peso seco de los frutos en B) y C) (™). Las barras de error

representan * 1 error estdndar de la media.
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Figura 1.2.2. Cuantificacion de las antocianinas en buffer pH 1 (izquierda) y pH 4,5
(derecha) a los 70, 84, 98, 112 y 126 DPF (de izquierda a derecha, respectivamente y
para cada buffer), en los frutos de B. microphylla. Se observa un aumento en la
intensidad del color parpura entre los 70, 84, 98, 112 y 126 DPF en buffer pH 1
(izquierda) que esté de acuerdo con el incremento del contenido de las antocianinas.

Figura 1.2.3. Cuantificacion de los flavonoides en el testigo (izquierda y sin coloracién),

y en los frutos de B. microphylla a los 70, 84, 98, 112 y 126 DPF (de izquierda a
derecha, respectivamente). Se observa una disminucién en la intensidad del color
rojizo entre los 70, 84, 98, 112 y 126 DPF que esta de acuerdo con la disminucion del

contenido de los flavonoides.
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Figura 1.2.4. Cuantificacion de los fenoles en el testigo y en los frutos de B.
microphylla a los 70, 84, 98, 112 y 126 DPF (2 tubos para cada DPF de izquierda a
derecha, respectivamente). Se observa una variacion en la intensidad del color azul
entre los 70, 84, 98, 112 y 126 DPF que esta de acuerdo con la variacion del contenido

de los fenoles.

Perfil de compuestos fendlicos

La catequina y los flavonoides totales disminuyeron significativamente desde
los 70 DPF y hasta el final de la maduracion de los frutos en términos de peso fresco
de frutos (Tabla 1.2.1), mientras que al considerar las variaciones en términos de peso
seco de frutos, ademas de catequina y los flavonoides totales también variaron de
manera significativa los contenidos de rutina y naringenina (Tabla 1.2.2). El contenido
de catequina fue méximo a los 70 DPF (244,9 mg/100 g peso fresco de frutos y 10,1
mg/g peso seco de frutos), para luego disminuir hacia el final del periodo de
fructificacion, tendencia que se mostro también en el contenido de los flavonoides
totales (268,6 mg/100 g peso fresco de frutos y 11,7 mg/g peso seco de frutos). El
contenido de rutina fue maximo a los 70 DPF (1,0 mg/g peso seco de frutos), mientras
gue el de naringenina lo fue a los 84 DPF (0,04 mg/g peso peso fresco de frutos de
frutos) para luego disminuir hacia el final de la fructificacion.

El contenido de los fenoles totales disminuy6 significativamente desde los 70
DPF y hasta el final de la maduracién de los frutos en términos de peso fresco de
frutos (Tabla 1.2.3), siendo maximo a los 70 DPF (459,2 mg/100 g peso fresco de
frutos), mientras que al considerar las variaciones en términos de peso seco de frutos,
ademas de los fenoles totales, también disminuyeron significativamente los contenidos
de acido clorogénico y acidos fendlicos (Tabla 1.2.4), con los valores maximos de 7,1,
8,6 y 19,7 mg/g peso seco de frutos para acido clorogénico, acidos fendlicos y fenoles

totales, respectivamente. A continuacién puede observarse un cromatograma de los
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patrones utilizados (0,1 mg/ml) para la determinaciéon del perfil de compuestos
fendlicos a los 84 dias desde la plena floracion (Fig. 1.2.5).

Tabla 1.2.1. Evoluciéon del contenido de compuestos fendlicos de los frutos de B.
microphylla. Valores medios de ANOVA considerando los dias desde la plena floracién
(DPF) como factor principal, y el contenido de catequina (CA), rutina (RU), quercitina
(QU), naringenina (NA) y los flavonoides totales (FLT, suma de CA, RU, QU y NA)
(mg/100 g peso fresco de frutos) como variables dependientes.

Efecto principal CA RU QU NA FLT
DPF
70 244.90a 22,05 1,65 0,000 268,62a
84 47,33b 21,15 2,65 0,000 72,15b
98 97,44b 14,02 4,55 0,010 116,35b
112 89,81b 15,65 1,35 0,007 106,84b
126 54,89b 13,08 2,95 0,009 71,75b
p 0,011 0,452 0,119 0,664 0,<001

p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna son significativamente
diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.

Tabla 1.2.2. Evolucién del contenido de compuestos fendlicos de los frutos de B.
microphylla. Valores medios de ANOVA considerando los dias desde la plena floracién
(DPF) como factor principal, y el contenido de catequina (CA), rutina (RU), quercitina
(QU), naringenina (NA) vy los flavonoides totales (FLT, suma de CA, RU, QU y NA)
(mg/g peso seco de frutos) como variables dependientes.

Efecto principal CA RU QU NA FLT
DPF
70 10,09a 0,99a 0,07 0,00b 11,66a
84 1,95b 0,87ab 0,11 0,04a 2,97b
98 3,51b 0,50ab 0,16 0,01ab 4,19b
112 2,91b 0,50ab 0,04 0,00b 3,46b
126 1,23b 0,29b 0,07 0,02ab 1,61b
p 0,004 0,024 0,121 0,035 0,002

p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna son significativamente
diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.
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Tabla 1.2.3. Evolucién del contenido de compuestos fendlicos de los frutos de B.
microphylla. Valores medios de ANOVA considerando los dias desde la plena floracién
(DPF) como factor principal, y el contenido de &acido clorogénico (ACL), feltrico (AFE),
y gélico (AGA), los &cidos fendlicos (AFEN, suma de ACL, AFE y AGA) y los fenoles
totales (FET, suma de FLT y AFEN) (mg/100 g peso fresco de frutos) como variables

dependientes.

Efecto principal ACL AFE AGA AFEN FET
DPF
70 159,06 1,42 30,19 190,65  459,25a
84 127,59 2,02 19,85 149,51  221,61b
98 116,42 1,26 8,49 126,11  242,46b
112 135,94 1,85 32,52 170,31  277,11b
126 107,65 0,91 39,76 148,54  220,24b
p 0,274 0,725) 0,127 0,241 0,008

p £ 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna son significativamente
diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.

Tabla 1.2.4. Evoluciéon del contenido de compuestos fendlicos de los frutos de B.
microphylla. Valores medios de ANOVA considerando los dias desde la plena floracién
(DPF) como factor principal, y el contenido de acido clorogénico (ACL), feltrico (AFE),
y gélico (AGA), los &cidos fendlicos (AFEN, suma de ACL, AFE y AGA) y los fenoles
totales (FET, suma de FLT y AFEN) (mg/g peso seco de frutos) como variables

dependientes.

Efecto principal ACL AFE AGA AFEN FET
DPF
70 7,14a 0,06 1,35 8,56a 19,72a
84 5,26ab 0,08 0,82 6,16ab 9,13b
98 4,19ab 0,04 0,30 4,54ab 8,73b
112 4,40ab 0,06 4,05 5,52ab 8,92b
126 2,42b 0,02 0,84 3,34b 4,95b
p 0,026 0,557 0,246 0,028 0,002

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna son significativamente
diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.
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Figura 1.2.5. Cromatograma de los patrones utilizados (0,1 mg/ml) para la

determinacion del perfil de compuestos fendlicos en los frutos de B. microphylla a los
84 dias desde la plena floracion.

Efecto secuestrador sobre los radicales 1,1-difenil -2-picrilhidrazilo

El efecto secuestrador de los radicales DPPH vari6 durante el periodo de
fructificacion y con la concentracion del extracto metandlico (Fig. 1.2.6A, Fig. 1.2.7). El
efecto secuestrador de los radicales DPPH a los 70 y 126 DPF fue eficaz en una
concentracion menor (0,25 mg/ml) que a los 84, 98 y 112 DPF (0,50 mg/ml), lo que
podria explicarse por el patrén similar de acumulacion de contenido de fenoles y sus
correlaciones significativas y positivas (Tabla 1.2.6). El efecto secuestrador de los
radicales DPPH de los antioxidantes estandar usados como referencia fue mas
efectivo en esta propiedad, mostrando la misma actividad a concentraciones mas
bajas (0,10 mg/ml) en comparacion con la demostrada por los extractos metandlicos
de los frutos (0,25 y 0,50 mg/ml) (Fig. 1.2.6B). La CEs vario significativamente entre
los extractos metandlicos de diferentes dias DPF (Tabla 1.2.5). Los valores mas bajos
se encontraron a los 70 y 126 DPF (0,13 y 0,15 mg/ml, respectivamente), mientras que

el valor mas alto (0,23 mg/ml) se obtuvo a los 98 DPF.
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Figura 1.2.6A. Efecto secuestrador de los radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (%) en
los extractos metanolicos de los frutos de B. microphylla a los 70 (™), 84 (*), 98 (*),

112 (%) y 126 (=) dias DPF y en diferentes concentraciones de extracto metandlico
(0,0 a 1,0 mg/ml). B. Efecto secuestrador de los radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(%) en los extractos de los antioxidantes acido ascérbico (™), BHA (*) y a- tocoferol
(™) y a diferentes concentraciones (0,0 a 1,0 mg/ml). Las barras de error representan

+ 1 error estdndar del promedio.
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Figura 1.2.7. Efecto secuestrador de DPPH en los frutos de B. microphylla a los 70 (A),
98 (B) y 126 DPF (C) y para concentraciones de extracto vegetal de 0,00; 0,10; 0,25;
0,50; 0,75y 1,00 mg/ml (de izquierda a derecha). La presencia del color purpura en el
testigo, de un color amarillo intenso con 0,10 mg/ml de extracto de frutos y de color
amarillo palido frente a contenidos crecientes de extracto de frutos se explica por el
hecho que este método se basa en la reduccion de la absorbancia del radical DPPH
por antioxidantes.

Poder reductor

El poder reductor Fe*}/Fe*? varié durante el periodo de fructificacion y con la
concentracion del extracto metandlico (Fig. 1.2.8A; Fig. 1.2.9). El poder reductor a los
70 DPF fue eficaz a una concentracion menor (0,75 mg/ml) que a los 84, 98, 112 y 126
DPF (2,50 a 5,00 mg/ml), lo que podria explicarse por el patrén similar de evolucién en
el contenido de flavonoides (Tabla 1.2.6). Ademas, el poder reductor de los
antioxidantes estandar fue efectivo a concentraciones mas bajas (0,10 a 0,75 mg/ml)
qgue el poder reductor de los extractos metandlicos de los frutos (0,75 a 5,00 mg/ml)
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(Fig. 1.2.8B). La CEs para el poder reductor fue significativamente diferente entre los
extractos metanodlicos obtenidos en diferentes dias después de la fase de plena
floracion (Tabla 1.2.5). Los valores mas bajos se encontraron a los 70 DPF (0,36

mg/ml), mientras que los valores mas altos (0,8 mg/ml) se dieron a los 98 y 112 DPF.
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Figura 1.2.8A. Poder reductor (%) en los extractos metandlicos de los frutos de B.
microphylla a los 70 (™), 84 (*), 98 (*), 112 (%) y 126 () dias DPF y en
diferentes concentraciones de extracto metandlico (0,0 a 5,0 mg/ml). B. Poder reductor
(%) en los extractos de los antioxidantes acido ascérbico (™), BHA (*) y a- tocoferol
(**) y a diferentes concentraciones (0,0 a 5,0 mg/ml). Las barras de error representan

+ 1 error estandar del promedio.
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Figura 1.2.9. Poder reductor en los frutos de B. microphylla a los 70 (A), 84 (B), 98 (C),
112 (D) y 126 DPF (E) y para concentraciones de extracto vegetal de 0,00; 0,10; 0,25;
0,50; 0,75; 1,00; 2,50 y 5,00 mg/ml (de izquierda a derecha) en B, C, D y E. La
presencia del color amarillo palido en el testigo, que va virando a un color verde palido
con 0,10 mg/ml de extracto de frutos para luego convertirse en verde intenso frente a
contenidos crecientes de extracto de frutos se explica por el hecho que este método se
basa en que los antioxidantes son sustancias capaces de reducir el ion férrico al
estado ferroso. Este método no evalla la capacidad neutralizadora de radicales libres

de la muestra estudiada, sino su capacidad reductora por transferencia de electrones.
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Tabla 1.2.5. Concentracion efectiva de los extractos metandlicos (CEsy) (mg/ml) a los
cuales los radicales DPPH fueron secuestrados en un 50% del maximo ES y el poder
fue del 50% del maximo poder reductor en frutos de B. microphylla entre los 70 y 126
dias desde plena floracion (DPF).

Efecto principal CE sES CEso PR
DPF
70 0,13b 0,36¢
84 0,16b 0,51bc
98 0,23a 0,80a
112 0,20a 0,77a
126 0,15b 0,65ab
p <0,001 <0,001

Valor CEso: El valor CEs, fue obtenido por la interpolacion desde el andlisis de regresion linear
entre la concentracion de las muestras (mg/ml) y ES y PR. p £ 0,05. Valores seguidos por letras
diferentes en cada columna son significativamente diferentes de acuerdo al test de
comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.
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Tabla 1.2.6. Coeficientes de correlacion lineal (r) entre pares de las siguientes

variables: contenidos de antocianinas (A), flavonoides (FL) y fenoles (FE) en términos
de PFF y PSF, efecto secuestrador de radicales DPPH (ES), poder reductor (PR),
peso de frutos frescos (PFF), peso de frutos secos (PSF), firmeza de los frutos (F),

color (C), sdlidos solubles (SS), acidez total titulable (ATT) y ratio entre sélidos

solubles/acidez total titulable (SS/TTA). r P = coeficiente de correlacién y probabilidad ns, *,

** no significativo, significativo a p < 0,05 y 0,01, respectivamente.

A A FL FL FE FE ES PR

PFF  PSF PFF PSF PFF  PSF
PFF -0,31™ -0,18™ -0,49** -0,35™ -0,20™
PSF 0,53* -0,64** -0,65** -0,38** -0,58**
F -0,37™ -0,42™ 0,36™ 0,38™ -0,09° 0,46* 0,33® 0,40*
C 0,68* 0,77** -0,90** -0,91* 0,21 -0,78 -0,68** -0,84**
SS 099 0,97 -0,72% -0,76** 0,82** -0,42** -0,07 -0,50"
ATT  -0,70*+ -0,80** 0,96** 0,98 -0,22 0,89** 0,65* 0,92**
SS/IATT  0,98* 0,99* -0,78* -0,81* 0,74* -053® -0,16™ -0,56™
APFF 1,00 -0,72%* 0,82 -0,09™  -0,48*
A PSF 1,00 -0,47* -0,39™ -0,23™ -0,60*
FL PFF 1,00 -0,28™ 0,65  0,89**
FL PSF 1,00 0,84**  0,64** 0,90*
FE PFF 1,00 0,34 0,00
FE PSF 1,00 0,84** 0,91*
ES 1,00  0,86**
PR 1,000
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DISCUSION
En los frutos de B. microphylla, la biosintesis de antocianinas se inicié después
de la fase de crecimiento lento del fruto (84 DPF), para luego aumentar notablemente
durante el periodo de maduracién cuando la biomasa de los frutos alcanz6 su valor
méaximo, y sigui6 aumentando hasta el final del periodo de fructificacion, incluso
cuando la biomasa de los frutos disminuia. Las condiciones precisas que inician la
sintesis de antocianinas no estdn bien establecidas, pero se ha argumentado
razonablemente que la acumulacion de azucar proporciona el sustrato necesario para
la sintesis de estos compuestos (Jackson, 2008). La baja produccion de antocianinas
durante las primeras etapas del crecimiento del fruto se puede explicar porque la
asignacion de carbono se utiliza principalmente para mantener el aumento de la
biomasa del metabolismo primario, cuando el crecimiento es muy activo. Por otro lado,
cuando el crecimiento termina, el carbono ya no se necesita en grandes cantidades
para el metabolismo primario y entonces pueden comenzar a sintetizarse los
metabolitos secundarios (Bourgaud et al., 2001), hecho que podria explicar la
correlacion positiva y significativa encontrada entre las antocianinas y el color, los
soélidos solubles y la relacion entre los sdlidos solubles y la acidez total titulable en los
frutos de B. microphylla (Tabla 1.2.6). El contenido de antocianinas encontrado en los
frutos de B. microphylla en la madurez (753 mg/100 g de peso fresco de frutos) fue
comparable al reportado por Ruiz et al. (2010) en B. microphylla del sur de Chile. Sin
embargo, el contenido de antocianinas encontrado en este trabajo (10 a 18 mg/g peso
seco) fue mayor que el observado en los frutos de B. buxifolia en la madurez crecidos
en Chile (Arribillaga Garcia, 2001; Mariangel et al., 2013; Reyes-Farias et al., 2014) y
mayor que la de otras bayas color purpura, como Ribes nigrum (350 mg/100 g peso
fresco de frutos), Rubus spp. (55-60 mg/100 g peso fresco de frutos), Fragaria spp. (40
mg/100 g peso fresco de frutos) (Lister et al., 2002), y Vaccinium spp. (1,2 mg/g PFF)
(Zheng y Wang, 2003). Las antocianinas son los principales componentes fendlicos de
las frutas finas, y su actividad antioxidante esta estrechamente relacionada con el
contenido de fenoles totales (Deighton et al., 2002).
La sintesis de flavonoides, i.e. aquellos compuestos que se detectan a 510 nm,
como la quercetina cuando se forman complejos con el aluminio, tiende a disminuir y
cesar durante la maduracién, como se encontré para las uvas, y con compuestos
fendlicos no flavonoides (Jackson, 2008). Este patron de acumulacion del contenido de
flavonoides y posterior descenso durante la maduracién sugiere su degradacion y la
utilizacion para la biosintesis de otros compuestos y/o su asociacion con otros
compuestos celulares por enlaces covalentes estables. El comportamiento descripto

podria explicar el hecho que en los frutos de B. microphylla, el contenido de
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flavonoides fue positiva y significativamente correlacionado con la acidez total titulable,
mientras que fue negativa y significativamente correlacionado con el color, los sélidos
solubles, la relacion sélidos solubles y acidez total titulable y las antocianinas. En el
estudio de Cheel et al. (2007), el contenido de flavonoides varié entre 30,0 y 123,2 mg
de equivalentes de quercetina/100 g peso fresco de frutos de Fragaria sp. Los
flavonoides determinados por HPLC, en particular la catequina y rutina, siguieron los
mismos patrones de acumulacion que los flavonoides cuantificados por el método
espectrofotométrico.

En algunas bayas la sintesis de compuestos fendlicos comienza poco después
del inicio del desarrollo del fruto, como en la uva (Jackson, 2008), donde algunas
antocianinas pueden ser sintetizadas previamente, pero en la mayoria la produccion
involucra a otros compuestos fendlicos flavonoides o no flavonoides. El contenido de
fenoles en B. microphylla disminuyé significativamente desde la fase de crecimiento
lento hasta los 98 DPF, alcanzando un minimo justo cuando los sélidos solubles
comienzan a acumularse, para iniciar luego otro aumento mas pronunciado hasta
llegar a un maximo al final del periodo de maduracién. El descenso inicial podria
deberse, en parte, a la disminucion en el contenido de tanino que se encuentra en la
uva (Conde et al., 2007); Estos fenoles particulares juegan un papel importante en la
defensa contra los depredadores (Raffo et al., 2004). En el momento en que los frutos
comenzaron a madurar a los 98 DPF y el contenido de fenoles alcanzé su valor
minimo, el contenido de antocianinas todavia no mostraba un alto nivel mientras que el
contenido de flavonoides comenzaba a mostrar una marcada disminucion. El
contenido de fenoles considerado sobre una base de peso fresco demostré un
comportamiento similar al de los sélidos solubles, la relacion entre los sélidos solubles
y la acidez total titulable y las antocianinas (Tabla 1.2.6); el contenido de fenoles
considerado sobre una base de peso seco, experimenté un comportamiento similar a
la firmeza y al contenido de flavonoides, como es mostrado por las correlaciones
significativas y positivas encontradas entre ellos (Tabla 1.2.6), mientras que ademas se
encontré una correlacion negativa y significativa con el peso seco y el color de los
frutos. Las diferencias observadas en la presentacion de los picos maximos fendlicos
al principio y al final del periodo de maduracion pueden deberse al diferente contenido
de materia seca: el peso seco del fruto como porcentaje de peso fresco se duplico a
los 126 DPF (39,8%) con respecto al dia 70 DPF (20,6%). Ademas, el metabolismo de
los compuestos fendlicos varia segun el estado fisioldgico de los frutos, y desde un
punto de vista bioquimico, sus tasas de produccién se basan en la participacion de
muchas enzimas claves, aunque también hay una limitacion impuesta por la

disponibilidad de los precursores. Por lo tanto, se espera que cada clase de
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compuestos fendlicos muestre un patrén diferente de acumulacién durant e la
maduracion, apareciendo sus picos maximos en diferentes tiempos (Raffo et al.,
2004), explicando asi también las diferencias encontradas en el rendimiento de los
extractos metandlicos durante la maduracion. En general, el contenido de compuestos
fendlicos es mayor en los frutos inmaduros con respecto a los frutos maduros, con
excepcion de las antocianinas (Kéahkodnen et al., 2001). La evolucion del contenido de
fenoles en otros frutales puede mostrar una caida durante el crecimiento, e incluso
puede continuar disminuyendo de manera constante, como ocurre en algunas
especies con frutos poco coloreados (variedades de uva blanca, mango y platano), o
puede aumentar con la maduracién, como ocurre en los frutos rojos (manzanas), con
acumulacién de antocianinas o flavonoides (Hakkinen et al., 2000). Los fenoles
disminuyen en moras Yy frutillas a medida que la fruta madura (Wang y Lin, 2000). Los
contenidos fendlicos en frutos maduros de B. microphylla presentados en esta tesis
(27 a 34 mg/g peso seco de frutos) fueron superiores a los frutos de esta especie
provenientes de plantas crecidas en Chile (13,44 mg/g peso seco) (Reyes-Farias et al.,
2014) y comparables a los citados por Mariangel et al. (2013). A su vez, los contenidos
fendlicos en frutos maduros de B. microphylla obtenidos en esta tesis fueron
comparables con los encontrados para Vaccinium myrtillus (33 a 38 mg/g peso seco
de frutos) (Kahkonen et al., 2001) y Ribes nigrum (1000 mg/100 g peso fresco de
frutos) (Deighton et al., 2002), y superiores a los de otras bayas de color purpura-
rojizo, como Ribes rubrum (14 mg/g peso seco de frutos), Fragaria ananassa (16 a 24
mg/g peso seco de frutos) (Kéahkdnen et al., 2001), Rubus idaeus (300 mg/100 g peso
fresco de frutos) (Lister et al., 2002), y a especies de Fragaria nativas de América del
Sur (106 a 268 mg/100 g peso fresco de frutos) (Cheel et al., 2007). Los acidos
clorogénico, gélico, ferulico y la quercitina y rutina también fueron detectados en frutos
de B. microphylla de plantas crecidas en Chile (Mariangel et al., 2013; Ramirez et al.,
2015).

Los &cidos fendlicos determinados por HPLC y en particular el acido gélico
siguieron los mismos patrones de acumulacion que para los fenoles cuantificados por
el método espectrofotométrico.

El efecto secuestrador del DPPH se correlacion6 positiva y significativamente
con la acidez total titulable, con flavonoides (R? = 40,8; y = 30,6893 +0,8693 x) y con
los fenoles (R? = 71,1; y = 1,6468 x -15.6222) en términos de peso fresco de frutos
(Tabla 1.2.6), como se inform6 para Diospyros kaki L. cv. Mopan (Chen et al., 2008),
mientras que no se correlaciond con el contenido de antocianinas tal como fue

encontrado en frutillas (Cheel et al., 2007). El efecto secuestrador del DPPH
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observado en B. microphylla fue comparable al reportado para los frutos de B. vulgaris
(Motalleb et al., 2005) y de la corteza de B. koreana (Qadir et al., 2009).

Los valores de poder reductor mas bajos se encontraron a los 70 DPF (0,36
mg/ml), mientras que los valores mas altos se obtuvieron a los 98 DPF (0,80 mg/ml),
para disminuir luego a 0,65 mg/ml a los 126 DPF. El poder reductor se correlacion6
positiva y significativamente con el color, la acidez total titulable, con los flavonoides
(R>=80,4, y = 6.2790 +0.6229 x) y con los fenoles (R2 = 82,8; y = -17.5062 0.9074 x)
en términos de PSF, como se encontrd para B. vulgaris y B. croatica (Koncic et al.,
2010), mientras que se correlacioné negativa y significativamente con el contenido de
antocianinas (Tabla 1.2.6). El ensayo de TEAC mostr6 una correlacion positiva y
significativa entre fenoles y la actividad antioxidante en las frutas de B. microphylla
(Ruiz et al., 2010). Las relaciones descritas podrian explicar los méximos valores del
efecto secuestrador del DPPH y poder reductor obtenidos a los 70 DPF, asi como los
valores minimos para el efecto secuestrador del DPPH a los 98 DPF, y la contribucion
de los flavonoides y fenoles que son responsables, al menos en parte, de la actividad
antioxidante de los extractos metandlicos de B. microphylla. Aunque el efecto
secuestrador del DPPH en los extractos de B. microphylla fue mas efectivo a menor
concentracion (0,50 mg/ml) de lo que fue para el poder reductor (0,75 a 5 mg/ml), se
produjo una fuerte relacién entre ambos métodos en cuanto a la actividad antioxidante,
como se muestra por la correlacion lineal significativa entre ambos pardmetros (Tabla
1.2.6). Ademas, cabe destacar que el efecto secuestrador del DPPH y el poder
reductor de los extractos de los frutos de B. microphylla mostraron sus valores
maximos a concentraciones de los extractos metandlicos de los frutos apenas
mayores que las correspondientes a los antioxidantes estandar para la misma
actividad de extincion de radicales de DPPH. La actividad antioxidante de los frutos y
su composiciéon fendlica implica relaciones complejas, y por lo tanto es muy dificil de
describir con herramientas estadisticas (Kéhkdnen et al.,, 2001). Las actividades
antioxidantes atribuidas a estas sustancias presentan diferencias dentro de los
subgrupos de compuestos, por lo tanto, las propiedades antioxidantes de un
compuesto dentro de un grupo pueden variar notablemente. Por ello, niveles similares
de un compuesto especifico no implica necesariamente una respuesta antioxidante
igual. La sinergia, es decir, la capacidad de un compuesto antioxidante para mejorar al
sumarse con la actividad de otro, es otra razén para esas divergencias. Las diferencias
también pueden surgir de la metodologia utilizada para analizar la actividad
antioxidante. Por ejemplo, mientras que el método de ORAC determina correlaciones
positivas con las antocianinas en los extractos de arandano (Prior et al., 1998), el

método DPPH no muestra ninguna correlacion con las antocianinas en frutillas (Cheel
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et al., 2007; Ferreyra et al., 2007), lo que explica la relaciébn compleja entre la actividad

antioxidante de los frutos y su composicién fenélica (Kahkonen et al., 2001).
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CONCLUSIONES

Los patrones de variacion de compuestos fendlicos durante el crecimiento y
maduracion de los frutos de B. microphylla varian cuali y cuantitativamente
dependiendo del grupo especifico considerado, es decir, antocianinas, flavonoides o
fenoles, y pudieron correlacionarse con las caracteristicas de calidad de la fruta,
incluyendo el peso del fruto, la firmeza y el color, los sélidos solubles, la acidez y sus
relaciones, todos ellos responsables de la astringencia, textura, sabor y color. Ello
reviste importancia en la definicion de términos adecuados de referencia, es decir, la
concentracion de los metabolitos secundarios determinada sobre la base del peso de
fruta fresca o seca, o sobre una base de fruta por unidad, cuando se comparan estos
valores con otras especies. También es importante desde un punto de vista practico,
considerar la variaciéon de la actividad antioxidante durante la fructificacién, cuando
desde esta propiedad el valor funcional de la fruta tiene que ser examinado y
compararse con la existente en otros frutos. Los métodos espectrofotométricos para
cuantificar el contenido de fenoles son simples, rapidos y muy precisos, aunque no son
caracteristicos de un componente especifico. La informacion obtenida sobre los
patrones de acumulacion de estos metabolitos secundarios durante el crecimiento de
B. microphylla y la maduracién de los frutos permite una particular y mejor
comprension del efecto de los factores de precosecha como la luz y la fertilizacion en
este periodo. Este conocimiento contribuird a la seleccion de las practicas mas
adecuadas y a la asignacion de las mejores alternativas de uso como ser en la
definicibn del comienzo de la maduracion para el mercado fresco, el final de la
maduracion para la utilizacién industrial, etc.

En cuanto a la actividad antioxidante, evaluada en comparacion con la de
sustancias antioxidantes patrones y en comparacion con la informada para otras
especies de frutas pequefas, se encuentra que los frutos de B. microphylla poseen
una excelente actividad antioxidante, una propiedad que puede contribuir a la

calificacion de su valor funcional.
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CAPITULO 1

ESTABLECIMIENTO DE UN CULTIVO EXPERIMENTAL

EN MACETAS
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INTRODUCCION
La capacidad de adaptacion de las plantas a diversas condiciones ambientales como
la luz, la humedad y el nivel de nutrientes en el suelo, determinan los procesos de
crecimiento y desarrollo (Lieffers et al., 1999; Heinemann et al., 2000; Lencinas et al.,
2007). El factor ambiental como un efector epigenético puede manifestarse en las
respuestas fenoldgicas (Galloway y Burguess, 2012), fisioldgicas afectando el
intercambio de gases y el rendimiento fotosintético, la produccion 'y
compartimentalizacion de la biomasa, la morfologia de la hoja y la captura de agua
(Sun et al., 1995; Evans y Poorter, 2001; Damesin, 2003; Reynolds y Frochot, 2003;
Sardans et al., 2006; Lencinas et al., 2007; Martinez Pastur et al., 2007), asi como la
composicion de diferentes érganos como los frutos (Abd El-Razek et al., 2011; Lobos
et al., 2013). Es asi que las condiciones ambientales juegan un rol significativo en la
regulacién del metabolismo primario y secundario de las plantas (De Bolt et al., 2008),
siendo particularmente la luz uno de los factores ambientales que mayormente
influencian el crecimiento y distribucién fitogeografica de las especies vegetales
(Boardman, 1977, Lambers et al., 1998). En efecto, cuando se considera la fisiologia
ambiental de los arbustos, la radiacion solar es de especial importancia debido a su rol
como fuente de energia que influencia la fotosintesis de las hojas (Field y Mooney,
1983), dirigiendo la produccion biologica de la materia seca (Peri y Lasagno, 2006) y
consecuentemente el rendimiento de los frutos. En los ambientes naturales, las
plantas suelen experimentar frecuentes fluctuaciones en irradiancia, desde sol pleno a
sombra, causadas por el sombreamiento dentro del propio canopeo (Knapp y Smith,
1987), o por la proximidad a otras plantas. En plantas de Berberis creciendo en
poblaciones naturales de la Patagonia, se ha registrado la variacion en la intensidad
de luz dentro del canopeo, encontrandose que a la mitad de la altura de los arbustos la
incidencia de la luz fue de sélo el 30% de la intensidad plena, con una alta variacién
entre plantas (9,1 al 74,4%) (Peri y Lasagno, 2006). Cabe destacar que dado el habito
de crecimiento arbustivo sumado a la propagacion natural por rizomas de las especies
de Berberis, ya en los primeros afios de las plantas se producen grandes cambios en
la disponibilidad de luz dentro de las mismas. Diversas practicas como la remocion de
hojas, poda y el uso de mallas media sombra para modificar la radiacién y la
temperatura, son herramientas de manejo ampliamente usadas en diversos cultivos, y
que podrian ser utiles en la mitigacion de las condiciones ambientales extremas.
Diversos estudios se han llevado a cabo para determinar las respuestas a varias
combinaciones de niveles de sombreado y colores de mallas mediasombra en las
plantas ornamentales (Schiappacasse et al., 2007; Ovadia et al., 2009; Saifuddin et al.,

2010), en hortalizas (Rylski y Spigelman, 1986a, b; Lépez et al., 2007) y en frutales
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(Stampar et al., 2001; Shahak et al., 2004a; b; Cohen et al., 2005; Jakopic et al., 2007,
Dufault y Ward, 2009). Sin embargo, existen escasos antecedentes sobre la
aclimatacion fisiologica de las plantas de Berberis, siendo uno de ellos un estudio
previo sobre la aclimatacion de las hojas de B. buxifolia y B. heterophylla frente a
distintas intensidades de luz y disponibilidad de agua (Peri et al., 2011).

Asimismo es ampliamente conocido que la disponibilidad de nutrientes y el pH
de los suelos son factores que influencian el crecimiento y la distribucion de las
especies vegetales nativas (Wade et al., 2011), resultando determinantes no solo en el
crecimiento vegetativo, sino también en el rendimiento y en la calidad de los frutos en
las plantas y ello también es valido en el caso de los arbustos (Jeppsson, 2000).
Particularmente los frutales menores o frutas finas necesitan muchos elementos
minerales para un normal crecimiento y desarrollo (Oregon State University, 2007).
Los tres elementos primarios, nitrdgeno, fésforo y potasio, son los macronutrientes
minerales que se usan en mayores cantidades que el resto de los elementos; siendo
por ello necesario suplementar los suelos en los cuales se plantan regularmente los
cultivos.

En el caso de B. microphylla, se trata de una especie que crece en ambientes
con diferente disponibilidad de agua y nutrientes como en matorrales costeros, en
margenes y claros de los bosques de Nothofagus, en areas hiumedas de la estepa 'y a
lo largo de corrientes y rios (Moore, 1983; Orsi, 1984). En este contexto, las
respuestas fenoldgicas y morfofisioldgicas de las plantas a diferentes niveles de luz,
agua y nutrientes juegan un rol importante en su distribucion. Particularmente en Tierra
del Fuego, se ha encontrado que diversas poblaciones de B. microphylla crecen en
ambientes con diferentes contenidos de nutrientes inorganicos, a saber nitrégeno
(rango de 0,1 a 0,6% en los primeros 10 cm de suelo) y fosforo (rango de 2,2 a 47,4
ppm en los primeros 10 cm de suelo) (datos no publicados).

El estudio del comportamiento ecofisiolégico de B. microphylla frente a
diferentes condiciones de intensidad de luz y disponibilidad de nutrientes permitira
conocer su adaptabilidad fenotipica, i.e. la tolerancia y aclimatacién de las plantas

frente a los cambios en las condiciones de crecimiento.

Objetivos

El objetivo del presente capitulo es caracterizar el material vegetal y describir
las condiciones ambientales de crecimiento y desarrollo de las plantas, i.e. frente a
tres intensidades de luz y tres niveles de fertilizacion a lo largo de tres estaciones de

crecimiento.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon plantas de B. microphylla que se obtuvieron mediante
propagacion clonal por rizomas (Arena y Martinez Pastur, 1995; Arena et al., 1998) a
partir de plantas de una poblacién natural ubicada en las cercanias de la ciudad de
Ushuaia, Tierra del Fuego (54° 48" LS, 68° 19" LO, 30 msnm).

En octubre de 2006, las plantas de 2 afios de edad presentaban 1 brote crecido
en la estacion de crecimiento anterior con una longitud promedio de 8,5 cm y un
desvio estandar + 0,88 cm (Fig. 1.1.1), sin presentar diferencias significativas entre las
mismas (p = 0,315). Las plantas se colocaron en macetas (1 planta por maceta) de
polietileno negro (12 ), conteniendo el mismo suelo (7 kg) donde crecia la poblacion
de la cual se obtuvieron las plantas, presentando las siguientes caracteristicas: textura
franco arenosa; pH 5,23 + DS 0,03; porcentaje de materia organica 13,88 + DS 0,78;
nitrégeno total 0,32% + DS 0,03; fosforo disponible 35,82 ppm + DS 0,74; potasio
disponible 117,00 ppm = DS 10,12 y porcentaje de humedad a capacidad de campo
43,24 £ DS 3,40.

Figura 11.1.1. Plantas de Berberis microphylla al inicio del cultivo experimental

en macetas.
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Intensidad de luz

Se proveyeron tres niveles de intensidad de irradiacion luminica mediante el
empleo de una malla media sombra negra de rafia: intensidad de luz alta (100% de la
radiacion natural, sin empleo de malla), media (57% de la radiacion natural,
empleando una capa de malla) y baja (24% de la radiacion natural, empleando dos
capas de malla). La malla media sombra fue colocada sobre una estructura tipo tanel
de 1,20 m de altura méxima. Para establecer este gradiente de irradiacion luminica, se
tuvo en cuenta la variacion de la intensidad de luz registrada afios anteriores dentro de
la parte aérea de los arbustos, desde la parte superior de la misma y hasta la mitad de
su altura (354 + 55% de la intensidad de luz recibida), en plantas crecidas
naturalmente en las cercanias de Ushuaia, Tierra del Fuego. La intensidad de luz se
midié utilizando un Luximetro (Tenmars Lux/FC Light meter TM 201) colocado a una
altura de 0,80 m del suelo. Las mediciones se realizaron al mediodia de los dias sin
nubes y durante los meses de octubre a marzo de las tres estaciones de crecimiento, y
se encontrd que la intensidad de luz fue en promedio del 100,0, 57,1y 24,1% de la luz
natural incidente para alta, media y baja intensidad, respectivamente. Para el periodo
comprendido entre mediados de diciembre y mediados de enero de las estaciones de
crecimiento estudiadas y para la cercania de la ciudad de Ushuaia, el valor promedio
registrado para la densidad de flujo foténico fue de 2197,1 + 498,20 umol m2s™, valor
comparable con los registrados afios anteriores en Tierra del Fuego por Martinez
Pastur et al. (2007).

La temperatura del aire, la temperatura del suelo a 15 cm de profundidad y la
humedad relativa del aire se registraron mediante sensores acoplados a un data
logger Marca HOBO 8K ubicado en cada tratamiento de intensidad de luz a lo largo de
la estacion de crecimiento (Octubre a Marzo) y durante las tres estaciones de
crecimiento, registrando valores cada una hora. Dos veces por semana se registraba
la humedad del suelo en 10 macetas por tratamiento, usando un medidor de humedad
Aquaterr Soil Moisture M-300 Instrument. Cuando el porcentaje de humedad del suelo
era inferior al 55-60% de la humedad a capacidad de campo, se regaba hasta alcanzar
una humedad del 70% de la capacidad de campo.

Las temperaturas del aire y del suelo fueron muy similares en las estaciones de
crecimiento 2007/08 y 2008/09, siendo a su vez mayores que las registradas en la
estacion de crecimiento 2009/10 (Tabla I.1.1, Fig. 11.1.2-4).
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Tabla II.1.1. Valores medios de temperatura del aire (°C), temperatura del suelo (°C) y
humedad relativa del ambiente (%) en las intensidades de luz alta, media y baja, entre
los meses de octubre a marzo para las estaciones de crecimiento 2007/08, 2008/09 y
2009/10.

2007/08 2008/09 2009/10
Temperatura del aire
Alta 8,64 9,08 7,75
Media 8,44 8,57 7,34
Baja 8,17 7,96 7,17
Temperatura del suelo
Alta 8,87 8,78 8,45
Media 8,35 8,18 7,07
Baja 8,08 8,08 7,05
Humedad relativa ambiente
Alta 76,28 75,15 70,89
Media 74,60 77,85 79,51
Baja 72,34 72,41 71,39

Las bajas temperaturas del aire y del suelo registradas particularmente en el
mes de noviembre de 2009 para las tres intensidades de luz afectaron el promedio de

temperatura de dicha temporada de crecimiento (Fig. 11.1.3).
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Figura 11.1.2. Temperatura media del aire (°C), humedad relativa media del ambiente

(%) y temperatura media del suelo (°C) a lo largo de la estacion de crecimiento

2007/08 (octubre a marzo) bajo distintas intensidades de luz (alta, media y baja).
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Figura 11.1.3. Temperatura media del aire (°C), humedad relativa media del ambiente
(%) y temperatura media del suelo (°C) a lo largo de la estaciébn de crecimiento

2008/09 (octubre a marzo) bajo distintas intensidades de luz (alta, media y baja).
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Figura 11.1.4. Temperatura media del aire (°C), humedad relativa media del ambiente
(%) y temperatura media del suelo (°C) a lo largo de la estaciébn de crecimiento

2009/10 (octubre a marzo) bajo distintas intensidades de luz (alta, media y baja).
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Al observar la evolucion de las temperaturas del aire y del suelo a lo largo la
estacion de crecimiento puede destacarse que los maximos valores se obtuvieron en
los meses de enero, aunque particularmente en la estacion de crecimiento 2009/10, en
el mes de diciembre se registraron temperaturas similares a las de enero. Al comparar
las temperaturas del aire y del suelo entre las tres intensidades de luz, puede
observarse que las mayores temperaturas se registraron en alta intensidad de luz,
siguiéndole media y baja intensidad de luz (Tabla 11.1.1, Fig. 11.1.2-4).

Si bien la humedad relativa del ambiente fue similar en las tres estaciones de
crecimiento (Tabla 11.1.1, Fig. 11.1.2-4), la evolucién de dicho pardmetro a lo largo de
cada estacion de crecimiento mostrd variaciones entre las estaciones de crecimiento
(Fig. 1.1.2-4). Asi, en 2007/08 los valores minimos se observaron en enero, mientras
gue en 2008/09 esta tendencia no fue tan marcada, y en 2009/10 se presentaron los
minimos en diciembre. En estos casos, dichos minimos de humedad relativa del
ambiente fue coincidente con las menores precipitaciones y/o con la combinacién de
las variables precipitacion y temperatura. Al comparar la humedad relativa del
ambiente entre las tres intensidades de luz, puede observarse que los mayores
valores se obtuvieron en alta intensidad en 2007/08, mientras que en las siguientes

estaciones se obtuvieron en media intensidad de luz (Tabla 11.1.1, Fig. 11.1.2-4).

Fertilizacion inorganica

Se realiz6 el aporte de los macronutrientes Nitrdgeno (N), Fésforo (P) y Potasio
(K) en una relacion N:P:K 1:0,6:1,2 y en 3 niveles: 0,00; 3,36 y 6,72 g por planta,
denominados 0, 1 y 2 respectivamente, los que se aportaron en partes iguales (0; 1,68
y 3,36 g) en dos épocas durante cada estacion de crecimiento: al inicio de la plena
floracién (fines de octubre) y durante el crecimiento de los brotes (principio de enero),
segun experiencias previas (Arena y Vater, 2003). Los fertilizantes empleados fueron:
nitrato de amonio (NO3;NH.,), superfosfato triple de calcio (Ca (H.PO.),) y sulfato de
potasio (SO.K;) (Tabla 11.1.2). Estos fertilizantes son los utilizados para el cultivo de

especies de frutales menores de los géneros Ribes y Rubus en Tierra del Fuego.

Tabla 11.1.2. Fertilizantes y elementos aportados (g) por planta de B. microphylla a lo

largo de la estacion de crecimiento segun los niveles de fertilizacion.

Nivel de fertilizacion NO;sNH. (N) Ca (H2PO.): (P) SO4K; (K)
0 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
1 1,50 (0,50) 0,66 (0,30) 1,20 (0,60)

2 3,00 (1,00) 1,32 (0,60) 2,40 (1,20)




-86 —
Cultivo experimental en macetas

Disefio experimental
Se disefidé un ensayo factorial compuesto por el factor intensidad de luz (con el
nivel alta, media y baja intensidad de luz) y el factor fertilizacion (con el nivel 0, 1y 2
de fertilizacion), quedando las siguientes combinaciones: A0, Al, A2, MO, M1, M2, BO,
Bl y B2. Para cada combinacién de intensidad de luz y nivel de fertilizacién, se
asignaron 100 plantas. Las macetas se rotaron de lugar periddicamente. El ensayo se
instalé en el campo experimental del Centro Austral de Investigaciones Cientificas,

Ushuaia, Tierra del Fuego.

CONCLUSIONES

Las temperaturas del aire y del suelo y la humedad relativa ambiente variaron
con la intensidad de luz de los tratamientos. Las temperaturas del aire y del suelo
fueron mayores en alta intensidad de luz, para disminuir en media y baja intensidad de
luz. La humedad relativa ambiente fue mayor en alta intensidad en 2007/08, mientras
gue en las siguientes estaciones de crecimiento los maximos valores se obtuvieron en

intensidad de luz media.
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CAPITULO 2

FENOLOGIA
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INTRODUCCION

Los 6rganos aéreos vegetativos y reproductivos presentes a lo largo del ciclo
de crecimiento de las plantas muestran diferentes aspectos de acuerdo a la fecha
precisa en la estacion de crecimiento. Estos cambios se llaman fases fenoldgicas y el
estudio de la sucesién en el tiempo de estas fases se denomina fenologia (Gil-Albert
Velarde, 2006), la que esté estrechamente influenciada por el clima y por los cambios
estacionales. Es ampliamente conocido que la disponibilidad de luz, fotoperiodo,
temperatura, agua y nutrientes en el suelo afectan la fenologia de diversas especies
vegetales (Gil Albert Velarde, 2006; Fremlin et al., 2011, Galloway y Burguess, 2012).
Desde el punto de vista climatoldgico, las fases asociadas a la fenologia del cultivo
son claves para la interpretacion adecuada de los cambios ocurridos en las mismas en
respuesta a factores biocliméaticos cambiantes. De alli que, desde el punto de vista
agronémico, una mejor comprension de las consecuencias de un microclima particular
permite prever las respuestas de las plantas. Por otro lado, desde un punto de vista
econdmico, el conocimiento de las etapas fenoldgicas pueden predecir un probable
brote de plagas, la necesidad de una fertilizacidbn especifica, la aplicaciéon de un
producto de regulacion del crecimiento vegetal, etc (Garcia-Carbonell et al., 2002). El
conocimiento de la fenologia de una especie es una herramienta muy Uutil; la velocidad
de cambio en las fases fenoldgicas demuestra el grado de adaptacién de la especie
vegetal a condiciones climéaticas cambiantes, y dichos cambios pueden ocurrir mas
rapidamente que los cambios composicionales en la planta (Fremlin et al., 2011). La
velocidad de cambio en las fases fenoldgicas también es llamada energia de fase, y es
la mayor o menor fuerza con que se desarrolla la fase y que se valora por el nimero
de dias que tarda en manifestarse desde el primero al dltimo 6rgano (Gil Albert
Velarde, 2006). Asi, el monitoreo de los eventos fenoldgicos tales como la brotacién o
floracién, es un indicador para evaluar los efectos del cambio climético sobre la
fisiologia de las plantas.

La reduccién de la intensidad de luz y la modificacion de su calidad mediante el
empleo de mallas media sombra pueden influir sobre el momento preciso de la
induccidn floral, a la vez de provocar cambios cuali-cuantitativos en la produccién de
los frutos en la estacion de crecimiento siguiente (Lobos et al., 2013). Por otro lado, la
nutricion mineral en la relacién suelo-planta, y por ende la fertilizacion del suelo

también puede afectar el desarrollo fenoldgico de las plantas (Fremlin et al., 2011).
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Hipotesis
La fenologia de B. microphylla es afectada por la intensidad de luz y la

temperatura, el nivel de fertilizacion y las estaciones de crecimiento.

Objetivos
El objetivo de esta experiencia fue evaluar la fenologia en plantas de B.
microphylla cultivadas en diferentes intensidades de luz y niveles de fertilizacion

durante las estaciones de crecimiento 2008/09 y 2009/10.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de crecimiento
El material vegetal y las condiciones de crecimiento fueron descriptos en el
CAPITULO 1, PARTE II.

Fenologia

Los factores principales que se consideraron fueron: la intensidad de luz (baja,
media y alta), el nivel de fertilizacion (0, 1y 2), la fecha expresada en semanas (1, 2, 3
y 4) a lo largo de los meses de septiembre (S), octubre (O), noviembre (N) y diciembre
(D),(S3, S4, 01, 02, 03, 04, N1, N2, N3, N4, D1, D2) y la estacion de crecimiento
(2008/09 y 2009/10).

Al inicio de la estacion de crecimiento 2008/2009, se eligieron en forma
aleatoria 20 plantas por tratamiento, y semanalmente se evaluaron algunas de las
variables caracterizadas previamente para esta especie en plantas crecidas en una
poblacion natural, segun la escala BBCH (Arena et al., 2013). Entre las variables
vegetativas se evaluaron: apertura de yema (Fig. 11.2.1, céd. 03 ), despliegue de hoja
(Fig. 11.2.1, cbd. 15), expansion de hojas (Fig. 11.2.1, cdd. 17/54 ) y alargamiento de
brotes (Fig. 11.2.1, céd 38 ). Entre las variables reproductivas se evaluaron: boton floral
verde (Fig. 11.2.1, cdd. 17/54 ), boton floral amarillo (Fig. 11.2.2, céd. 59), flor abierta
(Fig. 11.2.2, cbd. 65 ), fruto cuajado (Fig. 11.2.2, cod. 71) y fructificacion (Fig. 11.2.2, cod.
75). El criterio adoptado para establecer la presencia de una fase en una planta se
basé en la presencia de la variable cuantificada en el 50% o mas de dicha plantay a
su vez, cuando esta situacion se dio en el 50% o mas de las plantas muestreadas se
consider6 que dicha fase se presentd en el tratamiento siguiendo a Fleckinger (1955)

con modificaciones.

Relacién carbono/nitrégeno

Al inicio de cada estacion de crecimiento y en el mes de noviembre, se
eligieron al azar 5 plantas por tratamiento para realizar las mediciones en aquellas
hojas nuevas crecidas en la estacion de crecimiento en la porcion medial de las ramas
fructiferas formadas en la estacion de crecimiento anterior. El material vegetal se seco
en una estufa a 65 °C hasta peso constante y luego se moli6 en un molinillo
conteniendo una malla de acero inoxidable de 1 mm. En muestras de hojas secas (0,5
a 1,0 g) se determind el contenido de nitrégeno mediante la técnica de Kjeldahl
utilizando un Buchi K350 (Buchi, Flawil, Switzerland), mientras que el contenido de
carbono se determind mediante un espectrémetro de emision de plasma (ICPS 1000

lll, Shimadzu, Kyoto, Japdn). Luego se calculd la relaciéon carbono/nitrégeno.
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Los datos se analizaron mediante un andlisis de la varianza de 4 vias y las
medias se separaron mediante el test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.

Figura 11.2.1. Fases fenologicas registradas en las plantas de B. microphylla en una
poblaciéon natural de Ushuaia, Tierra del Fuego, segun la escala BBCH. Fase de
crecimiento principal 0 (desarrollo de la yema), 1 (crecimiento de la hoja), 3
(crecimiento del brote), 4 (6érganos de propagacion vegetativa) y 5 (emergencia de
flores), con sus correspondientes cddigos de fenofases. Barras 00 — 15y 40 = 1 mm;
17/53 — 17/59 = 2 mm; 39; 42 y 49 = 10mm. Segun Arena et al., 2013.
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Figura 11.2.2. Fases fenoldgicas en las plantas de B. microphylla en una poblacién
natural de Ushuaia, Tierra del Fuego, segun la escala BBCH. Fase de crecimiento
principal 5 (emergencia de flores), 6 (floracion), 7 (desarrollo del fruto) y 8 (maduracién
de frutos), con sus correspondientes cddigos de fenofases. Barras = 5 mm. Seguln

Arena et al., 2013.
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RESULTADOS

Fenologia

El andlisis de las fases fenoldgicas vegetativas, considerando la intensidad de
luz como efecto principal, mostr6 diferencias significativas en los porcentajes de
plantas con apertura de yema, despliegue de hoja, expansion de hojas y alargamiento
de brotes (Tabla 11.2.1). El despliegue de hojas y el alargamiento de brotes fueron
méaximos en alta intensidad de luz (41,6 y 7,4%, respectivamente), mientras que la
apertura de yemas y la expansion de hojas fueron mayores en media intensidad de luz
(11,8 y 44,9%, respectivamente).

El nivel de fertilizacion afecté significativamente los porcentajes de apertura de
yema, despliegue de hoja y alargamiento de brotes (Tabla 11.2.1), siendo la apertura
de yemay el despliegue de hojas mayores cuando el aporte de fertilizante fue maximo
(11,3 y 38,2%, respectivamente), mientras que alargamiento de brotes lo fue sin el
aporte de fertilizacién (5,8%).

La fecha a lo largo de la estacion de crecimiento también afectd los porcentajes
de apertura de yema, despliegue de hoja, expansion de hojas y alargamiento de brotes
(Tabla 11.2.1), siendo la apertura de yemas maxima en la cuarta semana de
septiembre y primera de octubre (36,3 y 33,9%, respectivamente), mientras que el
despliegue de hojas lo fue en la tercera semana de octubre (82,3%), y la expansién de
hojas y alargamiento de brotes lo fueron entre la cuarta semana de noviembre y
principios de diciembre (94,1 y 17,8%, respectivamente).

Por dltimo, la apertura de yema, la expansion de hojas y el alargamiento de
brotes fueron méximos en la estaciéon de crecimiento 2008/09 (11,8, 47,4 y 9,4%,
respectivamente), mientras que el despliegue de hojas lo fue en 2009/10 (47,3%)
(Tabla 11.2.1).

Se encontraron interacciones significativas para las variables mencionadas
entre los factores principales (Tabla 11.2.1, Fig. 11.2.3), principalmente debido a
incrementos diferenciales en los valores de las variables. Asi, para la apertura de
yema, despliegue de hoja y expansion de hojas los valores maximos se presentaron
antes en las plantas de los tratamientos intensidad de luz alta y media con respecto a
los de intensidad de luz baja (Fig. 11.2.3A-C), mientras que el alargamiento de brotes
fue mayor en los tratamientos de intensidad de luz alta con respecto a los de
intensidad de luz media y baja (Fig. 11.2.3D). Del mismo modo, los valores maximos de
estas variables correspondientes a plantas expuestas al mayor nivel de fertilizacién se
anticiparon con respecto a los exhibidos en plantas de los otros tratamientos de
fertilizacion (niveles 0 y 1). Por otra parte, el alargamiento de brotes se manifestoé en

2008/09 mientras que dicha variable no se observé en 2009/10.
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Tabla 11.2.1. Fases fenoldgicas vegetativas en las plantas de B. microphylla. Valores
medios de ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion, la
semana del mes y la estacion de crecimiento como factores principales y el porcentaje
de plantas con apertura de yemas (AY), despliegue de hojas (DH), expansion de hojas

(EH) y alargamiento de brotes (AB) como variables dependientes.

Efectos principals AY DH EH AB
A = intensidad de luz
Baja 8,26b 30,36¢ 33,68c 3,82b
Media 11,80a 36,20b 44 86a 2,92b
Alta 9,65b 41,60a 39,17b 7,36a
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = nivel de fertilizacién
0 9,37ab 35,07b 39,30 5,76a
1 9,00b 34,84b 39,86 5,28a
2 11,35a 38,25a 38,54 3,05b
p 0,016 <0,001 0,259 <0,001
C = semana del mes
S3 19,00b 0,28¢g 0,00f 0,00b
S4 36,32a 14,92f 0,00f 0,00b
01 33,95a 43,14d 0,28f 0,00b
02 18,75b 70,56b 0,55f 0,00b
03 8,89c 82,29a 3,05f 0,00b
04 1,39d 74,65b 22,78e 0,00b
N1 0,55d 62,70c 37,50d 0,28b
N2 0,00d 49,58d 50,90c 0,55b
N3 0,00d 21,87e 78,33b 2,22b
N4 0,00d 10,14f 90,07a 17,78a
D1 0,00d 1,67¢g 93,26a 17,78a
D2 0,00d 8,339 94,10a 17,78a
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
D = estacion de crecimiento
2008/09 11,85a 24,81b 47,40a 9,40a
2009/10 7,96b 47,29a 31,06b 0,00b
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones Ax B x C x D (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

p = < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
El andlisis de las fases fenoldgicas reproductivas, considerando la intensidad

de luz como efecto principal, mostré diferencias significativas en los porcentajes de
plantas con boton floral verde, botdén floral amarillo, flor abierta, fruto cuajado y
fructificacion (Tabla 11.2.2), siendo los valores para botdn floral verde y fructificacion
mayor en alta intensidad de luz (7,2 y 15,7%, respectivamente), mientras que los
valores para botdn floral amarillo, flor abierta y fruto cuajado fueron mayores bajo
intensidad de luz media (19,7, 18,2 y 7,7%, respectivamente).

El nivel de fertilizacion afectd significativamente la proporcion de plantas con
flor abierta (Tabla I1.2.2), siendo significativamente mayor cuando el aporte de

fertilizante fue maximo (20,2%).
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La fecha a lo largo de la estacién de crecimiento también afecté los valores de
botdn floral verde, botdn floral amarillo, flor abierta, fruto cuajado y fructificacion (Tabla
11.2.2), registrdndose para boton floral verde el maximo valor en la segunda y tercera
semana de octubre (23,1 — 21,8%), para boton floral amarillo en la cuarta semana de
octubre (57,9%), para flor abierta en la cuarta semana de noviembre (43,1%), mientras
que fruto cuajado y fructificaciébn lo fueron en la tercer semana de noviembre y
segunda semana de diciembre (16,4 y 51,7%, respectivamente).

Por dltimo, mientras que los valores para boton floral verde, botén floral
amarillo y flor abierta fueron méximos en la estacion de crecimiento 2009/10 (7,1, 24,7
y 22,5%, respectivamente), los correspondientes a fruto cuajado y fructificacion lo
fueron en 2008/09 (8,0 y 13,7%, respectivamente). Cabe destacar que la fructificacion
a lo largo de la segunda quincena de diciembre, enero y febrero tuvo un
comportamiento diferencial de acuerdo a la intensidad de luz, siendo minimo el
porcentaje de plantas con frutos bajo intensidad de luz baja, dada la alta abscision de
los mismos.

Se encontraron interacciones significativas para las variables mencionadas
entre los factores principales (Tabla 11.2.2, Fig. 1.2.4), principalmente debido a
incrementos diferenciales en los valores de las variables. Asi, para botén floral
amarillo, flor abierta y fruto cuajado los valores maximos correspondientes al mayor
nivel de fertilizacion se anticiparon con respecto a los niveles 0 y 1 (Fig. 11.2.4A- C).
Por otra parte, flor abierta, fruto cuajado y fructificacion se adelantaron en 2008/09 con
respecto a 2009/10 (Fig. 1l.2.4F-H). Pueden observarse también las diferencias
encontradas en las fases reproductivas de los tratamientos L2, M2 y O2 mediante los

fenogramas de la Figura Fig. 11.2.5).
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Tabla 11.2.2. Fases fenolégicas reproductivas en las plantas de B. microphylla. Valores
medios de ANOVA considerando la intensidad de luz (A), el nivel de fertilizacion (B), la
semana del mes (C) y la estacion de crecimiento (D) como factores principales y el
porcentaje de plantas con botén floral verde (BFV), boton floral amarillo (BFA), flor
abierta (FA), fruto cuajado (FC) y fructificacién (FR) como variables dependientes. p=<
0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey p< 0,05.

Efectos principales BFV BFA FA FC FR
A = intensidad de luz
Baja 2,97b 15,10b 11,47b 2,86¢ 2,53c
Media 5,60a 19,74a 18,19a 7,73a 8,87b
Alta 7,22a 17,50ab  16,80a 5,97b 15,69a
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = nivel de fertilizaciéon
0 5,42 17,70 12,92b 5,62 8,26
1 5,40 17,46 13,38b 5,71 9,30
2 4,98 17,17 20,17a 5,23 9,53
p 0,796 0,870 <0,001 0,756 0,114
C = semana del mes
S3 0,00c 0,00f 0,00e 0,00d 0,00d
S4 0,00c 0,00f 0,00e 0,00d 0,00d
o1 4,22bc 0,00ef 0,00e 0,00d 0,00d
02 23,14a 9,71e 0,00e 0,00d 0,00d
03 21,76a  38,08bc 0,28e 0,00d 0,00d
04 8,78b 57,89a 7,78d 0,00d 0,00d
N1 3,89¢c 44,44b 28,96¢ 0,28d 0,00d
N2 1,11c 32,36¢c 32,63bc 10,83bc 0,00d
N3 0,28c 21,93d 29,94c 16,39a 9,72c
N4 0,00c 4,04f 43,11a 9,44c 21,67b
D1 0,00c 0,90f 36,00b 14,07ab  25,28b
D2 0,00c 0,00f 7,18d 15,25ab 51,73a
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
D = estacion de crecimiento
2008/09 3,38b 10,18b 8,42b 7,96a 13,70a
2009/10 7,15a 24,70a 22,55a 3,08b 4,36b
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Interacciones Ax B x C x D (p) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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Figura 11.2.3. Porcentaje de plantas de B. microphylla con apertura de yema (AY) en

A, despliegue de hoja (DH) en B, expansion de hojas (EH) en C y alargamiento de

brotes (AB) en D, mostrando las interacciones entre la fecha y la intensidad de luz baja

(—*), media ( & ) y alta (™). Las barras representan + error estandar de la

media.
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Figura 11.2.4. Porcentaje de plantas de B. microphylla con botén floral abierto (BFA),

flor abierta (FA), fruto cuajado (FC) y fructificacion (FR), mostrando las interacciones
en A, B, C, y D entre la fecha y el nivel de fertilizacion 0 ("®7), 1 (* )y 2 (—*), y
en E, F, G, y H entre la fecha y la estacién de crecimiento 2008/09 (™) y 2009/10 (

ik ). Las barras representan + error estandar de la media.



-99 —

Fenologia

Semanas

%

Semanas

40

30 +

20

Semanas

Figura 11.2.5. Fenogramas de las fases reproductivas de las plantas de B. microphylla

en los tratamientos L2 (arriba), M2 (medio) y O2 (abajo) durante la estacion de
crecimiento 2008-2009. Capullo ( ik ), receptividad estomatica (— #=), antesis (

——), caida de pétalos (™) y fruto (—*").

Relacion carbono/nitrégeno
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La intensidad de luz afectd significativamente (p = 0,026) la relacion
carbono/nitrogeno en las hojas al inicio de la estacidbn de crecimiento, siendo
significativamente superior en alta intensidad de luz (25,2) con respecto a media y baja
intensidad de luz (17,4 y 19,9). Sin embargo, el nivel de fertilizacion y la estacion de
crecimiento no afectaron significativamente dicho parametro (p = 0,515 y p = 0,090,
respectivamente), encontrandose que la relacion carbono/nitrégeno fue de 19,6, 20,3 y
22,7 para los niveles de fertilizaciéon 0, 1 y 2, mientras que tomé valores de 21,5y 20,1
para 2008/09 y 2009/10 respectivamente. No se encontraron interacciones

significativas entre los factores estudiados (p = 0,543).
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DISCUSION
Cambios en la fenologia a lo largo de la estacion d e crecimiento

Las primeras fases fenologicas vegetativas, apertura de yema y despliegue de
hoja, comenzaron a acontecer a partir de mediados de septiembre y durante octubre,
para dar posteriormente lugar a la expansion de hojas a partir de fines de este mes 'y
durante el resto del periodo estudiado. El alargamiento de brotes comenzé a fines de
noviembre para continuar a lo largo de la estacion de crecimiento. La primera fase
fenol6gica reproductiva (botén floral verde) comenzd a acontecer a partir de
comienzos de octubre, mientras que la fase correspondiente al boton floral amarillo lo
hizo a partir de mediados del mismo mes y su duracidon estuvo estrechamente
relacionada con el tratamiento. La fase de flor abierta se manifesté a lo largo de
noviembre para luego dar lugar a la de fruto cuajado a partir de mediados del mismo
mes y por ultimo a la fase de fructificacion hacia fines de noviembre. La fenologia de
los 6rganos vegetativos y reproductivos en estas condiciones experimentales fue
comparable a la fenologia observada en las plantas en las condiciones de crecimiento
naturales (Arena et al., 2003; 2011).

Cambios en la fenologia con la intensidad de luz

Las variables apertura de yema, despliegue de hoja, expansion de hojas, y
alargamiento de brotes pudieron relacionarse con la intensidad de luz y la temperatura
media del aire y del suelo, siendo mayores el despliegue foliar y el alargamiento de
brotes en alta intensidad de luz, mientras que la apertura de yemas y la expansiéon de
la hoja fueron mayores en media intensidad de luz. Por otra parte, las variables botdn
floral verde, boton floral amarillo, flor abierta, fruto cuajado y fructificacién también
pudieron correlacionarse con la intensidad de luz y la temperatura media del aire y del
suelo, apareciendo para ellas los mayores valores bajo exposicion de intensidad de luz
alta y media. Es asi que mientras la totalidad de las fases fenoldgicas vegetativas se
presentaron en todas las combinaciones de intensidad de luz y nivel de fertilizacion, la
totalidad de las fases reproductivas se presentaron sélo en las combinaciones de
intensidad de luz media y alta con los tres niveles de fertilizacion, dado que en
intensidad de luz baja y con los tres niveles de fertilizacion las variables botén floral
verde, boton floral amarillo, flor abierta, fruto cuajado y fructificacién se presentaron en
menos del 50% de las plantas. Estos resultados demuestran que la intensidad de luz
afecto la fenologia; en efecto, la ocurrencia de las fases se adelant6é en intensidad de
luz alta y media con respecto a baja, pudiendo correlacionarse ademas con las
mayores temperaturas del aire y del suelo desde el inicio del ensayo (CAPITULO 1,

PARTE Il), como fuera observado por Lechowicz (1984). Ademas, la mayor relacién
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carbono/nitrégeno encontrada al principio de la estacion de crecimiento en las hojas de
las plantas bajo intensidad de luz alta (25,2) en relacion a obtenidas para media (17,4)
y baja (19,8) intensidad de luz, podria explicar estos resultados. En arboles deciduos
se encontrd que una actividad fotosintética reducida debido a bajos niveles de luz
puede afectar negativamente la diferenciacion floral a causa de flujos de hidratos de
carbono reducidos desde los tejidos foliares (Corelli-Grappadelli, 2003). La intensidad
de la luz también afect6 la fenologia de Campanulastrum americanum Small (Galloway
y Burguess, 2012) y Malus domestica (Smit, 2007), asi como también la de especies
nativas de la Patagonia como Nothofagus pumilio (Martinez Pastur et al., 2007) y

Osmorhiza depauperata (Lencinas et al., 2012).

Cambios en la fenologia con el nivel de fertilizaci  6n

Las variables apertura de yema, despliegue de hoja y alargamiento de brotes
pudieron relacionarse con el nivel de fertilizacidn, alcanzando valores maximos las dos
primeras en el nivel de fertilizacibn mayor (2), mientras que el alargamiento de brotes
fue mayor en los niveles de fertilizacibn 0 y 1. La variable flor abierta también pudo
relacionarse con el nivel de fertilizacion, siendo mayor en el nivel 2. La fertilizacién
afectd la fenologia, en donde la ocurrencia de las fases se adelantd en los niveles de
fertilizacion 1 y 2 con respecto al nivel 0. Estos resultados también podrian
relacionarse con la mayor relacion carbono/nitrégeno encontrada al principio de la
estacion de crecimiento en las hojas de las plantas, que fue maxima en el nivel de
fertilizacion 2 con respecto al 1 y 0, tanto en intensidad de luz alta (relacion
carbono/nitrogeno de 22,7, 22,2 y 30,9 para los niveles de fertilizacion 0, 1 y 2,
respectivamente) como en intensidad de luz media (relacion carbono/nitrégeno de
16,7, 17,0 y 18,1 para los niveles de fertilizacién 0, 1 y 2, respectivamente). La menor
relacion carbono/nitr6geno observada al inicio de la estacion de crecimiento en las
plantas con nivel de fertilizacion 0 y 1 podria justificar el mayor crecimiento vegetativo
observado. El adelantamiento en la ocurrencia de algunas fases fenoldgicas en
respuesta a la fertilizacion con N:P:K (35:10:5) también se observo en diversas
especies del sotobosque boreal en Canada (Fremlin et al., 2011). Por ejemplo, en
Calluna vulgaris, el agregado de nitrégeno promovié una apertura de yemas mas

temprana (Nord y Lynch, 2009).

Cambios en la fenologia entre las estaciones de cre  cimiento
Las dos primeras fases fenolédgicas vegetativas (apertura de yema y despliegue
de hoja) presentaron mayor energia de fase en 2008/09 con respecto a 2009/10,

mientras que la tercera y cuarta fase fenologica vegetativa de expansion de hojas y
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alargamiento de brotes acontecieron antes en 2008/09 con respecto a 2009/10. Sin
embargo, el despliegue de hoja adquiri6é valores mayores en 2009/10 con respecto a
2008/09. La fase de botdn floral amarillo también presenté mayor energia de fase en
2008/09. Ambas variables, boton floral y flor abierta, presentaron valores mayores en
2009/10 con respecto a 2008/09, debido al mayor numero de plantas bajo intensidad
de luz media y baja que presentaron las mencionadas fases fenologicas. Las fases
fenoldgicas fruto cuajado y fructificacion se adelantaron en 2008/09 con respecto a
2009/10, presentando a su vez en 2008/09 los méximos valores. Estos resultados
muestran que la eficiencia reproductiva fue mayor en 2008/09 con respecto a 2009/10.
El adelantamiento de algunas de las fases vegetativas y reproductivas en 2008/09 con
respecto a 2009/10 se deberia a las diferentes condiciones ambientales existentes
entre ambas estaciones de crecimiento, pudiendo destacarse que noviembre de 2009
fue un mes con temperaturas atipicamente bajas (CAPITULO 1, PARTE Il), poniendo
en evidencia la relacion entre la fenologia de B. microphylla y los factores climaticos,
como fue observado para otras especies (Garcia-Carbonell et al., 2002). Las
temperaturas que se producen antes y durante la floracion afectan la duracion del
periodo de floracién y particularmente las temperaturas bajas durante dicho periodo
retrasan la caida de pétalos (Sozzi, 2007).
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CONCLUSIONES

La fenologia de las plantas de B. microphylla mostr6 cambios con la intensidad
de luz, el nivel de fertilizacion, la semana del mes y la estacion de crecimiento.

Las plantas cultivadas bajo 57 y 100% de intensidad de luz, con mayores
temperaturas del aire y del suelo y con fertilizacion presentaron el adelantamiento de
algunas fases fenoldgicas vegetativas y reproductivas, a la vez que los maximos
porcentajes de plantas con la presencia de las variables consideradas. Solo en las
combinaciones de intensidad de luz alta y media y con los tres niveles de fertilizacion
se presentaron la totalidad de las fases fenologicas vegetativas y reproductivas (o sea
en un 50% o mas de las plantas) en las dos estaciones de crecimiento estudiadas. Las
plantas presentaron en 2008/09 el adelantamiento de algunas fases fenolégicas
vegetativas y reproductivas con respecto a 2009/10, a la vez se presentaron los
mayores porcentajes de plantas con la presencia de fruto cuajado y fructificacion. Sin
embargo, en 2009/10, se observaron los mayores porcentajes de plantas con botén
floral verde, botén floral amarillo y flor abierta. Estos resultados muestran que la
eficiencia reproductiva fue mayor en 2008/09 con respecto a 2009/10.

Los cambios fenoldgicos observados en las plantas de B. microphylla se
pudieron relacionar con las condiciones ambientales de los tratamientos y con los
niveles de fertilizacién, y de manera consistente con la relacion carbono/nitrégeno
determinada en las hojas de las plantas al principio de la estacién de crecimiento,
indicando que las plantas presentan una capacidad de aclimatacion fenolégica a

dichas condiciones de crecimiento.
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CAPITULO 3

CONTENIDO DE NUTRIENTES Y PIGMENTOS FOLIARES
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INTRODUCCION

Las plantas tienen la capacidad de adaptarse a diversas situaciones
ambientales como aquellas colocadas por diferentes condiciones de luz, humedad y
nivel de nutrientes minerales en el suelo. Tal adaptacion ocurre entre otros, mediante
cambios en el contenido foliar de nutrientes (Sardans et al., 2006), y de sus pigmentos
foliares (Valladares et al., 2000; Damesin, 2003; Larcher, 2003; Zufiga et al., 2006;
Lichtenthaler et al.,, 2007). Existen algunos antecedentes en los cuales se ha
observado una variacion en el contenido de nutrientes minerales y pigmentos foliares
de arbustos siempreverdes (Katahata et al., 2007; Muller et al., 2011) como respuesta
a variaciones en las condiciones ambientales. En este sentido, el conocimiento de los
cambios en los contenidos de nutrientes y pigmentos foliares serian de valor para
establecer correlaciones con diversas variables morfofisiol6gicas y bioquimicas, y en
Gltima instancia con el crecimiento vegetativo y reproductivo de las plantas de B.

microphylla.

Hipotesis

El contenido de carbono, nitrégeno, fésforo y potasio foliar en plantas de B.
microphylla es afectado por la intensidad de luz y la temperatura, el nivel de
fertilizacion y las estaciones de crecimiento.

El contenido de las clorofilas Ay B y de los carotenoides foliar en plantas de B.
microphylla es afectado por la intensidad de luz y la temperatura, el nivel de

fertilizacion y las estaciones de crecimiento.

Objetivos
Evaluar la variacion en el contenido de carbono, nitrdgeno, fésforo y potasio
foliar en plantas de B. microphylla cultivadas bajo diferentes intensidades de luz y
niveles de fertilizacion durante las estaciones de crecimiento 2008/09 y 2009/10.
Evaluar la variacion en el contenido de las clorofilas A y B y de carotenoides
foliar en plantas de B. microphylla cultivadas bajo diferentes intensidades de luz y

niveles de fertilizacion durante las estaciones de crecimiento 2008/09 y 2009/10.
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MATERIALES Y METODOS
Contenido de carbono, nitrégeno, fésforo y potasio foliar

Los factores principales que se consideraron fueron: la intensidad de luz (baja,
media y alta), el nivel de fertilizacion (0, 1y 2) y la estacion de crecimiento (2008/09 y
2009/10). A comienzos del mes de marzo se eligieron al azar 5 plantas por
tratamiento, y se seleccionaron las hojas nuevas crecidas en la estacién de
crecimiento ubicadas en la porcion medial de los ramos formados en la estacion de
crecimiento anterior. Las hojas se secaron en una estufa a 65 °C por 7 dias hasta peso
constante y luego se molieron en un molinillo conteniendo una malla de acero
inoxidable de 1 mm para posteriormente obtener las muestras secas (0,5 a 1 g), en las
cuales se determind el contenido de nitrdgeno usando la técnica de Kjeldahl utilizando
un Buchi K350 (Buchi, Flawil, Switzerland), mientras que el carbono, el fésforo y el
potasio se determinaron mediante un espectrémetro de emision de plasma (ICPS 1000
lll, Shimadzu, Kyoto, Japén).

Los datos se analizaron mediante un andlisis de la varianza de 3 vias y las
medias se separaron a través del test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.

Contenido de pigmentos foliares

Los factores principales que se consideraron fueron: la intensidad de luz (baja,
media y alta), el nivel de fertilizacién (0, 1 y 2), el mes (noviembre, diciembre, enero,
febrero y marzo) y la estaciéon de crecimiento (2008/09 y 2009/10). A mediados de
cada mes se eligieron al azar 5 plantas por tratamiento, y se seleccionaron las hojas
nuevas crecidas en la estacion de crecimiento en la porcibn medial de las ramas
formadas en la estacion de crecimiento anterior. De las hojas se obtuvieron los discos
foliares (Fig. 11.3.1), los que fueron inmediatamente pesados y conservados
refrigerados hasta la cuantificacion de los pigmentos foliares. También se analiz6 la
relacion peso fresco/superficie foliar. Las clorofilas A y B y los carotenoides se
determinaron mediante el método espectrofotométrico de Sims y Gamon (2002).
Brevemente, dos discos foliares con una superficie 0,28 cm? cada uno se maceraron
en 2 ml de una solucion acuosa buffer tris-acetona (80% v/v, pH 7,8), y luego se
centrifugaron a 1610 x g por 10 min a 20 °C. En el sobrenadante se determiné la
absorbancia a 470, 537, 647 y 663 nm para obtener los contenidos en pum/g de la
clorofila A (0,01373xAbses3)-(0,000897xAbss37)-(0,003046xAbses7), la clorofila B
(0,02405xAbse47)-(0,004305xAbsss7)-(0,005507xAbssss) Y los carotenoides (AbSazo-
(17,1x(clorofila A+clorofila B)-9,479*Antocianinas)/119,26), siendo las antocianinas
cuantificadas mediante la ecuacion (0,08173*Absss7)-(0,00697*AbSsesr)-
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(0,002228*Abssss). Los contenidos de pigmentos expresados en mmol/m™2 de area
foliar fueron funciones de los contenidos expresados mas arriba en pm/g, del volumen
total de la solucion de extraccion y del area de la hoja total extractada.

Los datos se analizaron mediante un analisis de la varianza de 4 vias, luego las
medias fueron separadas a través del Test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.

Figura 11.3.1. Discos (0,28 cm?) obtenidos de las hojas de B. microphylla para la

cuantificacion de los pigmentos.
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RESULTADOS
Contenido de carbono, nitrégeno, fésforo y potasio foliar

Cuando la intensidad de luz fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en los contenidos de carbono, nitrégeno, potasio
y la relacion carbono/nitrogeno foliar (Tabla 11.3.1), siendo ambos, el contenido de
carbono y la relacién carbono/nitrégeno mayores en intensidad de luz alta (48,0% y
37,0 respectivamente), mientras que los contenidos de nitrdgeno y de potasio lo fueron
en intensidad de luz baja (2,0% y 5.970,9 ppm respectivamente), al igual que el de
fosforo (878,2 ppm), aunque en este caso sin mostrar diferencias significativas.

El nivel de fertilizacion afectd significativamente el contenido de los nutrientes
foliares, a excepcion del carbono (Tabla 11.3.1), siendo los valores correspondientes a
nitrogeno, fosforo y potasio mayores cuando el aporte de fertilizante fue maximo
(2,0%, 1.003,7 ppm y 6.087,4 ppm respectivamente), mientras que la relacién
carbono/nitrégeno fue mayor sin fertilizacién (37,5).

Por Ultimo, en la estacion de crecimiento 2009/10 las hojas presentaron
mayores contenidos de fosforo y potasio (911,7 y 5.367,5 ppm respectivamente) con
respecto a 2008/09, mientras que el contenido de carbono, nitrégeno y la relacién
carbono/nitrégeno no varié significativamente entre ambas estaciones de crecimiento
(Tabla 11.3.1).

Se encontraron interacciones significativas entre los factores principales para el
potasio foliar (Tabla 11.3.1, Fig. 11.3.2). Se observd que el contenido de potasio en
2008/09 fue mayor en los tratamientos bajo mayores intensidades de luz y con
fertilizacion, mientras que en 2009/10 se revirtid en parte esta tendencia, siendo mayor

en las hojas de plantas de los tratamientos con baja intensidad de luz y fertilizacion.
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Tabla 11.3.1. Nutrientes inorganicos de las hojas de B. microphylla. Valores medios de

ANOVA al inicio del mes de marzo, considerando la intensidad de luz, el nivel de

fertilizacion y la estacion de crecimiento como factores principales y el contenido de

carbono organico (%) (C), nitrégeno (%) (N), relacion carbono/nitrogeno (C/N), fosforo

(ppm) (P) y potasio (ppm) (K) como variables dependientes.

Efectos principales C N C/N P K
A = intensidad de luz
Baja 47,22b 2,0l1a 23,98c 878,24 5.970,91a
Media 47,24b 1,62b 31,41b 861,15 4.194,24b
Alta 48,05a 1,37¢c 36,97a 797,94  3.471,76b
p 0,010 <0,001 <0,001 0,550 <0,001
B = nivel de fertilizacién
0 47,33 1,37c 37,54a 696,15b 2.947,45c
1 47,59 1,68b 29,58b 837,51lab 4.602,06b
2 47,59 1,96a 25,24¢ 1.003,68a 6.087,4a
p 0,599 <0,001 <0,001 0,001 <0,001
C = estacién de crecimiento
2008/09 47,53 1,62 31,44 779,84b 3.723,77b
2009/10 47,48 1,71 30,13 911,71a 5.367,50a
p 0,830 0,202 0,324 0,043 <0,001
Interacciones A x B x C (p) 0,990 0,306 0,283 0,929 0,024

p = < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <

0,05.
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Figura 11.3.2. Contenidos foliares de potasio (K) en B. microphylla considerando la
interaccion entre la estacion de crecimiento (2008/09 y 2009/10) y la intensidad de luz

baja (:)), media (%) y alta (). Las barras representan + error estandar de la media.

Contenido de pigmentos foliares

Cuando la intensidad de luz fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en los contenidos de los pigmentos foliares
expresados tanto en términos de peso fresco (Tabla 11.3.2) como de superficie foliar
(Tabla 11.3.3), siendo los contenidos de las clorofilas A y B y los carotenoides mayores
en intensidad de luz baja. Asi, los contenidos de las clorofilas A y B y los carotenoides
en intensidad de luz baja expresados en términos de peso fresco fueron de 1,3, 0,5y
0,6 umol/g respectivamente, mientras que en términos de superficie fueron de 0,4, 0,1
y 0,2 mmol/m? respectivamente. La relaciéon clorofila A/B fue significativamente
superior en condiciones de intensidad de luz alta y media con respecto a intensidad de
luz baja (Tablas 11.3.2-3). La relacion peso/superficie foliar aumenté significativamente
(p <0,001) desde intensidad de luz baja a alta (0,029 a 0,036, respectivamente).

El nivel de fertilizacion afectdé significativamente los contenidos de los
pigmentos foliares expresados tanto en términos de peso fresco (Tabla 11.3.2) como de
superficie foliar (Tabla 11.3.3), siendo los contenidos de las clorofilas A y B y los
carotenoides mayores con los maximos niveles de fertilizacion. Asi, los contenidos de
las clorofilas A y B y los carotenoides con el nivel de fertilizacion 2 expresados en
términos de peso fresco fueron de 1,1, 0,4 y 0,6 pmol/g respectivamente, mientras que
en términos de superficie fueron de 0,4, 0,1 y 0,2 mmol/m? respectivamente. La
relacion clorofila A/B fue significativamente superior con el nivel de fertilizacion 1 con

respecto a las plantas sin fertilizacion (Tablas 11.3.2-3). La relacién peso/superficie
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foliar aumento significativamente (p = 0,046) desde el nivel de fertilizacion 0 al 2 (0,032
a 0,033, respectivamente).

El mes a lo largo de la estacion de crecimiento también afectd
significativamente los contenidos de los pigmentos foliares expresados tanto en
términos de peso fresco (Tabla 11.3.2) como de superficie foliar (Tabla 11.3.3), siendo
los contenidos de las clorofilas A y B mayores en los meses de enero y febrero,
mientras que los carotenoides fueron méximos en enero. Asi, los contenidos de las
clorofilas A y B y los carotenoides en enero, expresados en términos de peso fresco,
fueron de 1,1, 0,4 y 0,6 pumol/g respectivamente, mientras que en términos de
superficie fueron de 0,4, 0,1 y 0,2 mmol/m? respectivamente. La relacion clorofila A/B
fue significativamente superior al inicio y al final de la estacion de crecimiento con
respecto a los meses de enero y febrero (Tablas 11.3.2-3). La relacién peso/superficie
foliar aumenté significativamente (p < 0,001) con el mes (0,030 a 0,034,
respectivamente), siendo maxima en febrero.

Por Ultimo, en la estacion de crecimiento 2009/10 las hojas presentaron
mayores contenidos de clorofilas A y B con respecto a 2008/09 expresados tanto en
términos de peso fresco (Tabla 11.3.2) como de superficie foliar (Tabla 11.3.3), mientras
gue el contenido de carotenoides no varié significativamente entre ambas estaciones
de crecimiento en términos de pmol/g. Asi, los contenidos de las clorofilas A 'y B en
2009/10 expresados en términos de peso fresco fueron de 1,1 y 0,4 umol/g,
respectivamente, mientras que en términos de superficie fueron de 0,4 y 0,1 mmol/m?,
respectivamente. La relacion peso/superficie foliar aument6 significativamente (p
<0,001) con la estacion de crecimiento (0,031 a 0,033, respectivamente), siendo
méxima en 2009/10.

Se encontraron interacciones significativas entre los factores estudiados y para
todos los pigmentos (Tablas 11.3.2-3, Fig. 11.3.3-5), donde los contenidos de pigmentos
foliares en los tratamientos con fertilizante bajo distinto régimen de irradiacion luminica
tuvieron una variacién en su comportamiento a lo largo de los meses y en las dos
estaciones de crecimiento. La clorofila A vario significativamente entre los niveles de
fertilizacion en alta intensidad de luz (0,21 a 0,34 mmol/m?), mientras que dichas
diferencias fueron menores en intensidad de luz media y legaron a ser minimas en
baja intensidad de luz (0,39 a 0,42 mmol/m?) (Fig. 1.3.3A). La misma tendencia se
observo para la clorofila B y los carotenoides (Fig. 11.3.4A y 11.3.5A). La clorofila A vario
significativamente entre los meses en intensidad de luz alta (0,21 a 0,29 mmol/m?), con
un pico en el mes de enero (0,33 mmol/m?), mientras que en intensidad de luz baja la
clorofila A permanecié constante a partir de enero (Fig. 11.3.3B). La misma tendencia

se observé para la clorofila B y los carotenoides (Fig. 11.3.4B y 11.3.5B ). Si bien los
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contenidos de clorofilas A y B presentaron diferencias entre los afios y en las
diferentes intensidades luz (Fig. 11.3.3C y 11.3.4C), el contenido de carotenoides solo

vario entre ambas estaciones de crecimiento en media intensidad de luz (Fig. 11.3.5C).
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Tabla 11.3.2. Pigmentos (umol/g PF) en las hojas de B. microphylla. Valores medios de
ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion, el mes y la estacion
de crecimiento como factores principales y la clorofila A (A), clorofila B (B),
carotenoides (CR) y la relacion clorofila Alclorofila B (A/B) como variables

dependientes.

Efectos principales A B CR A/B
A = intensidad de luz

Baja 1,338a 0,477a 0,649a 2,812b
Media 0,942b 0,315b 0,523b 3,040a
Alta 0,764c 0,248c 0,479c 3,075a

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

B = nivel de fertilizacién

0 0,891c 0,312c 0,510c 2,950b

1 1,024b 0,343b 0,540b 3,006a
2 1,129a 0,383a 0,601a 2,972ab

p <0,001 <0,001 <0,001 0,017

C =mes

Noviembre 0,766¢ 0,251c 0,496¢ 2,998a
Diciembre 1,044b 0,344b 0,579ab 3,030a

Enero 1,145a 0,397a 0,605a 2,918b

Febrero 1,124a 0,396a 0,561b 2,879b

Marzo 0,995b 0,346b 0,511c 3,053a

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

D = estacion de crecimiento

2008/09 0,959b 0,319b 0,552 2,987

2009/10 1,071a 0,374a 0,549 2,965

p <0,001 <0,001 0,7070 0,1706
Interacciones Ax B x C x D (p) <0,001 0,003 <0,001 <0,001

p = < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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Tabla 11.3.3. Pigmentos (mmol/m?) en las hojas de B. microphylla. Valores medios de

ANOVA considerando la intensidad de luz, la concentracion de fertilizante, el mes y la

estacion de crecimiento como factores principales y la clorofila A (A), clorofila B (B),

carotenoides (CR) y la relacion clorofila Alclorofila B (A/B) como variables

dependientes.

Efectos principales A B CR A/B
A = intensidad de luz

Baja 0,397a 0,142a 0,192a 2,856b
Media 0,323b 0,108b 0,183b 3,087a
Alta 0,283c 0,092c 0,176b 3,123a

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

B = nivel de fertilizacién

0 0,294c 0,101c 0,171c 2,996b
1 0,345b 0,115b 0,183b 3,052a
2 0,370a 0,126a 0,197a 3,018ab

p <0,001 <0,001 <0,001 0,017

C =mes

Noviembre 0,231c 0,076d 0,150c 3,045a
Diciembre 0,328b 0,108c 0,183b 3,0780a

Enero 0,385a 0,133a 0,206a 2,924b

Febrero 0,372a 0,131ab 0,186b 3,101b

Marzo 0,366a 0,123b 0,193b 3,053a

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

D = estacion de crecimiento

2008/09 0,300b 0,099b 0,175b 3,033

2009/10 0,372a 0,128a 0,192a 3,011

p <0,001 <0,001 <0,001 0,170
Interacciones Ax B x C x D (p) <0,001 <0,001 0,329 <0,001

p = < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <

0,05.
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Figura 11.3.3. Contenido foliar de clorofila A (A) en B. microphylla, mostrando las
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Contenido de carbono, nitrégeno, fosforo y potasio foliar

El contenido de nutrientes en los tejidos foliares, raices o tallos, esta
relacionado a los procesos fisioldgicos asociados a la respiracion, la fotosintesis, y los
procesos de absorcion de nutrientes minerales y agua (Marschner, 1995), absorcién
que a su vez es particularmente influenciada por la combinacion de los factores
ambientales como el agua en el suelo (Austin y Sala, 2002; Peri et al., 2008) y
disponibilidad de luz (Larcher, 2003).

El contenido de carbono, nitrbgeno y potasio foliares y la relacion
carbono/nitrégeno en B. microphylla pudo correlacionarse con la intensidad de luz y la
temperatura del aire y del suelo, siendo el carbono y la relacion carbono/nitrégeno
mayores en intensidad de luz alta. Estos resultados no coinciden con los encontrados
para plantulas de Nothofagus pumilio creciendo en diferentes intensidades de luz
(Soler Esteban et al., 2011), en donde el mayor contenido de carbono se obtuvo en
plantulas crecidas en intensidad de luz baja, hecho que podria explicarse por un lado
por el estrés de las plantas bajo condiciones de intensidad de luz baja que puede
afectar la cantidad de dioxido de carbono que ingresa a través de la apertura
estomaética, alterando la relacién entre los nutrientes fijados (Kendrick y Kronenberg,
1994; Larcher, 2003; Baquedano y Castillo, 2006), y por el otro porque el patrén de
absorcion de nutrientes, asimilacion y particion de fotoasimilados puede ser distinto al
de B. microphylla por tratarse de plantulas en la fase juvenil sin capacidad de
cumplimentar el desarrollo i.e. floracion y fructificacion.

Por otra parte, el contenido de nitrégeno fue mayor en baja intensidad de luz,
hecho que estaria sugiriendo que el contenido de nitrégeno en plantas crecidas en
intensidad de luz baja estaria en exceso para los requerimientos fisiolégicos vy
entonces representan un consumo de lujo (Evans et al., 2001) si se considera la
produccion de formaciones fructiferas y de frutos en las plantas (CAPITULO 5, PARTE
II). Ha habido también mayor tasa fotosintética, mayor fijacion de CO, y aumento el
numerador en la relacion C/N, mientras que a baja irradiancia sucedi6 lo contrario
(CAPITULO 4, PARTE Il). Estos resultados coinciden con los obtenidos para plantulas
de N. pumilio que presentaron los mayores contenidos foliares de nitrégeno bajo un
26% de la intensidad de luz natural (Soler Esteban et al., 2011). Asimismo, en Abies
balsamea creciendo bajo diferentes tratamientos de luz (10, 40, 70 y 100% de la
intensidad de luz ambiental), el contenido de nitrégeno fue mayor (2,7%) bajo un 40%
intensidad de luz (Evans et al., 2001). Al igual que lo encontrado para el nitrégeno, el
contenido de potasio fue mayor en intensidad de luz baja, como también se encontré
en plantulas de N. pumilio (Soler Esteban et al., 2011). El potasio estimula ademas la

fijacion de CO,, mejorando la fotosintesis para aquellas plantas que crecen en
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intensidad de luz baja (Marschner, 1995). Este mineral, al igual que otros nutrientes
como magnesio y calcio, se relaciona con la turgencia celular, la entrada de agua, la
regulacion del pH y la estructura celular (Marschner, 1995), disminuyendo su
concentracion cuando la disponibilidad de luz y contenido de agua en el suelo se
incrementa, en forma similar a lo encontrado para N. pumilio (Soler Esteban et al.,
2011). Si bien el fosforo no vario significativamente entre las distintas intensidades de
luz, su contenido fue mayor en baja intensidad de luz, probablemente debido al
fendbmeno de consumo lujurioso descrito para el nitrégeno (Evans et al., 2001),
mientras que en intensidades de luz media y alta se mantiene aproximadamente
constante. Si bien el contenido de nitrogeno y potasio foliar se encuentra dentro de lo
esperable (Peinemann, 1998), el contenido de fosforo en las hojas de las plantas bajo
ensayo podria considerarse como bajo. Sin embargo, valores similares de contenido
de fosforo fueron encontrados en las hojas de las plantas crecidas naturalmente en la
poblacion de origen (850 + 50 ppm).

El contenido de nitrégeno, fosforo y potasio asi como la relacion de
carbono/nitrégeno foliares se correlacionaron con el nivel de fertilizacion. El aporte de
dosis crecientes de fertilizantes propicié el aumento del contenido de nitrégeno foliar,
coincidiendo con lo encontrado en Abies balsamea (Evans et al., 2011), al igual que
los contenidos de fdsforo y potasio. Cabe destacar que los contenidos de fosforo y
potasio fueron superiores en la estacion de crecimiento 2009/10 en relacion a los
obtenidos en la estacién de crecimiento 2008/09, presentandose particularmente para
el potasio un mayor contenido en las hojas de plantas de los tratamientos con baja
intensidad de luz y fertilizacion en la estacion de crecimiento 2009/10. Estos resultados
podrian estar indicando que en dicha temporada dicho elemento estaria en exceso
para los requerimientos fisioldgicos y entonces representan un consumo de lujo
(Evans et al., 2001) si se considera la produccion de formaciones fructiferas y de frutos
en las plantas (CAPITULO 5, PARTE II).

Contenido de pigmentos foliares

Con relacion a los procesos fotosintéticos controlados por la luz incidente, si
bien es més apropiado usar el &rea foliar como un sistema de referencia para analizar
los niveles de clorofila y carotenoides (Lichtenthaler et al., 2007), pudo observarse que
al expresar los contenidos en relacion al peso foliar se obtuvieron resultados similares.
La sintesis de clorofila y carotenoides en las plantas estd regulada por factores
endogenos (por ejemplo la actividad enzimatica) y exégenos (como la disponibilidad
de nutrientes, agua y luz) durante los procesos de crecimiento y diferenciacion
(Gehring et al., 1977; Timko, 1998; Valladares et al., 2000). Los contenidos de los
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pigmentos foliares pudieron correlacionarse con la relacion peso/superficie foliar, con
la intensidad de luz y la temperatura del aire y del suelo al disminuir 1,7, 1,9 y 1,3
veces para clorofila A y B y carotenoides expresados por unidad de peso desde
intensidad de luz baja a alta, lo que podria ser explicado tal vez a través de la
destruccion de los pigmentos por foto-inhibicion (Larcher, 2003; Zufiiga et al., 2006).
Los contenidos de pigmentos foliares encontrados en B. microphylla estdn de acuerdo
con aquellos reportados para diversas especies forestales (Valladares et al., 2000; Lee
et al., 2003; Zdfiga et al., 2006; Lichtenthaler et al., 2007; Aranda et al., 2008; Soler
Esteban et al., 2011). Los valores de la relacion entre los contenidos de las clorofilas
A/B en intensidad de luz alta (2,8-3,6) y en intensidad de luz baja (2,5-3,1) son
caracteristicos de las hojas de tipo sol y de sombra respectivamente (Damesin, 2003),
los cuales fueron algo inferiores que las reportadas para especies de Nothofagus
(Hogan et al., 1997; Lee et al., 2003; Torres Netto et al., 2005; Zufiga et al., 2006). Los
carotenoides son usualmente considerados por tener dos grandes funciones en la
fotosintesis. Ellos sirven como pigmentos accesorios recolectores de luz y ademas
pueden actuar para proteger los pigmentos clorofilicos de la reaccién de foto-
oxidacion destructiva perjudicial en alta irradiacion luminica (Valladares et al., 2000;
Ort, 2001; Baquedano y Castillo, 2006; Lichtenthaler et al., 2007). Los resultados
obtenidos en B. microphylla indicarian que actllan como pigmentos accesorios
recolectores de luz ya que siguen la misma tendencia que las clorofilas, o sea su
contenido es maximo en las hojas expuestas a intensidad de luz baja.

Los contenidos de los pigmentos en las hojas estan cercanamente
relacionados con los contenidos de los nutrientes en las hojas (Larcher, 2003), dada la
composicion quimica de los pigmentos (Timko, 1998), asi como con los procesos
fisiologicos relacionados (Damesin, 2003), hecho que explicaria los mayores
contenidos de los pigmentos foliares en los tratamientos con fertilizacion con respecto
a aquellos sin fertilizacion (las clorofilas Ay B y los carotenoides aumentaron 1,3, 1,2y
1,2 veces expresados por unidad de peso, respectivamente), afectando la formacion
de los cloroplastos (Field y Mooney, 1986) y su eficiencia fotosintética (Martinez Pastur
et al., 2007), aunque estando influenciados por la intensidad de luz.

Por otra parte, se pudo observar una estrecha correlacion entre el contenido de
los pigmentos foliares y la presentacion (el timing) de las fases fenolégicas en los
tratamientos con intensidad de luz alta y fertilizaciéon (CAPITULO 2, PARTE II), en
donde la precocidad en la presentacion de algunas fases vegetativas pudo haber
favorecido la formacién de pigmentos foliares. Ademas se observé una estrecha
relacion entre el contenido de los pigmentos foliares y la relacion peso/superficie foliar,

coincidiendo el maximo contenido de pigmentos con los maximos valores de esta
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relaciéon observados en el mes de febrero. Una relacion similar se observé entre la

relacion peso/superficie foliar entre las dos estaciones de crecimiento.



-123 -
Nutrientes y pigmentos foliares

CONCLUSIONES

El contenido de los nutrientes foliares carbono, nitrégeno, fosforo y potasio de
las plantas de B. microphylla mostré cambios con la intensidad de luz, el nivel de
fertilizacion y la estacion de crecimiento. Las hojas de las plantas cultivadas bajo
intensidad de luz alta y con mayores temperaturas del aire y del suelo presentaron los
mayores contenidos de carbono y relacion carbono/nitrégeno, mientras que aquellas
hojas de las plantas cultivadas con el nivel de fertilizacion 2 presentaron los mayores
contenidos de nitrégeno, fésforo y potasio. Las hojas de la plantas presentaron los
mayores contenidos de fosforo y potasio en 2009/10.

El contenido de la clorofila A y B y carotenoides de las plantas de B.
microphylla mostré cambios con la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion, el mes 'y
la estacion de crecimiento. Las hojas de las plantas cultivadas bajo intensidad de luz
alta y con mayores temperaturas del aire y del suelo presentaron la mayor relacion
clorofila A/B. Las hojas de las plantas cultivadas con el nivel de fertilizacion 2
presentaron los mayores contenidos de clorofila A, B y carotenoides, mientras que
aqguellas con el nivel de fertilizacién 1 presentaron la mayor relacion clorofila A/B. Las
hojas de las plantas presentaron los mayores contenidos de clorofila A, B y
carotenoides en los meses de enero y febrero, mientras que a su vez estos valores
fueron maximos en 2009/10. Se encontraron interacciones significativas entre los
factores estudiados.

Las hojas de las plantas cultivadas bajo 100% de intensidad de luz'y con 3,4y
6,7 g de fertilizante presentaron los mayores contenidos de carbono (47,7%) y una
relacion clorofila A/B de 3,1y 3,0 respectivamente.

Los cambios observados en los contenidos de nutrientes y pigmentos foliares
de las plantas de B. microphylla se pudieron relacionar con las condiciones
ambientales de los tratamientos y con los niveles de fertilizacion, y de manera
consistente con la fenologia de las plantas y la relacion peso/superficie foliar,
indicando que las plantas presentaron una capacidad de aclimatacion en la

composicion foliar bajo las condiciones ensayadas.
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CAPITULO 4

ACTIVIDAD FOTOSINTETICA
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INTRODUCCION

La fotosintesis es uno de los fendmenos fisiologicos mas importantes en el
crecimiento de las plantas (Kramer y Kozlowski, 1979; Taiz y Zeiger, 2006). La
exposicion de las plantas a diversas condiciones ambientales como la luz, la humedad
y el nivel de nutrientes en el suelo puede modificar su actividad fotosintética (Field y
Mooney, 1983; Lusk y del Pozo, 2002, Martinez Pastur et al., 2007) para adaptarse a
las nuevas condiciones ambientales. Existen algunos antecedentes en los cuales se
ha observado un cambio en el ritmo de fotosintesis en arbustos siempreverdes
(Katahata et al., 2007; Muller et al.,, 2011; Shiflett et al., 2013) en respuesta a
variaciones en las condiciones ambientales. En Berberis, se ha estudiado previamente
la adaptabilidad fisiologica de las hojas de las plantas frente a distintas intensidades de
irradiacion luminica y disponibilidad de agua (Peri et al., 2011). En este sentido,
también el conocimiento de los cambios en el ritmo fotosintético en respuesta a la
intensidad de irradiacion luminica y a la fertilizacion resultaria de interés para
correlacionar aquellos cambios con diversas variables morfosisioldgicas y bioquimicas,
y en Ultima instancia con el crecimiento vegetativo y reproductivo de las plantas de B.

microphylla.

Hipotesis
La actividad fotosintética y la tasa de respiracion oscura de las hojas de las
plantas de B. microphylla son afectadas por la intensidad de luz, la temperatura, el

nivel de fertilizacion y las estaciones de crecimiento.

Objetivo

Evaluar la variacion en la actividad fotosintética y la tasa de respiracién oscura
de las hojas de las plantas de B. microphylla cultivadas bajo diferentes intensidades de
luz y niveles de fertilizacion a lo largo de las estaciones de crecimiento 2008/09 y
2009/10.
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MATERIALES Y METODOS

Los factores principales que se consideraron fueron: la intensidad de luz (baja,
media y alta), el nivel de fertilizacién (0, 1 y 2), el mes (noviembre, enero y marzo) y la
estacion de crecimiento (2008/09 y 2009/10). A mediados de cada mes se eligieron al
azar 5 plantas por tratamiento para realizar las mediciones en aquellas nuevas hojas
crecidas en la estacion de crecimiento en la porcion medial de los ramos formados en
la estacidén de crecimiento anterior, y expuestas a la luz (sin el efecto del sombreado
por otras hojas). Las hojas se colocaron en la camara foliar de un analizador de gases
(Modelo S151—Qubit Systems, Kingston, Ontario, Canada) ubicado en un laboratorio
con condiciones controladas (12-15,2 °C), en completa oscuridad y después de 8-12
horas de acostumbramiento de las plantas a las nuevas condiciones ambientales. El
flujo respiratorio neto de CO; se registré usando el analizador que posee una camara
foliar de 9 cm?y un medidor de flujo térmico electrénico. El instrumento usa un sistema
abierto que determina el flup de CO, basado en medidas diferenciales de
concentracion de CO,. La temperatura en la camara foliar fue de 18,7 £ 2,9 °C DS,
mientras que la humedad relativa del aire fue de 42,3 + 5,7% Yy la concentracion de
CO;,de 252,1 + 35,5 ppm. El aire fue ingresado desde el exterior y varié de acuerdo a
las condiciones climaticas durante la estacion de crecimiento. Para realizar las curvas
de respuesta fotosintética a la luz, se ensayaron 10 niveles de irradiacion foténica
(320-730 nm): 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 500, 750 y 1000 umol m? s*. En ensayos
previos se incluyeron niveles superiores de irradiacion fotonica hasta llegar a los 2000
umol m? s?, no encontrandose variaciones en los valores de las variables entre los
1000 y los 2000 umol m? s, Antes de realizar las mediciones, las hojas se expusieron
durante 3 a 5 minutos a la condicién de la camara para que operasen los cambios de
intensidad de luz en la nueva condicion de equilibrio. Las mediciones de concentracion
de CO. se hicieron 500 veces por minuto y los datos se computaron cuando las
concentraciones se estabilizaron al menos 150 veces con una variacion de 1 ppm.
Para cada curva, se obtuvo la tasa de respiracion oscura (umol CO, m? s?), la
eficiencia fotosintética (umol CO, pmol DFFF*, siendo DFFF la densidad de flujo de
fotones fotosintéticos), la tasa de fotosintesis neta en hojas saturadas de luz (pumol
CO, m? s?), el punto de compensacién de la luz (umol DFFF* m? s?) y el punto de
saturacion de la luz (umol DFFF* m?2s?).

Los datos se analizaron mediante un analisis de la varianza de 4 vias, donde
las medias se separaron a través del test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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RESULTADOS

Cuando la intensidad de luz fue considerada como efecto principal, se
encontraron diferencias significativas en las variables tasa de respiracion oscura, tasa
de fotosintesis neta en hojas saturadas de luz, punto de compensacion de la luz y
punto de saturacion de la luz (Tabla 11.4.1), con los valores mayores en intensidad de
luz alta. La tasa de respiracion oscura aumenté con la intensidad de luz desde -0,6 a
-1,0 umol CO, m? s™para intensidad de luz baja y alta respectivamente, mientras que
la tasa de fotosintesis neta en hojas saturadas de luz aument6 desde 1,9 a 2,5 pumol
CO., m? s para intensidad de luz baja y alta respectivamente. A su vez, el punto de
compensacion de la luz aumenté con la irradiacion de luz desde 31,8 a 44,1 umol
DFFF* m? s, mientras que el punto de saturacién de la luz aumenté desde 274,1 a
390,9 umol DFFF* m? s™.

El nivel de fertilizacion afecto significativamente al punto de saturacién de la luz
(Tabla 11.4.1) siendo maximo con el nivel de fertilizacién 1 (365,6 pmol DFFF* m? s™).

El mes a lo largo de la estacion de crecimiento afectd significativamente la tasa
de respiracion oscura, la eficiencia fotosintética, el punto de compensacion de la luz y
el punto de saturacion de la luz (Tabla 11.4.1). La tasa de respiracion oscura fue
maxima en noviembre y enero (-0,9 umol CO, m? s™), para luego descender en marzo
(-0,6 umol CO. m? s?). La eficiencia fotosintética fue baja en noviembre (0,02 umol
CO, umol DFFF?') para ser maxima en enero (0,03 pmol CO, pmol DFFF?) y
permanecer constante hasta el fin de la estacion de crecimiento. El punto de
compensacion de la luz fue mas alto en noviembre (46,3 pmol DFFF* m? s*), para
luego descender en febrero y marzo (35,2 y 28,7 umol DFFF* m? s™). El punto de
saturacion de la luz descendioé a lo largo de la estacion de crecimiento (382,9 a 298,1
umol DFFF! m? s).

Por ultimo, en la estacion de crecimiento 2009/10 las hojas presentaron
mayores valores para la tasa de fotosintesis neta y el punto de saturacién de la luz,
mientras que en 2008/09 lo presentaron para la tasa de respiracion oscura y el punto
de compensacion de la luz. La tasa de respiracion oscura fue superior en la estacion
de crecimiento 2008/09 con respecto a 2009/10 (-1,0 y -0,6 pmol CO, m? s*,
respectivamente), al igual que el punto de compensacion de la luz (45,0 y 28,5 umol
DFFF* m? s*, respectivamente). La tasa de fotosintesis neta fue mayor en la estacion
de crecimiento 2009/10 con respecto a la 2008/09 (2,4 y 1,9 umol CO, m? s,
respectivamente), al igual que el punto de saturacion de la luz (348,1 y 319,6 umol

DFFF* m?s*, respectivamente).
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Tabla 11.4.1. Flujo respiratorio neto de CO; en las hojas de B. microphylla. Valores

medios de ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion, el mes 'y
la estacion de crecimiento como factores principales, y la tasa de respiracion oscura
(umol CO, m? s*) (TRO), la eficiencia fotosintética (umol CO, umol DFFF?) (EF), la
tasa de fotosintesis neta en hojas saturadas de luz (umol CO, m? s™*) (TFN), el punto
de compensacion de la luz (umol DFFF* m? s™) (PCL) y el punto de saturacion de la

luz (umol DFFF* m? s™) (PSL) como variables dependientes.

Efectos principales TRO EF TFEN PCL PSL
A = intensidad de luz

Baja -0,65a 0,025 1,87b 31,77b 274,07c
Media -0,73a 0,024 2,09b 34,37b  336,67b
Alta -1,03b 0,027 2,52a 44,13a  390,88a

p <0,001 0,224 <0,001 <0,001 <0,001

B = nivel de fertilizacion

0 -0,81 0,026 2,22 36,47 335,69ab
1 -0,78 0,025 2,14 37,01 365,65a
2 -0,82 0,025 2,12 36,78 300,28b

p 0,827 0,824 0,650 0,980 <0,001

C =mes

Noviembre -0,95b 0,022b 2,12 46,30a 382,87a
Enero -0,86b 0,027a 2,09 35,23b 320,60b
Marzo -0,61la 0,026ab 2,28 28,73b 298,15b

p <0,001 0,009 0,270 <0,001 <0,000

D = estacion de crecimiento

2008/09 -0,96b 0,025 1,92b 4499a 319,63b
2009/10 -0,65a 0,025 2,40a 28,52b  348,12a

p <0,001 0,914 <0,001 <0,001 0,031

Interacciones Ax B x C x D (p) 0,351 0,021 0,263 0,399 0,402

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.

Se encontraron algunas interacciones significativas para los parametros
fotosintéticos medidos entre los factores principales (Tabla 11.4.1, Fig. 11.4.1 y 11.4.2).
En intensidad de luz alta, la tasa de fotosintesis neta aumenté con el nivel de
fertilizacion, en intensidad de luz media disminuy6 con el nivel de fertilizacién, y en
intensidad de luz baja permanecié constante con el nivel de fertilizaciéon (Fig. 11.4.1A).
En intensidad de luz alta, la tasa de fotosintesis neta vari6 a lo largo de la estacion de
crecimiento, siendo mayor en noviembre y enero con respecto a marzo, mientras que
en media y baja intensidad de luz la tasa de fotosintesis neta fue mayor en marzo (Fig.
[1.4.1B). Si bien la tasa de fotosintesis neta fue mayor en la segunda estacion de
crecimiento para las tres intensidades de luz, estas diferencias fueron superiores en
media y baja con respecto a alta intensidad de luz (Fig. I1.4.1C). Otra interaccion entre
los factores estudiados se observo al comparar las curvas de respuesta fotosintética a

la luz, por ejemplo durante el mes de enero (Fig. 11.4.2). Los tratamientos con
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Figura 11.4.1. Tasa de fotosintesis neta (TFN) en hojas de B

luz, mostrando la relacion entre la intensidad de luz alta (A), medio (M) y baja (B) con
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el nivel de fertilizacion 0 (:-), 1() y 2 () en A, con el mes (noviembre (:-), enero (5

) y marzo (%) en B y con la estacion de crecimiento (2008/09 (:-) y 2009/10 (3:)) en

C. Las barras representan * error estandar de la media.
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Figura 11.4.2. Curvas de respuesta a la luz fotosintética elaboradas a partir de la tasa

de fotosintesis neta (TFN) en hojas de B. microphylla en el mes de enero, mostrando
en A la intensidad de luz baja (), media (™) y alta (™) y en B el nivel de

fertilizacion 0 (%), 1('*') y 2 (*%). Las barras representan + error estdndar de la

media.
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DISCUSION
Cambios en el flujo respiratorio neto de CO  ; con la intensidad de luz

La tasa de respiracion oscura pudo correlacionarse con la intensidad de luz y
con la temperatura del aire y del suelo y ello podria explicarse por la demanda de la
energia metabodlica que se incrementa en las plantas que crecen en ambientes
iluminados. Esto sucede también en hojas aclimatadas en ambientes de sombra que
muestran una respiracion oscura mas baja (Taiz y Zeiger, 2006). En B. microphylla, la
tasa de respiracion oscura fue 1,6 veces mayor en hojas bajo intensidad de luz alta
con respecto a hojas sometidas a intensidad luminica baja, mientras que en
Nothofagus pumillo fue de 2 veces (Martinez Pastur et al., 2007) y en Fagus fue de 3
veces (Lichtenthaler et al., 1981). Las especies arbdreas helidfilas tienen
caracteristicas que favorecen el crecimiento en ambientes iluminados, las cuales
incluyen una mayor tasa de crecimiento relativo y mayor respiracion bajo diversas
condiciones ambientales (Larcher, 2003; Kneeshaw et al., 2006; Niinemets, 2006).

Si bien la eficiencia fotosintética no estuvo relacionada significativamente con la
intensidad de luz y la temperatura del aire y del suelo, si lo estuvo la tasa de
fotosintesis neta al aumentar 1,3 veces con la intensidad luminica desde baja a alta
intensidad de luz, como se encontré en estudios previos para esta especie (Peri et al.,
2011). En B. thunbergii se observé también un incremento en la tasa fotosintética
desde 1,8-2,1 a 13,4 umol CO? m? s*a 40 y 608 DFFF* mmol m? s, respectivamente
(Xu et al., 2007). Similares resultados se observaron ademas para Nothofagus pumilio
(Martinez Pastur et al., 2007) y otras especies lefiosas (Tognetti et al., 1998; Larcher,
2003). Los maximos valores de eficiencia fotosintética en alta intensidad de luz
podrian relacionarse con el mayor contenido de nutrientes especialmente de carbono y
con una mayor relacion carbono/nitrogeno en las plantas en alta intensidad de luz
(CAPITULO 3, PARTE Il), y también es consistente con la mayor eficiencia en el uso
de los nutrientes a través de la produccion de mayor biomasa encontrada en las
plantas en estas condiciones de luz, tal como se describe en el CAPITULO 5, PARTE
Il. Las plantas adaptadas a irradiancias elevadas invierten el N asimilado en la sintesis
de Rubisco, mientras que las que crecen en la sombra lo hacen en pigmentos
fotosintéticos como se mostré anteriormente (Taiz y Zeiger, 2006). Una actividad
fotosintética y una tasa de respiracion oscura baja estan asociadas con un contenido
de proteinas bajo en las hojas sombreadas (Chapin et al., 2011). Sin embargo, en B.
microphylla si bien no se ha cuantificado el contenido de proteinas, se ha encontrado
que las hojas crecidas bajo una intensidad de luz baja contenian el mayor nivel de
nitrégeno por peso. Es probable que si el contenido de nitrégeno se hubiese

expresado por area foliar, y siendo la relacion peso y area foliar menor en intensidad
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de luz baja, el contenido asi expresado (sobre unidad de superficie) hubiese alcanzado

valores menores en dicha condicion luminica.

Si bien las plantas de B. microphylla pueden crecer en ambientes con baja
intensidad de luz - principal factor limitante para alcanzar mayores tasas de
crecimiento - este estudio demuestra que aun los ambientes altamente iluminados
siguen favoreciendo la tasa fotosintética neta con respecto a los ambientes menos
iluminados, contrariamente a lo que ocurre en otras especies del bosque, como
Nothofagus pumillo, donde un 26% de la luz natural incidente fue suficiente para
obtener los mayores valores de tasa fotosintética (Martinez Pastur et al., 2007). Las
plantas tolerantes al sol (no tolerantes a la sombra) tienen tipicamente una mayor
capacidad fotosintética cuando son expuestas a altas intensidades de luz que las
plantas no tolerantes al sol (tolerantes a la sombra) (Griffin et al., 2004). Por otra parte,
las plantas crecidas en baja intensidad de luz podrian haber sufrido fotoinhibicién
cuando fueron sometidas a altas irradiancias.

Ambos, el punto de compensacion de la luz y el de saturacion de la luz
estuvieron relacionados con la intensidad luminica, aumentando con la misma. En B.
microphylla, se encontré un incremento de 1,4 veces para el punto de compensaciéon
de la luz y el de saturacion de la luz en hojas bajo condiciones de intensidad de luz
alta con respecto a intensidad de luz baja, mientras que para Nothofagus pumillo fue
de 2,4 y 1,7 veces, respectivamente (Martinez Pastur et al., 2007). Para Fagus se
encontraron valores similares (Lichtenthaler et al., 1981). Mientras que el punto de
compensacion de la luz se pudo relacionar con la tasa de respiracion oscura, el punto
de saturaciéon de la luz se podria relacionar con la intensidad de luz debido a que las
estructuras fotosintéticas formadas bajo alta intensidad de luz son mas eficientes en el

uso de la luz.

Cambios en el flujo respiratorio neto de CO  ; con el nivel de fertilizacion

Si bien para la tasa de fotosintesis neta en hojas saturadas de luz no se
encontraron diferencias entre los distintos niveles de fertilizacidon, si se observo la
presencia de interacciones con la intensidad de luz. En condiciones de intensidad de
luz alta la tasa de fotosintesis neta aumentd con los niveles de fertilizacién desde 2,3 a
2,7 umol CO, m? s, en media intensidad de luz la tasa de fotosintesis neta disminuyé
con el nivel de fertilizacion desde 2,5 a 1,8 y umol CO, m? s*, y en baja intensidad de
luz se mantuvo constante alrededor de 1,9 umol CO, m? s™. La relaciéon directa
encontrada entre el nivel de fertilizaciébn y la tasa de fotosintesis neta en B.
microphylla, también se habia observado en diferentes cultivares de Vitis vinifera

(Tisdale et al., 1985; Conradie y Saayman, 1989). Los maximos valores de la tasa de
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fotosintesis neta podrian relacionarse con un mayor empleo de nitrégeno en diferentes

proteinas relacionadas con la fotosintesis tales como la RuBisCO y las de la antena
colectora de luz (Field y Mooney, 1986), hecho que es consistente con una mayor
concentracion de nitrégeno en las hojas provenientes de los tratamientos con
fertilizacion (CAPITULO 3, PARTE II).

Cambios en el flujo respiratorio neto de CO , a lo largo de la estacion de
crecimiento

La tasa de respiracion oscura pudo correlacionarse con la variacién de las
temperaturas y con la relacion peso/superficie de las hojas a lo largo de la estacion de
crecimiento, siendo esta Ultima variable méxima al comienzo y mediados de la
estacion de crecimiento (CAPITULO 3, PARTE II), para luego disminuir al final de la
misma, cuando las temperaturas comienzan a disminuir y las hojas son mas viejas.
Estos resultados coinciden con lo informado por Kramer y Kozlowski (1979), quienes
encontraron que en las hojas jovenes la respiracion es mas alta que en las hojas
viejas, dado que estas Ultimas contienen menos elementos fisiolégicamente activos
gue las hojas mas jovenes. En plantulas de Nothofagus pumilio, la tasa de respiraciéon
oscura también alcanzé su maximo valor en noviembre (-1,8 pmol CO, m? s?) y luego
decrecid a lo largo del verano (Martinez Pastur et al., 2007), mientras que en Litchi
chinensis, un arbol siempreverde, esta tasa disminuyd con la expansién de las hojas (6
y 2 umol CO, m? s*) (Hieke et al., 2002).

La eficiencia fotosintética estuvo relacionada con la variacion de las
temperaturas y con la relacion peso/superficie de las hojas a lo largo de la estacion de
crecimiento. Por un lado fue maxima a mediados de la estacion de crecimiento,
cuando se dieron las mayores temperaturas y por el otro, cuando las hojas
presentaron la mejor relacion peso/superficie. Existen estudios en especies lefiosas
como Litchi chinensis que informaron que cuando las hojas estaban en proceso de
despliegue y no poseian aun su tamafio final, no tenian sus cloroplastos totalmente
activos, mientras que cuando las hojas alcanzaban un buen crecimiento podian lograr
su maximo desemperio fotosintético (Hieke et al., 2002; Larcher, 2003).

Si bien en este estudio con B. microplylla la tasa de fotosintesis neta en hojas
saturadas de luz no pudo relacionarse ni con la variacion de las temperaturas ni con la
relacion peso/superficie de las hojas a lo largo de la estacion de crecimiento, es de
destacar para esta variable la existencia de interacciones entre los factores
considerados. Asi, mientras que en alta intensidad de luz, la mayor tasa de fotosintesis
neta se obtuvo en el mes de enero, en los ambientes con media y baja intensidad de

luz los mayores valores de la tasa de fotosintesis neta se obtuvieron en marzo. Esto
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también podria relacionarse con la relacién peso/superficie de las hojas. Esta relacion

en noviembre fue mayor en las hojas crecidas bajo alta intensidad de luz con respecto
a media y baja intensidad de luz, a la vez que dicha relacién aumento6 con la estaciéon
de crecimiento (considerando ambas) en las hojas de alta intensidad de luz, mientras
qgue en las hojas de media y baja intensidad de luz esta relacion permanecio
constante, lo que estaria de acuerdo con las variaciones de la tasa de fotosintesis
neta. Las variaciones encontradas en la tasa de fotosintesis neta en esta experiencia
también fueron observadas en estudios previos en plantas de esta especie y de B.
heterophylla (Peri et al., 2011), en donde el méximo valor para la tasa de fotosintesis
neta se encontré cuando la hoja estaba totalmente expandida, declinando luego con el
aumento de la edad de la hoja. Los maximos valores para la tasa de fotosintesis neta
en hojas totalmente expandidas podrian asociarse a incrementos en el nUmero total de
cloroplastos y en el numero cloroplastos bien desarrollados (Leech y Baker, 1983). Un
descenso posterior en la tasa de fotosintesis neta se podria deber a una disminucion
en el contenido de clorofila, la concentracién de las enzimas envueltas en la actividad
fotosintética, y a la modificacion en la composicion de las membranas de los
cloroplastos (Lin y Ehleringer, 1982).

El punto de compensacion de la luz al igual que el punto de saturacion de la luz
estuvo relacionado con la variacion de las temperaturas, disminuyendo a lo largo de la
estacion de crecimiento. Los mayores valores para el punto de compensacion y de
saturacion de la luz al inicio de la estacién de crecimiento pudieron deberse a un
desarrollo incompleto de las estructuras fotosintéticas; luego el punto de
compensacion y de saturacion de la luz fue disminuyendo a medida que las hojas
aumentaban su edad. Las hojas no suelen comenzar a contribuir a la economia del
carbono hasta tanto no alcanzan la mitad de su expansion, lo que ocurre mas
temprano en los &rboles deciduos de clima templado con respecto a aquellos
siempreverdes pero de zonas tropicales (Hieke et al.,, 2002). Por otro lado, con
relacion al punto de saturacion de la luz, se puso de manifiesto nuevamente el efecto
de la interaccion con el factor estacion de crecimiento: mientras que en 2008/09 el
descenso del punto de saturacion de la luz fue muy claro, en la siguiente temporada

dicha tendencia no se visualizé.

Cambios en el flujo respiratorio neto de CO  ; con las estaciones de crecimiento

La mayoria de los parametros fotosintéticos variaron con las estaciones de
crecimiento, hecho que podria correlacionarse por un lado con las condiciones
ambientales y por el otro con la condicion fisiologica de las plantas. Con respecto a las

condiciones ambientales, tanto las temperaturas medias del aire como del suelo fueron
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superiores en la estacién de crecimiento 2008/09 con respecto a 2009/10, hecho que
no se corresponde con las mayor actividad fotosintética observada en 2009/10. Cabe
destacar que la mayoria de los parametros fotosintéticos que variaron entre ambas
estaciones de crecimiento lo hicieron para los tratamientos de media y baja intensidad
de luz, a saber la tasa de fotosintesis neta aumentd para media intensidad de luz
desde 1,7 a 2,5 umol CO, m? s*, mientras que para baja intensidad de luz lo hizo
desde 1,6 a 2,1 umol CO, m? s, para 2008/09 y 2009/2010, respectivamente.
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CONCLUSIONES

Diversos parametros que refieren a la actividad fotosintética de las hojas de las
plantas de B. microphylla mostraron cambios con la intensidad de luz y el nivel de
fertilizacion a lo largo de las estaciones de crecimiento 2008/09 y 2009/10.

Las hojas de las plantas cultivadas bajo intensidad de luz alta y con mayor
temperatura del aire y del suelo presentaron los mayores valores de tasa de
respiracion oscura, tasa de fotosintesis neta en hojas saturadas de luz, punto de
compensacion de la luz y punto de saturacion de la luz. Las hojas de las plantas
cultivadas con el nivel de fertilizacion 1 presentaron los maximos valores del punto de
saturacion de la luz. Las hojas de las plantas presentaron la mayor tasa de respiracion
oscura, el punto de compensacion de la luz y el punto de saturacion de la luz en el
mes de noviembre, mientras que la eficiencia fotosintética fue méxima en enero. Las
hojas de la plantas presentaron la mayor la tasa de respiracion oscura y punto de
compensacion de la luz en 2008/2009, mientras que la tasa de fotosintesis neta y
punto de saturacion de la luz fueron mayores en 2009/10.

Las hojas de las plantas cultivadas bajo 100% de intensidad de luz alta y con
3,4y 6,7 g de fertilizante por planta presentaron las mayores tasas de fotosintesis neta
(2,3a2,7 umol CO, m?s?).

Los cambios observados en los parametros fotosintéticos de las plantas de B.
microphylla se pudieron relacionar con las condiciones ambientales de los tratamientos
y con los niveles de fertilizacién, y de manera consistente con la fenologia de las
plantas, la relacion peso/superficie foliar, el contenido de carbono foliar y la relacién de
clorofila A/B en las hojas, indicando que las plantas presentan una capacidad de
aclimatacion fisiolégica a dichas condiciones de crecimiento.

En las plantas arbustivas, la distribucion de la luz afecta la ganancia de
carbono de la planta entera afectando la disponibilidad de la DFFF para las hojas
individuales dentro de la copa. Sin embargo, para una acabada comprensién del
significado ecologico de la fotosintesis como funcion de la DFFF, alun se requiere
disponer de un conocimiento integrado de la anatomia foliar, la morfologia y la
arquitectura (angulos de ramas y hojas) en los arbustos adultos de B. microphylla, ya
que afectan la capacidad de intercepcion de la luz y por consiguiente el nivel de
fotosintesis de la copa entera. La plasticidad fenotipica es una modificacién en la
adaptacion que ajusta las plantas a las condiciones medias de la radiacién durante la

morfogénesis e incluye respuestas a corto y largo plazo.
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CAPITULO 5

PRODUCCION DE FRUTOS
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INTRODUCCION

La produccion y distribucion de la biomasa, el desarrollo del follaje y los
reemplazos en la produccion de los tejidos (i.e. balance entre la formacidén de nuevos
tejidos y caida de hojas) en las plantas son determinantes para la intercepcion de la
luz y el balance de carbono (Walters y Reich, 1999, Lusk y Piper, 2007). El balance de
carbono juega un rol importante en la tolerancia de las plantas a la falta de luz (Lusk,
2004), donde la adaptacion a las diferentes condiciones ambientales es determinante.
La variacion en la disponibilidad de luz puede afectar la compartimentacién de la
biomasa producida (Aussenac, 2000), como se ha observado en diferentes especies
lefiosas como en Fagus sylvatica (Ammer, 2003, Reynolds y Frochot, 2003) y en
Nothofagus pumilio (Lencinas et al., 2007), y por consiguiente el crecimiento de las
mismas (Tognetti et al., 1998). De la misma manera, y como una consecuencia del
balance de carbono, la variacion en la disponibilidad de luz puede afectar la
diferenciacion floral y por ende el nimero y tipo de las formaciones fructiferas (Gil
Albert Velarde, 2006). En particular, la reduccion de la intensidad de luz y la
modificacion de su calidad mediante el empleo de mallas media sombra mejora el
rendimiento y calidad de los frutos en algunas especies, como se ha encontrado en
Vaccinium sp. (Lobos et al., 2013), aunque bajo ciertas condiciones se ha observado
un efecto negativo (Retamales et al., 2008), probablemente debido a efectos en la
induccidn floral (Yanez et al., 2009). En frambueso, la fructificacion en las partes de la
copa expuestas a mas de 25% de luz incidente puede ser tan alta como 90% mientras
gue en las partes sombrias, solo del orden de 30%-50%. La exposicion directa de la
fruta al sol hacia el final de la cosecha produce dafio, el que esta mas asociado con la
radiacion ultravioleta que con la temperatura sobre 40°C (Lépez, 2012).

Por otro lado, la disponibilidad de nutrientes en el suelo también puede afectar
la compartimentacién de la biomasa producida (Huang et al., 2013), asi como el
namero y tipo de las formaciones fructiferas (Gil Albert Velarde, 2006), influenciando el
equilibrio fisiol6gico de las plantas, i.e estado de una planta adulta en el que se
evidencia una armonia entre vigor y produccion de frutos (Vozmediano, 1982).

La demanda de nutrientes de las especies de frutas pequefas o frutas finas es
muy variable; Vitis vinifera tiene un bajo requerimiento de nutrientes (Vance et al.,
2013), al igual que Vaccinium corymbossum (Molina Jara, 2010), mientras que Rubus
idaeus tiene requerimientos mas importantes (LOpez, 2012). Los efectos de la
aplicacion de fertilizantes sobre diversos parametros de rendimiento y sobre la calidad
de los frutos han sido muy contradictorios segun las especies y niveles de los
elementos aportados, como se ha observado en Fragaria x ananassa (World y Opstad,

2007) y en Vitis vinifera (Abd El-Razek et al., 2011). El nitrégeno es de extrema
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importancia en las plantas debido a que es un componente de las proteinas y de los
acidos nucleicos. Un excesivo aporte de nitrdgeno favorece el crecimiento de tallos y
hojas en detrimento del rendimiento de frutos (Bidwell, 1974), aunque no
necesariamente puede afectar el crecimiento de los frutos, siendo su aporte entonces
una herramienta para el control del rendimiento (Abd El-Razek et al., 2011). Una
reduccion ligera en el aporte de nitrégeno aunque no en forma critica, en relacion al
aporte de fésforo y potasio, usualmente resulta en una produccion de semillas y frutos
mas efectiva en las plantas cultivadas (Bidwell, 1974). El fésforo, al igual que el
nitrégeno, es un componente de los &cidos nucleicos y fosfolipidos entre otras
sustancias, cumpliendo ademas un rol “estructural”. Por otra parte, cumple un rol
importante en el metabolismo energético dada la alta energia derivada de la hidrélisis
de pirofosfatos y diversos compuestos organicos del fésforo, la cual es usada para
llevar a cabo reacciones quimicas (Bidwell, 1974). Por lo expuesto, el contenido de
fésforo en las plantas es determinante en el metabolismo y crecimiento de sus
organos. El potasio, a diferencia del nitrogeno y del fésforo, parece no tener un rol
“estructural”, pero si resulta muy importante como osmolito en el control de la fisiologia
de la apertura y cierre estomatico, al soportar un fenébmeno de cambio en la turgencia
de las células estomaticas, de importancia en la absorcién eficiente de CO;
atmosférico y control de la pérdida de agua foliar por transpiracién, por ello
manteniendo un turgor foliar 6ptimo para el metabolismo celular (Taiz y Zeiger, 2006).
Otro rol del potasio es el “catalitico”, i.e. como participe necesario en diversas
reacciones quimicas, como las inherentes a la respiracion y al metabolismo de los
hidratos de carbono. El contenido de potasio en las plantas suele determinar el habito
de crecimiento de las mismas (deficiencias de potasio producen tallos con
crecimientos arrosetados) y tallos mas cortos y débiles, con menor resistencia a
patogenos (Bidwell, 1974). El nitrégeno y el potasio tienen ademas un rol determinante
en la produccién de yemas (Abd El-Razek et al., 2011).

En estudios previos realizados en B. microphylla, se observé que cerca del
70% de los frutos se forman en estructuras fructiferas crecidas en la estacion de
crecimiento anterior, llamadas “producciones” o “ramos” (Arena et al., 2003). Ademas,
se ha observado que las plantas de B. microplylla propagadas vegetativamente por
rizomas comienzan a producir frutos al segundo afio, o sea cuando las producciones
ya tienen un afio de edad. Sin embargo, no existen antecedentes sobre la variacion de
la produccién de frutos ni sobre el numero de formaciones productivas segun su edad
y ubicacién en la planta, frente a cambios en la intensidad de luz y en el nivel de
fertilizacion, por lo que su estudio es de gran interés para la estrategia de manejo de

estos arbustos.
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Hipotesis
La produccién de frutos y el numero de formaciones productivas segun su edad
y ubicacion en plantas de B. microphylla son afectados por la intensidad de luz y la

temperatura, el nivel de fertilizacion y las estaciones de crecimiento.

Objetivos
Evaluar la produccion de frutos y el numero de formaciones productivas segun
su edad y ubicacion en plantas de B. microphylla bajo diferentes intensidades de luz y

niveles de fertilizacion durante las estaciones 2008/09 y 2009/10.
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MATERIALES Y METODOS

Los factores principales que se consideraron fueron: la intensidad de luz (baja,
media y alta), el nivel de fertilizacién (0, 1 y 2) y la estacidon de crecimiento (2008/09 y
2009/10). Durante la primera quincena de febrero de 2009 y 2010 (98 DPF para el
tratamiento A2), se eligieron al azar 20 plantas por tratamiento para realizar las
mediciones. El nUmero y tipo de formaciones fructiferas (aquellas portadoras de frutos)
se analizaron a través de diversos parametros productivos indicados en la Fig. 11.5.1, a
saber: numero de producciones con frutos por planta (brotes lignificados con dos
estaciones de crecimiento), numero de ramas con frutos por planta (brotes lignificados
con mas de dos estaciones de crecimiento), numero total de producciones y ramas
con frutos por planta, numero de producciones y ramas estructurales (aquellas
formadas en la copa de los arbustos) con frutos, nimero de producciones y ramas
basales (aquellas formadas en la parte basal de la copa de los arbustos) con frutos,
namero de frutos por planta, peso fresco de los frutos por planta, nimero de frutos por

produccion o rama y peso fresco de los frutos por produccion o rama.

Figura 11.5.1. Esquema de la planta de B. microphylla. RB: rama basal; RE: rama

estructural; PB: produccion basal; PE: produccion estructural.

Los datos se analizaron mediante un analisis de la varianza por 3 vias, donde
las medias fueron separadas a través del test de comparaciones multiples de Tukey a
p <0,05.
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RESULTADOS

El ndmero total de producciones y ramas con frutos por planta, nimero de
producciones con frutos por planta, nimero de ramas con frutos por planta, nimero de
producciones y ramas estructurales con frutos por planta y nUmero de producciones y
ramas basales con frutos por planta variaron significativamente con la intensidad de
luz (Tabla 11.5.1), presentandose los valores maximos en intensidad de luz alta. Bajo
condiciones de intensidad de luz baja y alta, el nUmero total de producciones y ramas
con frutos por planta fue de 0,0 y 6,1, respectivamente, mientras que el nimero de
producciones con frutos por planta fue de 0,0 y 5,2, respectivamente, y el nimero de
ramas con frutos por planta fue de 0,0 y 0,8, respectivamente. A su vez, el nUmero de
producciones y ramas estructurales con frutos por planta fue de 0,0 y 5,1, para
intensidad de luz baja y alta, respectivamente, mientras que el numero de
producciones y ramas basales con frutos por planta fue de 0,0 y 1,0, respectivamente.

Los valores en el nUmero total de producciones y ramas con frutos por planta,
namero de ramas con frutos por planta y numero de producciones y ramas
estructurales con frutos por planta variaron significativamente con el nivel de
fertilizacion (Tabla 11.5.1), siendo maximos sus valores con el nivel de fertilizacion 2.
Considerando los niveles de fertilizacibn 0 y 2, el nUmero total de producciones y
ramas con frutos por planta fue de 2,4 y 4,5, respectivamente, mientras que el nimero
de ramas con frutos por planta fue de 0,1 y 1,0, respectivamente, y al considerar la
ubicacién de las ramas, el nimero de producciones y ramas estructurales con frutos
por planta fue de 2,0 y 3,7, respectivamente.

Los valores en el niumero total de producciones y ramas con frutos por planta,
namero de producciones con frutos por planta, nimero de ramas con frutos por planta
y numero de producciones y ramas estructurales con frutos por planta también
variaron significativamente entre las estaciones de crecimiento (Tabla 11.5.1), que
resultaron ser maximos en la estacion de crecimiento 2009/10. El namero total de
producciones y ramas con frutos por planta fue de 2,4 y 4,7, el numero de
producciones con frutos por planta fue de 2,3 y 3,6, y el nUmero de ramas con frutos
por planta fue de 0,1 y 1,0, al comparar la estacion de crecimiento 2008/09 con
2009/10. Ademas, el numero de producciones y ramas estructurales con frutos fue de
1,9y 4,0 para 2008/09 y 2009/10 respectivamente.

No se encontraron interacciones significativas entre los tres factores principales
en los pardmetros descriptos en la Tabla 11.5.1.

Los pardmetros relacionados al numero de frutos y al peso fresco de los
mismos (numero de frutos por planta, peso fresco de frutos por planta y nimero de

frutos por produccion o rama) variaron significativamente con la intensidad de luz
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(Tabla 11.5.2), presentando los valores maximos en intensidad de luz alta. En
intensidad de luz baja y alta, los valores de estas variables fueron: para el nimero de
frutos por planta 0,0 y 15,7, mientras que en intensidad de luz media y alta los valores
fueron: para el peso fresco de frutos por planta 3,2y 5,2 g y para el numero de frutos
por produccion o rama 2,1y 2,4, respectivamente.

En relacion al nivel de fertilizacion, las variables numero de frutos por planta,
peso fresco de frutos por planta y el peso de frutos por produccion o rama también
variaron significativamente (Tabla 11.5.2), presentando los valores méaximos en el nivel
de fertilizacion 1. Considerando los niveles de fertilizacion 0y 1, los valores registrados
fueron: para el numero de frutos por planta 5,7 y 10,3, mientras que para el peso
fresco de frutos por planta 2,9y 5,4 g, y para el peso de frutos por producciéon o rama
0,6 y 0,7 g, respectivamente. No hubo respuesta para el peso de frutos por planta y
por produccion o rama con el nivel de fertilizacion 2, disminuyendo de 0,7 a 0,5 g de
peso de frutos por rama para el nivel de fertilizacion 1y 2, respectivamente.

Los valores en el numero de frutos por planta, peso fresco de frutos por planta,
namero de frutos por produccién o rama y peso de frutos por produccién o rama
también variaron significativamente entre las estaciones de crecimiento (Tabla 11.5.2),
gue resultaron ser maximos en la estacion de crecimiento 2009/10. Los valores para
las estaciones 2008/09 y 2009/2010 fueron: el numero de frutos por planta 5,4 y 12,1,
el peso fresco de frutos por planta 3,1 y 5,3 g, el nimero de frutos por produccién o
rama 1,9y 2,6 y el peso de frutos por produccién o rama 0,5y 0,7 g, respectivamente.

No se encontraron interacciones significativas entre los tres factores principales

en los pardmetros descriptos en la Tabla 11.5.2.
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Tabla 11.5.1. Crecimiento de las formaciones fructiferas de B. microphylla. Valores
medios de ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion y la
estacion de crecimiento como factores principales y nimero total de producciones y
ramas con frutos por planta (NT), nimero de producciones con frutos por planta (NP),
namero de ramas con frutos por planta (NR), nimero de producciones y ramas
estructurales con frutos (NE) y nUmero de producciones y ramas basales con frutos
(NB) como variables dependientes.

Efectos principales NT NP NR NE NB
A = intensidad de luz
Baja 0,00c 0,00c 0,00b 0,00c 0,00b
Media 4,52b 3,71b 0,81a 3,66b 0,86a
Alta 6,07a 5,252 0,82a 5,08a 0,98a
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B = nivel de fertilizacién
0 2,38b 2,24 0,14b 1,96b 0,42
1 3,74ab 3,25 0,49b 3,08ab 0,66
2 4.,46a 3,47 0,99a 3,70a 0,76
p 0,003 0,050 <0,001 0,007 0,006
C = estacioén de crecimiento
2008/09 2,39b 2,34b 0,06b 1,86b 0,53
2009/10 4,66a 3,64a 1,02a 3,96a 0,70
p <0,001 0,003 <0,001 <0,001 0,137
Interacciones A x B x C (p) 0,392 0,104 0,447 0,524 0,589

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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Tabla 11.5.2. Produccién de frutos de B. microphylla. Valores medios de ANOVA

considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion y la estacion de crecimiento
como factores principales y numero de frutos por planta (NF), peso fresco de frutos por
planta (g) (PFF), nimero de frutos por produccién o rama (NFPR) y peso de frutos por
produccion o rama (g) (PFFPR) como variables dependientes.

Efectos principales NF PFF NFPR PFFPR
A = intensidad de luz
Baja 0,00c

Media 10,56b 3,20b 2,07b 0,57
Alta 15,69a 5,19a 2,42a 0,65
p <0,001 0,004 0,033 0,087

B = nivel de fertilizaciéon
0 5,72b 2,93b 2,21 0,56b
1 10,34a 5,44a 2,48 0,73a
2 10,20a 4,22ab 2,06 0,53b
p 0,015 0,017 0,082 <0,001

C = estacioén de crecimiento

2008/09 5,41b 3,08b 1,87b 0,54b
2009/10 12,10a 5,32a 2,62a 0,68a
p <0,001 0,001 <0,001 0,002
Interacciones A x B x C (p) 0,092 0,201 0,529 0,461

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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DISCUSION
Cambios en la produccion de frutos con la intensida d de luz

El namero de formaciones fructiferas por planta (producciones, ramas,
estructurales y basales) pudieron relacionarse con la intensidad de luz, hecho que
podria explicarse al considerar que la intensidad de luz es una variable ambiental
importante en la naturaleza, dado su rol regulador de la fotosintesis (Kramer y
Kozlowski, 1979; Taiz y Zeiger, 2006) y por ende en la produccion de fotoasimilados
disponibles para el crecimiento y desarrollo como la produccion de yemas florales y
frutos (Corelli-Grappadelli, 2003). En B. microphylla se pudo comprobar que la tasa de
fotosintesis neta en hojas saturadas de luz aumenté con la intensidad luminica
(CAPITULO 4, PARTE II), hecho que podria haber favorecido que el nimero total de
producciones y ramas con frutos por planta, el nimero de producciones con frutos por
planta, el nimero de ramas con frutos por planta, el nUmero de producciones y ramas
estructurales con frutos por planta y el nimero de producciones y ramas basales con
frutos por planta fueran 6,1, 5,2, 0,8, 5,1 y 1,0 veces mayor respectivamente en las
plantas bajo intensidad de luz alta con respecto a intensidad de luz baja, pudiéndo ello
deberse a una mayor induccion y posterior diferenciacion floral en intensidad de luz
alta, tal como ocurriera en Malus domestica al estudiar la diferenciacion floral bajo
mallas media sombra luego de dos estaciones de crecimiento (Smit, 2007). Estos
resultados ponen de manifiesto que la intensidad de luz baja es muy limitante para la
formacion de frutos. En las plantas, la distribucion de la biomasa a diferentes 6rganos
depende de factores bibticos (como la densidad de hojas de las plantas) y abidticos
(como los ambientales, entre ellos disponibilidad de nutrientes en el suelo, agua y luz)
(Aussenac, 2000; Huang et al., 2013). De acuerdo a la teoria de distribucién 6ptima de
la biomasa (Bloom et al., 1985), las plantas asignarian recursos a aquellos érganos
gue requieren los mayores recursos, y a menudo limitan el crecimiento. La teoria de
distribucion oOptima de la biomasa ha sido aplicada en diversos estudios
(McConnaughay y Coleman, 1999). Por ejemplo, las plantas asignaron mas biomasa a
las hojas en condiciones de baja intensidad de luz (Shipley y Meziane, 2002), y mas
biomasa a las raices en suelos con baja disponibilidad de nutrientes o agua,
mejorando asi su capacidad de exploracion del suelo por estos recursos (Gonzéles et
al., 2008, Mooney et al., 2007). En B. microphylla, el patron de distribucion de las
formaciones fructiferas fue modificado en funcién de la intensidad de Iluz,
observandose un mayor nimero de éstas a mayor intensidad de luz.

El numero de frutos por planta, el peso fresco de los frutos por planta y el
namero de frutos por produccion o rama también pudieron relacionarse con la

intensidad de luz y ello podria explicarse de la misma manera que para las variables
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descriptas en los parrafos anteriores. El nimero de frutos por planta fue 15,7 veces
mayor en las plantas bajo condiciones de intensidad de luz alta con respecto a
intensidad de luz baja, mientras que el peso fresco de los frutos por planta y el nUmero
de frutos por produccion o rama fueron 1,6 y 1,2 veces mayor, respectivamente, en las
plantas bajo condiciones de intensidad de luz alta con respecto a intensidad de luz
media. Estos resultados coinciden parcialmente con los encontrados para Vaccinium
corymbosum cv. Elliot (Lobos et al., 2013), en donde el rendimiento de las plantas que
estaban bajo una media sombra negra se increment6é con la intensidad de la luz
siendo maximo con un 75% de luz, para luego disminuir levemente con 100% de luz.

A su vez el comportamiento de estas variables se podria correlacionar con el
mayor contenido de nutrientes como el carbono foliar y una mayor relacion
carbono/nitrégeno en las plantas cultivadas en alta intensidad de luz (CAPITULO 3,
PARTE ).

Cambios en la produccién de frutos con los niveles de fertilizacion

El ndmero total de producciones y ramas con frutos por planta, el nUumero de
ramas con frutos por planta y el nimero de producciones y ramas estructurales con
frutos por planta también pudieron relacionarse con el nivel de fertilizacién. Los niveles
adecuados de nitrégeno también favorecieron el crecimiento vegetativo, la floracién y
la produccién de frutos de Vitis (Abd El-Razek et al., 2011). Por su parte, el fésforo
tiene un rol determinante en la etapa de la maduracion de las semillas y frutas, y el
potasio incide directamente sobre el rendimiento y la calidad de los frutos (Sozzi,
2007). Por otra parte, un excesivo aporte de nitrégeno afecta negativamente el
rendimiento reduciendo la apertura de yemas y su fertilidad (Abd El-Razek et al.,
2011).

En B. microphylla se pudo comprobar que la tasa de fotosintesis neta en hojas
saturadas de luz aumentaba 1,1 veces entre el nivel de fertilizacion 0 y 1 en
condiciones de alta intensidad de luz (CAPITULO 4, PARTE II), hecho que pudo haber
provocado que al menos en parte los pardmetros productivos numero total de
producciones y ramas con frutos por planta, el nimero de ramas con frutos por planta
y el nimero de producciones y ramas estructurales con frutos por planta fueran 1,9,
7,1y 1,9 veces mayor, respectivamente, en las plantas con un nivel de fertilizacion 2
con respecto a las plantas que no se fertilizaron. Cabe destacar el incremento en el
namero de ramas con frutos por planta con el nivel de fertilizacion 2 lo que deberia ser
tomado en cuenta a la hora de la planificacion de un plan de poda en los arbustos.

En cuanto al nimero de frutos por planta, el peso fresco de los frutos por planta

y el peso de frutos por produccibn o rama, estos parametros también pudieron
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correlacionarse con el nivel de fertilizacion y podria explicarse segun lo descripto en el
parrafo anterior, justificando que el numero de frutos por planta, el peso fresco de los
frutos por planta y el peso de frutos por producciéon o rama fueran 1,8, 1,9 y 1,3 veces
mayor, respectivamente, en las plantas con un nivel de fertilizacién 1 con respecto a
las plantas que no se fertilizaron. El efecto positivo de niveles crecientes de
fertilizacion también se observd en Aronia melanocarpa (Jeppsson, 2000), Vitis
vinifera (Abd El-Razek et al., 2011) y Solanum melongena (Nafiu et al., 2011).

A su vez el comportamiento de estas variables se podria relacionar con el
mayor contenido foliar de nitrégeno, fésforo y potasio en las plantas que fueron
fertilizadas (CAPITULO 3, PARTE ). Cabe destacar que un mayor aporte de
fertilizantes en las plantas de B. microphylla ha provocado un mayor incremento en la
produccion de frutos en relacion al incremento en la capacidad fotosintética medida
por unidad de &rea foliar, lo que se podria asociar a lo descrito por Chapin et al. (2002)
en relacion al rol “estructural” del nitrégeno y del fésforo ademés del rol “funcional” que
tienen en las plantas. Por otro lado, puede observarse que la produccion de frutos fue
maxima en el nivel de fertilizacion 1 tanto en intensidad de luz alta como en intensidad
de luz media, pudiéndose relacionar estos resultados con lo descrito por la ley de
incrementos decrecientes del rendimiento (Mitscherlich, 1906); a su vez, se puede
notar que existen escasas diferencias en la produccién de frutos entre los niveles de
fertilizacion 1 y 2 en intensidad de luz alta, pero dichas diferencias se hacen mayores
bajo la intensidad de luz media.

Las plantas cultivadas bajo 100 % de intensidad de luz y con 3,4 y 6,7 g de
fertilizante por planta presentaron los mayores valores para el numero de formaciones
fructiferas (6,6 y 7,8, respectivamente), a la vez que los maximos valores de peso

fresco de frutos por planta (6,5 y 5,7 g, respectivamente)

Cambios en la produccion de frutos con las estacion es de crecimiento

Los parametros productivos namero total de producciones y ramas con frutos
por planta, nUmero de producciones con frutos por planta, nimero de ramas con frutos
por planta, y numero de producciones y ramas estructurales con frutos por planta
pudieron relacionarse con la estacion de crecimiento. En parte la explicacion esta dada
por la tasa de fotosintesis neta que aumenté en 2009/10 con respecto a 2008/09 y en
parte a que en ambas estaciones de crecimiento las plantas del ensayo atn no habian
llegaron a su momento de equilibrio fisioldégico, aumentando el nUmero de brotes por
planta con la estacion de crecimiento y por lo tanto siendo la produccién de frutos
creciente durante los dos afios de experimento (datos no mostrados). Por otro lado y

volviendo a la teoria de distribucién éptima de la biomasa, esta sugiere que la
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distribucién de la biomasa es independiente del tamafio de las plantas (Bloom et al.,
1985). Sin embargo, Pino et al. (2002) y Ogawa (2003) encontraron que la mayoria de
los patrones de distribucién de biomasa son dependientes del tamafio, indicando que
ademés de los factores bioticos y abiodticos debe considerarse el tamafio de las
plantas, coincidiendo con lo encontrado para B. microphylla, en donde la proporcion de
biomasa de frutos fue significativamente mayor en las plantas mas grandes (2009/10).

En cuanto al resto de parametros productivos considerados como numero de
frutos por planta, peso fresco de frutos por planta, nimero de frutos por produccién o
rama y peso de frutos por produccion o rama, éstos también pudieron relacionarse con
la estacion de crecimiento, en forma similar a los anteriormente descriptos. Cabe
destacar el incremento en el numero y en el peso fresco de frutos por planta en
condiciones de media intensidad de luz en 2009/10, a la vez que con el nivel de

fertilizacion 1, los que podrian ser responsables en gran parte de estos resultados.
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CONCLUSIONES

El nimero de formaciones fructiferas segun su edad y ubicacion en las plantas,
asi como la produccién de frutos de las plantas de B. microphylla mostraron cambios
con la intensidad de luz, el nivel de fertilizacién y la estacién de crecimiento. Las
plantas cultivadas bajo intensidad de luz alta, con mayor temperatura del aire y del
suelo y con los niveles de fertilizacion 1 y 2 presentaron el mayor namero de
formaciones fructiferas y produccion de frutos. A su vez, estos parametros fueron
méaximos en la estacién de crecimiento 2009/10 con relacién a 2008/2009.

Los cambios observados en las plantas de B. microphylla se pudieron
relacionar con las condiciones ambientales de los tratamientos y con los niveles de
fertilizacion, y de manera consistente con la fenologia de las plantas, la relacion
peso/superficie foliar, el contenido de carbono foliar, la relacion de clorofila A/B en las
hojas y la tasa de fotosintesis neta, indicando que las plantas presentan una

capacidad de aclimatacion morfologica a dichas condiciones de crecimiento.
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CAPITULO 6

CRECIMIENTO DE LOS FRUTOS
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INTRODUCCION

La fisiologia de la fructificacion trae consigo cambios metabdlicos a nivel de
planta entera que Ultimamente se manifiestan en el crecimiento de los frutos hasta su
madurez, y culminacién de su ciclo biolégico. Las tasas de crecimiento de los frutos
varian extremadamente entre especies, segun las practicas culturales, entre los
diferentes frutos en la misma copa y son dependientes de las condiciones
ambientales, pudiendo ademéas mostrar diferentes patrones de crecimiento.

Como se ha mencionado en el CAPITULO 4, PARTE II, ambas, la reduccion de
la intensidad de luz y la modificacion de su calidad mediante el empleo de mallas
media sombra, tienen la capacidad de afectar positivamente el rendimiento y la calidad
de los frutos en Vaccinium corymbosum cv Elliot (Lobos et al., 2013). Sin embargo, en
determinadas condiciones esas consecuencias no han sido tan claras (Retamales et
al., 2008), probablemente por afectar la induccién floral (Yanez et al., 2009). Ademas,
la reduccién de la intensidad de luz ha favorecido la produccion de frutos de mayor
tamano con respecto a lo ocurrido en plena luz en Vaccinium corymbosum cv Elliot
(Lobos et al., 2013) y en algunas variedades de Malus domestica (Smit, 2007).

Por otro lado, también se ha estudiado el efecto de la aplicacion de fertilizantes
sobre diversos parametros de rendimiento y calidad de los frutos, con resultados muy
contradictorios segun las especies y niveles de los elementos aportados, como ha sido
informado en los casos de la fructificaciébn en Fragaria x ananassa (World y Opstad,
2007) y en Vitis vinifera (Abd El-Razek et al., 2011).

Hipotesis
El crecimiento de los frutos de las plantas de B. microphylla es afectado por la
intensidad de luz, la temperatura, el nivel de fertilizacion y las estaciones de

crecimiento.

Objetivos

Evaluar el crecimiento de los frutos producidos en plantas de B. microphylla
bajo diferentes intensidades de luz y niveles de fertilizacién, durante las estaciones
2008/09 y 2009/10.
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MATERIALES Y METODOS

Los factores principales que se consideraron fueron: la intensidad de luz (media
y alta), el nivel de fertilizacion (0, 1 y 2) y la estacion de crecimiento (2008/09 y
2009/10). A partir de la segunda quincena de noviembre y hasta la segunda quincena
de febrero, se eligieron al azar 5 plantas por tratamiento y se cosecharon sus frutos
para analizar el crecimiento durante las estaciones 2008/09 y 2009/10. Los parametros
gue se registraron y evaluaron en los frutos fueron: peso fresco de los frutos, peso
seco de los frutos (en estufa a 40 °C y durante 7-10 dias, hasta alcanzar peso
constante), peso seco como porcentaje del peso fresco de los frutos, didmetro
ecuatorial y polar de los frutos (usando un calibre digital Mitutoyo Modelo 500-196,
150mm x 6” — 0.01 mm x 0.0005"), firmeza de los frutos (usando un penetrémetro
digital Wagner Instruments Modelo FDI 2 [0,001 a 1 kgf], con puntas de 1 mm
diametro), peso fresco de las semillas por fruto, peso seco de las semillas por fruto,
peso seco de las semillas por fruto como porcentaje del peso fresco, nimero de
semillas por fruto y la relacion entre el peso seco de las semillas por fruto y el peso
seco de los frutos.

Con los datos obtenidos se hizo un analisis de la varianza de dos vias y las

medias fueron separadas por el Test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.
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RESULTADOS
Crecimiento de los frutos

Las variables peso fresco de los frutos, el peso seco de los frutos, el peso seco
de los frutos como porcentaje del peso fresco, diametro ecuatorial de los frutos,
diametro polar de los frutos y firmeza variaron significativamente durante el periodo de
fructificacion (Tabla 11.6.1). El peso fresco de los frutos aumenté desde 26,1 mg
durante la segunda quincena de noviembre hasta obtener la maxima biomasa de
324,8 mg durante la segunda quincena de febrero, mientras que el peso seco de los
frutos aumentd desde 8,2 mg y hasta la méxima biomasa de 91,1 mg en el mismo
periodo de tiempo, y el porcentaje del peso seco alcanzé un valor méximo de 28,4%
durante la segunda quincena de febrero. Los diametros ecuatorial y polar de los frutos
también aumentaron desde la segunda quincena de noviembre hasta alcanzar los
valores maximos de 8,5 mm y 8,8 mm respectivamente, durante la segunda quincena
de febrero. En cuanto a la firmeza de los frutos, ésta fue maxima (0,33 kgf) en la
segunda quincena de diciembre, disminuyendo hacia el fin del periodo de
fructificacion, con un valor de 0,17 kgf durante la segunda quincena de febrero.

Las variables de peso y didmetro (peso fresco de los frutos, el peso seco de los
frutos, el peso seco de los frutos como porcentaje del peso fresco, diametro ecuatorial
de los frutos y diametro polar de los frutos) también variaron significativamente con la
intensidad de luz (Tabla 11.6.1), alcanzando los valores maximos en alta intensidad de
luz. El peso fresco de los frutos varié entre 158,7 y 216,6 mg para media y alta
intensidad de luz respectivamente, y el peso seco de los frutos lo hizo entre 37,5 y
57,7 mg para media y alta intensidad de luz, respectivamente, mientras que el peso
seco de los frutos como porcentaje del peso fresco oscilé entre 25,0 y 27,3% para
media y alta intensidad de luz, respectivamente. El didmetro ecuatorial varié entre 5,9
y 6,8 mm para media y alta intensidad de luz, respectivamente, mientras que el
didmetro polar lo hizo entre 7,2 y 7,3 mm para media y alta intensidad de luz,
respectivamente.

Las variables mencionadas en el parrafo anterior también fueron afectadas
significativamente por el nivel de fertilizacion (Tabla 11.6.1). Los parametros de peso
fueron maximos con el nivel de fertilizacion 1 (205,0 mg, 53,6 mg y 27,1% peso fresco
de los frutos, el peso seco de los frutos y el peso seco de los frutos como porcentaje
del peso fresco respectivamente). En cuanto al didmetro de los frutos, el diametro
ecuatorial también fue maximo para el nivel de fertilizacion 1 (6,5 mm), mientras que el
diametro polar fue para el nivel de fertilizacion 2 (7,6 mm), aunque sin presentar

diferencias significativas con el nivel 1.
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Los parametros peso fresco de los frutos, peso seco de los frutos como
porcentaje del peso fresco, diametro ecuatorial de los frutos, diametro polar de los
frutos y firmeza variaron significativamente entre las estaciones de crecimiento (Tabla
11.6.1). El peso fresco de los frutos fue de 196,7 y 178,6 mg para 2008/09 y 2009/10,
respectivamente, mientras que el peso seco de los frutos como porcentaje del peso
fresco fue de 23,4 y 29,9% para 2008/09 y 2009/10, respectivamente. El diametro
ecuatorial fue de 6,6 y 6,1 mm para 2008/09 y 2009/10, respectivamente, mientras que
el diametro polar fue practicamente similar: 7,5 y 7,4 mm para 2008/09 y 2009/10,
respectivamente. La firmeza de los frutos fue de 0,26 y 0,28 kgf para 2008/09 y
2009/10, respectivamente.

No se encontraron interacciones significativas en los pardmetros descriptos en
la Tabla 11.6.1 entre los cuatro factores principales. Sin embargo, en alta intensidad de
luz los frutos mostraron una fase de crecimiento rdpido seguida por una fase de
crecimiento lento en términos de materia fresca a lo largo de la fructificacion, mientras
gue en media intensidad de luz no se observo este comportamiento. El tratamiento de
alta intensidad de luz con el nivel de fertilizacion 1 mostré un comportamiento analogo
al factor alta intensidad de luz, del mismo modo que lo hizo el tratamiento de media
intensidad de luz con el nivel de fertilizacion 1, mostrando un comportamiento analogo
al factor media intensidad de luz. (Fig. I1.6.1A). En términos de materia seca, los frutos
mostraron una fase de crecimiento lenta mas atenuada (Fig. 11.6.2A). Al comparar los
niveles de fertilizacién, se pudo observar que el peso fresco de los frutos de las
plantas fertilizadas presentaron un crecimiento final luego de una fase de reposo,
crecimiento final apenas perceptible en los frutos de las plantas sin fertilizacion (Fig.
11.6.1B), mientras que si se considera el peso seco de los frutos la tendencia es menos
marcada (Fig. 11.6.2B). De la misma manera, al comparar el crecimiento de los frutos
durante la dltima parte del periodo de fructificacion entre ambas estaciones de
crecimiento, se observd que mientras en 2008/09 se present6 una fase de crecimiento
lento seguida de un tenue crecimiento final, en 2009/10 no se observé dicho
comportamiento y los frutos continuaron creciendo hasta el final del periodo de
fructificacion (Fig.l11.6.1C-2C). En la Fig. 11.6.3 puede observarse la evolucion del
crecimiento de los frutos de B. microphylla obtenidos de las plantas cultivadas bajo

intensidad de luz baja y alta y con los niveles de fertilizacién 0, 1y 2.
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Tabla 11.6.1. Crecimiento de los frutos de B. microphylla. Valores medios de ANOVA

considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion, la fecha y la estacion de

crecimiento como factores principales y el peso fresco de los frutos (mg) (PFF), el

peso seco de los frutos (mg) (PSF), el peso seco de los frutos como porcentaje del

peso fresco (%) (PSF%), el diametro ecuatorial de los frutos (mm) (DE), el diametro

polar de los frutos (mm) (DP) y la firmeza (F) como variables dependientes.

Efectos principales PFF PSF PSF% DE DP F
A = intensidad de luz
Media 158,73b  37,55b 25,04b 593b 7,17b 0,27
Alta 216,58a 57,68a 27,35a 6,79a 7,34a 0,27
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,280
B = nivel de fertilizacion
0 165,45b 39,44b 25,08b 6,10b 7,31b 0,27
1 204,96a 53,62a 27,10a 6,53a 7,45a 0,26
b
2 192,49a 49,78a 26,40a 6,46a 7,60a 0,27
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,1845
C =fecha
Nov 2% 26,11d 8,18e 33,19a 3,11e 5,23e 0,29bc
Dic 1°@ 27,09d 13,42de 26,91b 3,96d 6,03d 0,3abc
Dic 2% 107,39¢  23,43d 23,47cd 5,34c 6,99c 0,33a
Ene 1°2 229,85b 49,58c 20,88e 7,47b 8,30b 0,31ab
Ene 2% 261,58b 63,87b 24,07¢c 7,87b 8,39b 0,28c
Feb1°e? 306,59a 83,76a 26,44b 8,32a 8,44b 0,20d
Feb 2% 324,83a 91,10a 28,40b 8,48a 8,79a 0,17e
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
D = estacion de
crecimiento
2008/09 196,68a 49,51 23,44b 6,64a 7,54a 0,26b
2009/10 178,58b 45,72 29,94a 6,08b 7,37Tb 0,28a
0,015 0,090 <0,001 <0,001 0,006 0,005
Interacciones AxBxCxD 0,992 0,960 0,525 0,912 0,835 0,154

()

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <

0,05.
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Figura 11.6.1. Peso fresco de los frutos (PFF) de B. microphylla en media (%) y alta (

—) intensidad de luz, en los tratamientos M1 (T&7) y A1 ('") a lo largo de la

estacion de crecimiento 2008/09 en A, con nivel de fertilizacion 0 (+), 1 (*) y2 (+

), los tratamientos A0 (™) y A1 ("4) a lo largo de la estacién de crecimiento

2008/09 en B, en 2008/09 (—®) y 2009/10 (¥, en los tratamientos Al en 2008/09 (

=% v A1 en 2009/10 (~4*7) a lo largo de la estacion de crecimiento en C. Las barras

representan * error estandar de la media.
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Figura 11.6.2. Peso seco de los frutos (PSF) de B. microphylla en media (%) y alta (
—) intensidad de luz, en los tratamientos M1 (T&7) y Al ('") a lo largo de la
estacion de crecimiento 2008/09 en A, con nivel de fertilizacion 0 (+), 1 (*) y2 (+

), en los tratamientos A0 (™) y Al ("47) a lo largo de la estacién de crecimiento

2008/09 en B, en 2008/09 (—®) y 2009/10 (¥, en los tratamientos A1 en 2008/09 (

=% v A1 en 2009/10 (~4*7) a lo largo de la estacion de crecimiento en C. Las barras

representan = error estandar de la media.
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Figura 11.6.3. Evolucion del crecimiento de los frutos de B. microphylla durante la
estacion de crecimiento 2008/09 (quincenas). A, nov *2, B, dic @, C, ene *? D, ene
2 E feb @y F, feb 2% En A, intensidad de luz alta (abajo), intensidad de luz media
(medio) e intensidad de luz baja (arriba). En B, C, D, E, y F, intensidad de luz alta
(abajo) e intensidad de luz media (arriba). En A, B, C, D, E, y F, nivel de fertilizacion 0
(3 frutos de la izquierda), 1 (3 frutos del medio) y 2 (3 frutos de la derecha). Barra = 10

mm.

Crecimiento de las semillas

Los pardmetros relacionados a las semillas (peso fresco de las semillas por
fruto, el peso seco de las semillas por fruto, el peso seco de las semillas como
porcentaje del peso fresco, el numero de semillas por fruto y la relacion entre peso
seco de las semillas por fruto/peso seco de los frutos) variaron significativamente
durante el periodo de fructificacion (Tabla 11.6.2). El peso fresco, el peso seco y el
peso seco como porcentaje del peso fresco de las semillas fueron méaximos al final del
periodo de fructificacion, alcanzando valores de 76,9 mg, 38,9 mg y 50,6%,
respectivamente. EI maximo numero de semillas observado fue de 5 durante la
primera quincena de enero. La relacion entre peso seco de las semillas por fruto/peso
seco de los frutos fue méaxima durante la segunda quincena de enero (0,46) para
descender a 0,39 al final de la fructificacion.

Los parametros mencionados en el parrafo anterior también fueron afectados
significativamente por la intensidad de luz (Tabla 11.6.2). Los valores maximos se
alcanzaron en alta intensidad de luz: para el peso fresco de las semillas por fruto fue
de 50,5y 78,3 mg, para el peso seco de las semillas por fruto de 21,4 y 35,4 mg,
mientras que para el peso seco de las semillas como porcentaje del peso fresco fue de
42,5 y 44,5%, respectivamente para media y alta intensidad de luz. EI nimero de
semillas por fruto fue de 3,2 y 5,3 para media y alta intensidad de luz respectivamente,
mientras que la relacion entre peso seco de las semillas por fruto/peso seco de los

frutos fue de 0,36 y 0,44 para media y alta intensidad de luz, respectivamente.
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El nivel de fertilizacion también afect6 significativamente el peso y nimero de
las semillas (Tabla 11.6.2). El peso fresco de las semillas por fruto fue maximo con el
mayor nivel de fertilizacién (72,1 mg), mientras que el peso seco de las semillas por
fruto fue maximo con el nivel de fertilizacién 1 (32,1 mg). El mayor nimero de semillas
se obtuvo con ambos niveles de fertilizacion (4,6-4,7), mientras que la relacion entre
peso seco de las semillas por fruto / peso seco de los frutos fue similar para ambos
niveles (0,41).

La estacion de crecimiento también afect6 significativamente los pardmetros
peso seco de las semillas por fruto, peso seco de las semillas como porcentaje del
peso fresco, numero de semillas por fruto y la relacién entre peso seco de las semillas
por fruto / peso seco de los frutos (Tabla 11.6.2). Los valores maximos se obtuvieron en
la estacion 2009/2010: el peso seco de las semillas por fruto fue de 26,6 y 30,2 mg, el
peso seco de las semillas como porcentaje del peso fresco de 41,2 y 45,8 %, el
namero de semillas por fruto de 3,6 y 5,0, mientras que la relacién entre peso seco de
las semillas por fruto / peso seco de los frutos fue de 0,3 y 0,5, para las estaciones de
crecimiento 2008/09 y 2009/10, respectivamente.

So6lo se encontraron interacciones significativas para el peso seco de las

semillas como porcentaje del peso fresco entre los cuatro factores principales.
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Tabla 11.6.2. Crecimiento de las semillas de los frutos de B. microphylla. Valores
medios del ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion, la fecha
y la estacion de crecimiento como factores principales, y el peso fresco de las semillas
por fruto (mg) (PFS), el peso seco de las semillas por fruto (mg) (PSS), el peso seco
de las semillas por fruto como porcentaje del peso fresco (%) (PSS%), el numero de
semillas por fruto (NS) y la relacion entre peso seco de las semillas por fruto/peso seco
de los frutos (PSS/PSF) como variables dependientes.

Efectos principales PFS PSS PSS% NS PSS/PSF
A = intensidad de luz

Media 50,48b 21,45b 42,54b 3,25b 0,36b

Alta 78,28a 35,37a 44 47a 5,27a 0,44a

p <0,001 <0,001 0,016 <0,001 <0,001

B = nivel de fertilizacion

0 49,52b 21,80b 43,12 3,56b 0,37b

1 71,52a 32,08a 43,90 4.57a 0,41a

2 72,10a 31,35a 43,48 4,66a 0,41a

p <0,001 <0,001 0,885 <0,001 0,004

C =fecha

Dic 2% 26,79b 9,70d 40,15b 2,86b 0,27c
Ene 1°° 67,74a 24,49c 36,03c 5,02a 0,44ab

Ene 2% 75,17a 31,49bc 41,67b 4,72a 0,46a

Feb1e? 75,31a 37,44ab 49,04a 4,89a 0,43b

Feb 2% 76,88a 38,95a 50,62a 3,82b 0,39b

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

C = estacion de crecimiento

2008/09 60,65 26,60b 41,22b 3,56b 0,33b
2009/10 68,11 30,22a 45,78a 4,96a 0,46a

p 0,058 0,049 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B x C x D (p) 0,940 0,847 0,005 0,678 0,893

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones mdltiples de Tukey a p <
0,05.
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DISCUSION
Crecimiento de los frutos y las semillas a lo largo de la estacién de crecimiento

Si bien el crecimiento de los frutos de B. microphylla en una poblacién natural
exhibié una doble curva sigmoidea particularmente cuando se expresé en términos de
peso fresco y a lo largo de las distintas estaciones de crecimiento (CAPITULO 1,
PARTE 1), en este ensayo realizado con el cultivo experimental se encontr6 que el
crecimiento de los frutos tuvo un comportamiento variable segin su parametro de
referencia (por ejemplo peso fresco o0 peso seco), la intensidad de luz, el nivel de
fertilizacion y la estacion de crecimiento. Es asi que en condiciones de intensidad de
luz alta, el crecimiento de los frutos exhibi6 una doble curva sigmoidea tanto en
términos del peso fresco de frutos como del peso seco del fruto, mientras que en
condiciones de intensidad de luz media, la fase de crecimiento lento result6 ser menos
notoria. Este comportamiento es el producto de la tasa de crecimiento absoluta
diferencial de los frutos a lo largo de la fructificacion. Mientras que en intensidad de luz
alta la tasa de crecimiento absoluta de los frutos durante la 1°@y 2% quincenas de
enero fue de 10,6 y 0,6 g/dia respectivamente, en intensidad de luz media dicha tasa
de crecimiento absoluta de los frutos fue de 6,9 y 4,0 g/dia respectivamente.
Tendencias comparables se observaron para los tratamientos de intensidad de luz alta
y media y el nivel 1 de fertilizacion. Las variaciones en el crecimiento de los frutos
pueden ser debidas por un lado al crecimiento de las semillas, dado que durante la
fase de crecimiento lento de los frutos, en la 1°@y 2% quincenas de enero, las semillas
estan terminando de ganar peso fresco, ocurriendo el mayor aumento entre la 2%
guincena de diciembre y la 1°® de enero. A ello debe sumarse el rol determinante de
las influencias de los factores ambientales y/o condiciones de cultivo (Kramer y
Kozlowski, 1979; Predieri y Dris, 2005).

Crecimiento de los frutos y las semillas con la int ensidad de luz

El peso fresco y seco y el didmetro de los frutos pudieron relacionarse con la
intensidad de luz. Las variables peso fresco de los frutos, el peso seco de los frutos, el
peso seco de los frutos como porcentaje del peso fresco, el didmetro ecuatorial de los
frutos y el didmetro polar de los frutos aumentaron 1,4, 1,5, 1,1, 1,1 y 1,02 veces,
respectivamente, cuando la intensidad de luz aumentd de media a alta. Similares
tendencias se observaron para los pardmetros evaluados en las semillas. Estos
resultados pueden explicarse considerando que la cantidad de fotosintatos elaborados
y posteriormente “exportados” en condiciones de alta intensidad de luz fue mayor,
dada la relacion conocida entre la tasa de fotosintesis de las plantas y la intensidad de
luz (Tognetti et al., 1998, Larcher, 2003, Martinez Pastur et al., 2007, Xu et al., 2007).
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En B. microphylla se pudo encontrar una relacién entre la tasa de fotosintesis neta de
las hojas y la intensidad de luz que explicaria el aumento de estas variables
(CAPITULO 4, PARTE Il). Otra explicacién podria estar dada por la relacion directa
entre la luz y la expresion de las enzimas involucradas en la biosintesis de giberelinas,
en particular el &cido giberélico, que se conoce puede inducir un mayor tamafio y peso
de los frutos (DeBolt, 2008). En Malus domestica, se ha encontrado que las tasas de
crecimiento tempranas disminuian hasta 4 veces comparada con la tasa normal ante
una disminucién de la intensidad de luz del 60% o mas, porque en la asignacion de
fotoasimilados los apices de los brotes tienen prioridad frente a los frutos (Bepete y
Lakso, 1998). Sin embargo, en los frutos de Malus domestica (Smit, 2007) y de
Vaccinium corymbosum (Lobos et al., 2013), se observé una disminucion del peso
fresco de los frutos ante un aumento de la intensidad de luz, aunque el porcentaje del
peso seco con respecto al peso fresco aumentd con la intensidad de luz, al igual que
en frutos de B. microphylla. Similares resultados se encontraron en Malus domestica
(Dussi et al., 2005). Para los frutos en los que se observé un aumento del peso fresco
ante una disminucion de la intensidad de luz, dicha relacibn se ha explicado
argumentando que en tales condiciones ambientales se daba un menor crecimiento de
los brotes y pocos frutos por planta, hecho que favoreceria el llenado de los frutos
(Lobos et al., 2013). Por otra parte, los diferentes comportamientos en el crecimiento
de los frutos a lo largo de la estacion de crecimiento podrian relacionarse con las
diferencias en la ocurrencia de las fases fenolégicas segun las condiciones
experimentales (CAPITULO 2, PARTE Il), observandose que en alta intensidad de luz
se produjo un adelantamiento de las fases fenoldgicas reproductivas, lo que

seguramente influyé en la cinética del crecimiento de los frutos.

Crecimiento de los frutos y las semillas bajo difer entes niveles de fertilizacion

En cuanto al peso fresco y seco y el didmetro de los frutos, estas variables
también pudieron correlacionarse con el nivel de fertilizacion. Es asi que el peso fresco
y seco de los frutos, el peso seco de los frutos como porcentaje del peso fresco,
diametro ecuatorial y polar de los frutos aumentaron 1,2, 1,4, 1,1, 1,1 y 1,02 veces
entre el nivel de fertilizacion 0 y 1. Similares tendencias se observaron para los
parametros evaluados en las semillas. Estos resultados podrian explicarse en parte
por las diferencias en la ocurrencia de las fases fenolégicas (CAPITULO 2, PARTE II),
por el diferente contenido foliar de nutrientes como el carbono y la relacién C/N,
(CAPITULO 3, PARTE Il) y porque la tasa de fotosintesis neta aumenté con los niveles
de fertilizacion en alta intensidad de luz, redundando en una mayor sintesis de

fotoasimilados (CAPITULO 4, PARTE Il) y formacion de producciones fructiferas
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(CAPITULO 5, PARTE II). Las hojas son depdsitos muy temporarios de C, el cual es
exportado como sacarosa u otros hidratos de carbono rapidamente a otros depdsitos,
permaneciendo en las hojas so6lo los hidratos de carbono estructurales. Aumentos en
el peso fresco de los frutos con niveles crecientes de fertilizacion también se
observaron en Vitis vinifera (Abd El-Razek et al., 2011).

Los frutos de las plantas cultivadas bajo 100% de intensidad de luzy 3,4y 6,7
g de fertilizante por planta presentaron los mayores valores de peso fresco de frutos

(433 y 384 mg respectivamente).

Crecimiento de los frutos y las semillas en diferen tes estaciones de crecimiento
Las variables relacionadas a peso fresco y diametro de los frutos pudieron
relacionarse con la estacidon de crecimiento, observandose los valores maximos en la
estacion de crecimiento 2008/09, hecho que podria explicarse por un lado por las
condiciones ambientales diferenciales existentes entre ambas estaciones de
crecimiento (CAPITULO 1, PARTE II); sin embargo, no podria descartarse la relacion
inversa con el rendimiento de frutos en las plantas, el cual fue superior en 2009/10 con
respecto a 2008/09 (CAPITULO 5, PARTE Il). Por otro lado, la relacién entre el peso
seco de las semillas y el peso seco de los frutos fue mayor en 2009/10, hecho que
también se podria relacionar con las condiciones ambientales diferenciales existentes

entre ambas estaciones de crecimiento.
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CONCLUSIONES

El crecimiento de los frutos y semillas de B. microphylla mostraron cambios a lo
largo de su ontogenia, con la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion y la estacion de
crecimiento. Los frutos presentaron tasas de crecimiento diferenciales a lo largo de su
ontogenia. Los frutos de las plantas cultivadas bajo intensidad de luz alta y con mayor
temperatura del aire y del suelo presentaron curvas de crecimiento doble sigmoideas
con las mayores tasas de crecimiento, alcanzando los mayores valores de peso y
tamafo. Los frutos de las plantas cultivadas bajo los niveles de fertilizacion 1y 2
presentaron curvas de crecimiento doble sigmoideas con las mayores tasas de
crecimiento, alcanzando los mayores valores de peso y tamafo. Los frutos
presentaron mayor peso y tamafio en la estacion de crecimiento 2008/09, mientras
que el mayor peso seco de las semillas y su relacion con el peso seco de los frutos lo
alcanzaron en 2009/10.

Los cambios observados en el crecimiento de los frutos y semillas de las
plantas de B. microphylla se pudieron relacionar con las condiciones ambientales de
los tratamientos y con los niveles de fertilizacion, y de manera consistente con la
fenologia de las plantas, la relaciébn peso/superficie foliar, el contenido de carbono
foliar, la relacion de clorofila A/B en las hojas, la tasa de fotosintesis neta y la
produccion de frutos, indicando que las plantas presentan una capacidad de

aclimatacion morfologica a dichas condiciones de crecimiento.
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CAPITULO 7

COMPOSICION DE LOS FRUTOS
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INTRODUCCION

El conocimiento de la composicién quimica de los frutos, y de manera particular
el conocimiento cuali y cuantitativo de sus hidratos de carbono, acidos orgénicos,
compuestos fendlicos y de los factores que sobre éstos influyen, resulta relevante no
sblo por el valor funcional de los frutos sino porque tales contenidos permiten
determinar el momento 6ptimo de cosecha (Vicente et al., 2009; Etienne et al., 2013).

El contenido de los azucares simples de las frutas es influenciado por la sefial
de azucar, nutrientes, reguladores del crecimiento vegetal y factores fisicos que
afectan el transporte de azlcar, el metabolismo, la acumulacion y la relacion entre
ellos (zhi et al., 2004). A su vez, los acidos orgénicos juegan un rol importante con
respecto al establecimiento de la relacion de contenido de azUcares/acidos organicos,
ya que es determinante del sabor de los frutos y vegetales (Vicente et al., 2009). La
literatura muestra que los factores agro-ambientales que tienen mayor impacto en la
acidez de la fruta son la relacion fuente: destino en la planta, la fertilizacion mineral, el
suministro de agua, la temperatura (Etienne et al., 2013), los hidratos de carbono (Zhi
et al., 2004) y la ontogenia como se ha demostrado.

Los factores genéticos y epigenéticos tales como las etapas de maduracion del
fruto, las condiciones ambientales durante el crecimiento de las mismas y las practicas
culturales empleadas, todos juntos influyen en la sintesis de los compuestos fendlicos
(Kahkonen et al.,, 2001; Ferreyra et al., 2007) y en la constitucién de su capacidad
antioxidante (Roussos et al., 2009), resultando en algunos casos aun mas relevante el
rol de la ontogenia cuando las bayas se utilizan inmaduras, como por ejemplo en los
arandanos (Vaccinium spp.) para la industria de jugos (Celik et al., 2008).

Es muy importante considerar el microclima en la zona de los arbustos al
momento de establecer las practicas de manejo en la parte aérea de los mismos. La
exposicion al sol de las hojas determina la eficiencia fotosintética como se ha visto en
CAPITULO 4, PARTE II, mientras que la exposicién al sol de los frutos puede impactar
en su calidad de forma diferencial, como por ejemplo en los contenidos de acidez total
titulable, sélidos solubles, color y contenido de antocianinas, aroma y sabor (Vance et
al., 2013).

La reduccién de la intensidad de luz y la modificacion de su calidad mediante el
empleo de mallas media sombra tienen la capacidad de retrasar la maduracién de los
frutos en algunos cultivos (Rylski y Spigelman, 1986a; b; Marini et al., 1991), y por
consiguiente pueden afectar la calidad de los frutos como se ha encontrado en
Vaccinium sp. (Lobos et al., 2013). En las distintas especies vegetales, la biosintesis
de las antocianinas es influenciada por una serie de factores ambientales como ser la

exposicion a la luz solar, la radiacién UV, la temperatura y la disponibilidad de agua,
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produciendo cambios cuali y cuantitativos en este grupo de compuestos fendlicos. Es
asi que algunos frutos necesitan de luz para la sintesis de antocianinas, mientras que
otros, como los frutos de Vitis vinifera, pueden acumular antocianinas con o sin luz (He
et al., 2010). Al igual que la luz solar, la temperatura es otro factor que afecta la
sintesis de antocianinas. Temperaturas cercanas a los 25 °C favorecen la sintesis de
antocianinas en Vitis, mientras que temperaturas cercanas a 35 °C afectan su
acumulacion y favorecen su degradacion. Sin embargo, temperaturas nocturnas
elevadas inhiben la acumulacion de las antocianinas (He et al., 2010), por lo que
entonces se pone de manifiesto el rol de la amplitud térmica diaria en la acumulacion
de estos compuestos.

Por otro lado, también se ha mencionado el efecto de la aplicacion de
fertilizantes sobre diversos pardmetros de calidad de frutos, siendo muy contradictorio
segun las especies y dosis de los elementos nutritivos aportados. El aporte de
fertilizantes no afecté la capacidad antioxidante de los frutos de Fragaria x ananassa
(World y Opstad, 2007) y Vitis vinifera (Abd El-Razek et al., 2011), pero por el contrario
si lo hizo en Fragaria x ananassa segun los resultados de Wang y Lin (2003), mientras
gue en los frutos de Vitis vinifera influyé sobre el contenido de antocianinas (He et al.,
2010).

Hipotesis

La composicion cualti-cuantitativa de los hidratos de carbono, acidos organicos
y compuestos fendlicos, asi como la actividad antioxidante de los frutos de B.
microphylla son afectados por la intensidad de luz, la temperatura, el nivel de

fertilizacion y las estaciones de crecimiento.

Objetivos

Evaluar la composiciéon cuali-cuantitativa de los hidratos de carbono, &cidos
organicos y compuestos fendlicos, asi como la actividad antioxidante de los frutos de
B. microphylla en diferentes intensidades de luz y niveles de fertilizacion durante las
estaciones de crecimiento 2008/09 y 2009/10.



170
Composicion de los frutos

MATERIALES Y METODOS

Los factores principales que se consideraron para los hidratos de carbono, los
acidos organicos y los compuestos fendlicos fueron: la intensidad de luz (media y alta),
el nivel de fertilizacion (0, 1 y 2) y la estacion de crecimiento (2008/09 y 2009/10),
mientras que para la actividad antioxidante fueron: la intensidad de luz (media y alta) y
el nivel de fertilizacion (0, 1 y 2). Durante la primera quincena de febrero, se
cosecharon todos los frutos de las plantas de cada tratamiento (n = 30). Parte de los
frutos fueron inmediatamente utilizados para la determinacion de los solidos solubles,
acidez total titulable y pH, mientras que otra parte fueron congelados a -18 °C de
temperatura, para posteriormente determinar los hidratos de carbono, &cidos

organicos, compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

Solidos solubles, acidez total titulable, ratioy p H

La metodologia empleada para la determinacion de los sélidos solubles, la
acidez total titulable, la relacion entre sdlidos solubles/acidez total titulable y el pH fue
descripta en el CAPITULO 1, PARTE .

Contenido de hidratos de carbono

La extraccion y la determinacién cuantitativa de los hidratos de carbono se
llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia especificada por la AOAC (2000). Todos
los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Para la determinacion de la fibra
dietaria total se utilizé la metodologia AOAC 985.29 adoptada por un kit comercial de
Megazyme®. El método implicé una serie de tres digestiones enzimaticas en bafio
termostatizado con agitacion: a-amilasa termoestable (15 min, 100 °C, pH 6), proteasa
(30 min, 60 °C, pH 7,5) y amiloglucosidasa (20 min, 60 °C, pH 4,5). Como medio de
incubacion se utilizé un buffer fosfato (pH 6,0). El pH se ajusté en la 2% y 37
incubacién utilizando soluciones de OHNa 0,275 N y de CIH 0,325 N respectivamente.
Finalizada la ultima digestion, se agrego6 etanol 95° (4 veces el volumen del digesto)
con el fin de precipitar la fibra soluble. Se dej6 decantar al menos durante 1 hora a
temperatura ambiente. El residuo se retuvo en un filtro Duran-Schott® n° 3 con Celite®
lavado con acido, previamente tarado, filtrando al vacio. A continuacién, el residuo se
lavé sucesivamente con etanol 78°, etanol 95° y acetona. Los residuos se secaron
hasta peso constante en estufa a 100 °C y se pesaron. Para realizar la correccion de
los residuos por proteina y cenizas, en uno de los duplicados se determind el
contenido de proteina y en el otro el de cenizas. Para obtener el % de fibra dietaria
total se corrigié el peso del residuo seco restando el peso de proteina y cenizas

contenido en él. El contenido porcentual de hidratos de carbono se establecié con la
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ecuacion: % hidratos de carbono = 100 - (%H + %C + %P + % fibra dietaria total), en
donde H es el porcentaje de humedad, C es el porcentaje de cenizas, y P es el
porcentaje de proteinas. Los resultados se expresaron en g/100 g peso fresco de los

frutos y mg/g peso seco de los frutos.

Contenido de 4cidos orgénicos
La metodologia empleada para la extraccion y determinacién de &cidos
orgéanicos se describié en el CAPITULO 1, PARTE I.

Contenido de antocianinas
La metodologia empleada para la extraccion y determinacion de antocianinas
se describio en el CAPITULO 2, PARTE I.

Contenido de compuestos fendlicos

La metodologia empleada para la extraccion y determinacion de los
compuestos fendlicos fue la descripta por Makkar et al. (1993). Alicuotas (15 ul) de los
extractos fueron transferidas a tubos de ensayos y el volumen llevado a 500 ul con
agua desionizada. Se adicionaron a continuacién 250 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu
y 1,25 ml de solucién acuosa de carbonato de sodio al 20%. Luego de 40 minutos la
absorbancia fue medida a 725 nm. Se realizd6 una curva de calibracion con acido
tanico. El contenido de fenoles totales fue expresado como mg &cido tanico/100g peso

fresco de frutos y g acido tanico/g peso seco de frutos.

Preparacion de los extractos de los frutos y rendim iento de la extraccién
La metodologia empleada para la preparacién de los extractos se describié en
el CAPITULO 2, PARTE I.

Contenido de flavonoides, perfil de compuestos feno licos por HPLC, efecto
secuestrador de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidra  zil y poder reductor

La metodologia empleada para la extraccibn y determinacion de los
flavonoides, perfil de compuestos fendlicos por HPLC, efecto secuestrador de
radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazil y poder reductor se describié en el CAPITULO 2,
PARTE I.

Los datos fueron analizados por ANOVA de dos y tres vias, y las medias fueron
luego separadas usando el test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05. Los
coeficientes de correlacién linear y analisis de regresion fueron hechos entre algunos

pares de variables.
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RESULTADOS
Sodlidos solubles, acidez total titulable, ratio y p H

Los sdlidos solubles, la acidez total titulable, la relacion sélidos solubles/acidez
total titulable y pH variaron significativamente con la intensidad de luz (Tabla 11.7.1),
siendo maximos los valores de estas variables en alta intensidad de luz, a excepcion
de la acidez total titulable. Los solidos solubles variaron entre 13,5 y 16,6 °Brix para
media y alta intensidad de luz respectivamente, mientras que la acidez total titulable lo
hizo entre 3,1 y 2,5% para media y alta intensidad de luz respectivamente, resultando
la relacion solidos solubles/acidez total titulable entre 4,4 y 7,3 para media y alta
intensidad de luz respectivamente. El pH oscil6 entre 2,78 y 2,82 para media y alta
intensidad de luz respectivamente.

Los soélidos solubles, la acidez total titulable, la relacién sélidos solubles/acidez
total titulable y el pH variaron significativamente con el nivel de fertilizacion (Tabla
[1.7.1). Los sélidos solubles fueron maximos con el mayor nivel de fertilizacion (15,9
°Brix), mientras que la acidez total titulable lo fue sin fertilizacién (3,2%), lo que llevo a
una maxima relacion solidos solubles/acidez total titulable de 7,6 con el nivel de
fertilizacion 2, al igual que el pH (2,8).

Los sdlidos solubles, la acidez total titulable, la relacion sélidos solubles/acidez
total titulable y el pH variaron significativamente entre las estaciones de crecimiento
(Tabla 11.7.1). Los sélidos solubles variaron entre 17,6 y 12,5 °Brix para 2008/09 y
2009/10 respectivamente, mientras que la acidez total titulable lo hizo entre 2,6 y 3,1
para 2008/09 y 2009/10 respectivamente, resultando la relacion sélidos
solubles/acidez total titulable entre 7,6 y 4,2 respectivamente. El pH varié entre 2,84 y
2,76 para 2008/09 y 2009/10 respectivamente.

Se encontraron interacciones significativas entre los factores estudiados y para
las variables mencionadas (Tabla 11.7.1), excepto para la relacién sélidos
solubles/acidez total titulable, principalmente debido a incrementos diferenciales en los
valores entre los factores principales y diferencias entre combinaciones (Fig. 11.7.1-2).
Asi los sélidos solubles sélo mostraron diferencias significativas entre los niveles de
fertilizacion en los frutos de intensidad de luz alta (Fig. 11.7.1A), mientras que en
cuanto a nivel de fertilizacion los solidos solubles solo variaron en 2008/09 (Fig.
[1.7.1B). Por otro lado, las diferencias en los sélidos solubles entre las intensidades de
luz fueron mayores en 2008/09 con respecto a 2009/10 (Fig. 11.7.1C). Las diferencias
en la acidez total titulable entre las estaciones de crecimiento fueron mayores en

intensidad de luz alta con respecto a intensidad de luz media (Fig. 11.7.2C).
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Tabla 11.7.1. Composicién de los frutos de B. microphylla. Valores medios de ANOVA
considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion y la estacion de crecimiento
como factores principales y los sélidos solubles (° Brix) (SS), acidez total titulable (%)
(ATT), relacion sélidos solubles/acidez total titulable (SS/ATT) y pH inicial (pH) como

variables dependientes.

Efectos principales SS ATT SS/IATT pH
A = intensidad de luz
Media 13,47b 3,14a 4,42b 2,78b
Alta 16,61a 2,53b 7,35a 2,82a
p <0,001 <0,001 <0,001 0,007
B = nivel de fertilizaciéon
0 14,43c 3,22a 4,76b 2,77b
1 14,83b 2,96a 5,30b 2,79b
2 15,86a 2,33b 7,59a 2,83a
p <0,001 <0,001 <0,001 0,002
C = estacion de crecimiento
2008/09 17,57a 2,55b 7,55a 2,84a
2009/10 12,51b 3,13a 4,22b 2,76b
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones A x B x C (p) <0,001 0,036 0,744 0,004

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones mdultiples de Tukey a p <
0,05.



174

¥4

Composicion de los frutos

P
L

2

e
S
R

HEE
St

e s
A

i
R
R S A SR
S e ]
i SR
R
SRR
i L

T

f:

3

s
i
R

T

2
i

it

.
5

2

BEREREREa

5
e
5

2

e
e
R

2
EREREnS
i
sttty

Haaa
St

o

i
2

2

o
5

i

£

R
it
R

2

£

3
&
i
2
'

5
i
£

.
o

BT,

EU_A

T
[d=]

(xug .) ss

I

Intensidad de luz

..
Y

BERERE e
Rt

BEERERLaTes
B
et

2
e
e

B

(xHg.) ss

200810
to

2008/08

imien

Estacion de crec

o (5]

—

(x11g.) 88

M

idad de luz

Intens

hylla mostrando en A la

. microp

Figura I1.7.1. Solidos solubles de los frutos (SS) de B

5n 0 (-
0 (
to 2008/09 (

1zacion

Izacion

interaccion entre la intensidad de luz alta (A) y media (M) y el nivel de fert

),

7

imien

ivel de ferti

toyeln

imien

), en B entre la estacion de crec

)Yy 2¢
)Yy 2¢€

), 1(

intensidad de luz y la estacion de crec

)y en C entre la

1(

andar de la media.

). Las barras representan * error est

) y 2009/10 (



175

¥4

Composicion de los frutos

=
]
i
o
]
]
kot

e
e
e ]
eseetetentent bbbt e

]
.

o (o ] — =

(%) LLY

M

Intensidad de luz

B
e
e S
R
e
B
e e
B
e e
o

2009110
to

2008/09

imien

Estacion de crec

T
o

(%) LLY

M

Intensidad de luz

hylla mostrando en

. microp

Figura 11.7.2. Acidez total titulable (ATT) de los frutos de B
A la interaccién entre la intensidad de luz alta (A) y media (M) y el nivel de fert

7

Izacion

li
1Zzacion

5n 0 (

) y en C entre la intensidad de luz y la estacion de crec

ivel de ferti

toyeln

imien

), en B entre la estacion de crec

)Y 2¢

), 1 (

0 (

iento

imien

), 1)y 2

2008/09 (

+ error estandar de la media.

Las barras representan

)

) y 2009/10(



176
Composicion de los frutos

Hidratos de carbono

Los azUcares simples y la fibra dietaria insoluble expresados en términos de
peso fresco variaron significativamente con la intensidad de luz (Tabla 11.7.2). Los
azlcares simples variaron entre 6,4 y 13,2 g/100 g peso fresco de frutos para
intensidad de luz media y alta respectivamente, mientras que la fibra dietaria insoluble
lo hizo entre 9,7 y 9,1 g/100 g peso fresco de frutos intensidad de luz para media y alta
respectivamente.

La fibra dietaria total y la fibra dietaria soluble expresadas en términos de peso
fresco variaron significativamente con el nivel de fertilizacién (Tabla 11.7.2), siendo
maximas con el nivel de fertilizacion 0 (13,3 y 4,3 g/100 g peso fresco de frutos,
respectivamente).

Los azucares simples, la fibra dietaria total y la fibra dietaria insoluble
expresados en términos de peso fresco variaron significativamente con la estacion de
crecimiento (Tabla 11.7.2), alcanzando valores maximos en 2008/09 (11,5 13,5y 9,9
9/100 g peso fresco de frutos).

Para los azucares simples y la fibra dietaria total expresados en términos de
peso fresco se encontraron interacciones significativas entre los factores estudiados
(Tabla 11.7.2). En alta intensidad de luz, los azlicares simples aumentaron con el nivel
de fertilizacién, mientras que en media intensidad de luz disminuyeron con el nivel de
fertilizacion (Fig. 11.7.3A). En alta intensidad de luz, la fibra dietaria total disminuyé con
el nivel de fertilizaciébn, y en media intensidad de luz aumenté con el nivel de
fertilizacion (Fig. 11.7.3B).

Los azUcares simples, la fibra dietaria total y la fibra dietaria insoluble
expresados en términos de peso seco variaron significativamente con la intensidad de
luz (Tabla 11.7.3). Los azucares simples variaron entre 261,6 y 428,26 mg/g peso seco
de frutos para intensidad de luz media y alta respectivamente, la fibra dietaria total lo
hizo entre 531,6 y 423,0 mg/g peso seco de frutos para intensidad de luz media y alta
respectivamente y la fibra dietaria insoluble vari6 399,0 y 301,7 mg/g peso seco de
frutos entre intensidad de luz media y alta respectivamente.

Los azlcares simples, la fibra dietaria total y la fibra dietaria soluble
expresados en términos de peso seco variaron significativamente con el nivel de
fertilizacion (Tabla 11.7.3), siendo maximos con el nivel de fertilizaciéon 0 (374,8, 516,1y
166,7 mg/g peso seco de frutos, respectivamente).

Los azucares simples expresados en términos de peso seco variaron
significativamente con la estacion de crecimiento (Tabla 11.7.3), alcanzando valores

maximos en 2008/09 (380,6 mg/g peso seco de frutos).
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Para los azucares simples, la fibra dietaria total y la fibra dietaria insoluble
expresados en términos de peso seco se encontraron interacciones significativas entre
los factores estudiados (Tabla 11.7.3). En alta intensidad de luz, los azlcares simples
aumentaron con el nivel de fertilizacién, mientras que en media intensidad de luz
disminuyeron con el nivel de fertilizacién. En alta intensidad de luz, la fibra dietaria total
y la fibra dietaria insoluble disminuyeron con el nivel de fertilizacién, mientras que en

media intensidad de luz aumentaron con el nivel de fertilizacion.

Tabla 11.7.2. Contenido de hidratos de carbono de los frutos de B. microphylla. Valores
medios de ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacién y la
estacion de crecimiento como factores principales, y los azUcares simples (AS), la fibra
dietaria total (FDT), la fibra dietaria insoluble (FDI) y la fibra dietaria soluble (FDS)

(9/100 g peso fresco de frutos) como variables dependientes.

Efectos Principales AS FDT FDI FDS
A= intensidad de Luz

Media 6,41b 13,00 9,73a 3,28
Alta 13,18a 12,63 9,11b 3,51
p <0,001 0,082 0,033 0,493

B= nivel de fertilizacién
0 9,65 13,33a 9,06 4,27a
1 9,82 12,70ab 9,75 2,95b
2 9,41 12,42b 9,45 2,97b
p 0,717 0,004 0,139 0,003

C= estacion de crecimiento

2008/09 11,482 13,53a 9,942 5,59
2009/10 8,10b 12,11b 8,90b 3,21
0,015 <0,001 <0,001 0,268

Interacciones F(p)
AxBxC 0,020 0,013 0,152 0,943
p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son

significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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Tabla 11.7.3. Contenido de hidratos de carbono de los frutos de B. microphylla. Valores
medios de ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion y la
estacion de crecimiento como factores principales, y los azlcares simples (AS), la fibra
dietaria total (FDT), la fibra dietaria insoluble (FDI) y la fibra dietaria soluble (FDS)

(mg/g peso seco de frutos) como variables dependientes.

Efectos Principales AS FDT FDI FDS
A= intensidad de Luz
Media 261,63b 531,63a 399,00a 132,63
Alta 428,17a 423,00b 301,75b 121,15
p <0,001 <0,001 <0,001 0,376
B= nivel de fertilizacion
0 374,78a 516,06a 349,30 166,75a
1 324,37a 452.83b 348,92 103,91b
2 335,95a 462,90b 352,90 110,00b
p 0,048 <0,001 0,955 <0,001
C= estacion de crecimiento
2008/09 380,602 478,77 351,40 127,37
2009/10 309,19b 475,75 349,35 126,40
p 0,037 0,735 0,862 0,940
Interacciones A x B x C (p) 0,030 0,004 0,025 0,950

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <

0,05.
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Figura 11.7.3.A Azlcares simples (AS) y B fibra dietaria total (FDT) (9/100 g peso
fresco de frutos) de los frutos de B. microphylla mostrando la interaccion entre la
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intensidad de luz alta (A) y media (M) y el nivel de fertilizacion 0 (:-), 1 () y 2 ().

Las barras representan * error estandar de la media.

Contenido de 4cidos orgénicos

El &cido malico, los acidos orgénicos totales y la relacion entre los acidos
malico/citrico expresados en términos de peso fresco variaron significativamente con
la intensidad de luz (Tabla 11.7.4), siendo maximos los valores de estas variables en
media intensidad de luz. El &cido malico vari6 entre 7,6 y 4,8 g/100 g peso fresco de
frutos para media y alta intensidad de luz respectivamente, mientras que los &cidos
totales lo hicieron entre 10,1 y 7,3 g/100 g peso fresco de frutos para media y alta
intensidad de luz respectivamente, variando la relacion entre los &cidos malico/citrico
entre 5,7 y 3,6 para media y alta intensidad de luz respectivamente.

La relacion entre los acidos malico/citrico expresado en términos de peso
fresco vario significativamente con el nivel de fertilizacion (Tabla 11.7.4), siendo
méximo con el nivel de fertilizacién 0 (5,8).

Los &cidos fumarico y malico y la relacion entre los acidos malico/citrico
expresados en términos de peso fresco variaron significativamente entre las
estaciones de crecimiento (Tabla 11.7.4). El 4cido fumérico varié entre 0,006 y 0,017
g/100 g peso fresco de frutos para 2008/09 y 2009/10 respectivamente, mientras que
el &cido malico lo hizo entre 5,4 y 7,0 g/100 g peso fresco de frutos para 2008/09 y
2009/10 respectivamente, dando un valor para la relacion entre los acidos
malico/citrico de 4,0 y 5,3 para 2008/09 y 2009/10 respectivamente.

No se encontraron interacciones significativas entre los 3 factores estudiados y
para las variables mencionadas en la Tabla 1.7.4, aunque si se encontraron
interacciones significativas entre intensidad de luz y estacién de crecimiento para el
acido malico, observandose que en alta intensidad de luz se encontraron grandes
diferencias entre ambas estaciones de crecimiento, mientras que en media intensidad
de luz dichas diferencias fueron minimas (Fig. I1.7.4).

Los &cidos citrico, malico, organicos totales y la relaciébn entre los acidos
malico/citrico expresados en términos de peso seco variaron significativamente con la
intensidad de luz (Tabla 11.7.5), siendo maximos los valores de estas variables en
media intensidad de luz. El &cido citrico varié entre 5,6 y 4,7 mg/g peso seco de frutos
para media y alta intensidad de luz respectivamente, mientras que el malico lo hizo
entre 31,6 y 17,3 mg/g peso seco de frutos para media y alta intensidad de luz
respectivamente. A su vez, los &cidos organicos totales variaron entre 42,0 y 26,1
mg/g peso seco de frutos y la relacion entre los &cidos malico/citrico lo hizo entre 5,7 y

3,6 para media y alta intensidad de luz respectivamente.
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El acido madlico y la relacion entre los &cidos malico/citrico variaron
significativamente con el nivel de fertilizacién (Tabla 11.7.5), siendo maximos con el
nivel de fertilizacion 0 (28,5 mg/g peso seco de frutos y 5,8 respectivamente).

Los &cidos fumarico, malico y la relacién entre los acidos malico/citrico variaron
significativamente entre las estaciones de crecimiento (Tabla I1.7.5). El &cido fumarico
vario entre 0,02 y 0,07 mg/g peso seco de frutos para 2008/09 y 2009/10
respectivamente, mientras que lo hizo entre 21,5y 27,3 mg/g peso seco de frutos para
2008/09 y 2009/10 respectivamente, dando un valor para la relacion entre los &acidos
malico/citrico de 4,0 y 5,3 para 2008/09 y 2009/10 respectivamente.

No se encontraron interacciones significativas entre los tres factores estudiados
y para las variables mencionadas en la Tabla 11.7.5. Sin embargo se observo para el
acido mélico que en alta intensidad de luz se encontraron grandes diferencias entre
ambas estaciones de crecimiento, mientras que en media intensidad de luz dichas

diferencias fueron minimas.

AM (mgig PF)

Intensidad de luz

Figura 11.7.4. Contenido de acido malico (AM) (mg/g peso fresco de frutos) de los
frutos de B. microphylla considerando la interaccion entre la intensidad de luz y la
estacion de crecimiento 2008/09 (:) y 2009/10 (:). Las barras representan + error

estandar de la media.
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Tabla 11.7.4. Contenido de &cidos organicos de los frutos de B. microphylla. Valores medios de ANOVA considerando la intensidad de
luz, el nivel de fertilizacion y la estacion de crecimiento como factores principales, y los acidos citrico (AC), fumarico (AF), méalico (AM),
oxalico (AO), tartarico (AT), total (AOT) y la relacidon acido malico/acido citrico (AM/AC) (mg/g peso fresco de frutos) como variables

dependientes.

Efectos principales AC AF AM AO AT AOT M/C
A= intensidad de Luz
Media 1,35 0,012 7,63a 1,10 0,031 10,14a 5,67a
Alta 1,36 0,010 4.77b 1,12 0,032 7,28b 3,63b
p 0,948 0,350 0,002 0,982 0,983 0,005 <0,001
B= nivel de fertilizacion
0 1,19 0,012 6,94 1,16 0,046 9,35 5,80a
1 1,40 0,010 6,54 1,14 0,027 9,12 4,66b
2 1,47 0,011 5,12 1,04 0,023 7,67 3,54¢
p 0,061 0,793 0,076 0,548 0,574 0,166 0,003
C = estacion de crecimiento
2008/09 1,38 0,006b 5,44b 1,12 0,015 7,96 4,00b
2009/10 1,33 0,017a 6,96a 1,11 0,048 9,46 5,33a
p 0,536 0,003 0,031 0,857 0,128 0,067 0,005
Interacciones A x B X C (p) 0,888 0,882 0,426 0,841 0,388 0,496 0,321

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son significativamente diferentes de acuerdo al test de
comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.



182
Composicion de los frutos

Tabla 11.7.5. Contenido de &cidos organicos de los frutos de B. microphylla. Valores medios de ANOVA considerando la intensidad de
luz, el nivel de fertilizacion y la estacion de crecimiento como factores principales, y los acidos citrico (AC), fumarico (AF), méalico (AM),
oxalico (AO), tartarico (AT), total (AOT) y la relacion acido malico/acido citrico (AM/AC) (mg/g peso seco de frutos) como variables

dependientes.

Efectos principales AC AF AM AO AT AOT AM/AC
A= intensidad de Luz

Media 5,59a 0,052 31,57a 4,61 0,13 41,97a 5,67a
Alta 4,72b 0,037 17,27b 3,94 0,11 26,10b 3,63b
P 0,025 0,141 <0,001 0,080 0,802 0,001 <0,001

B= nivel de fertilizacion
0 4,86 0,051 28,53a 4,71 0,18 38,36 5,80a
1 5,20 0,039 24,53ab 4,21 0,10 34,10 4,66b
2 5,42 0,0431 20,19b 3,90 0,09 29,66 3,54c
p 0,357 0,541 0,050 0,183 0,407 0,094 0,003

C = estacion de crecimiento

2008/09 5,17 0,023b 21,53b 4,23 0,06 31,02 4,00b
2009/10 5,15 0,067a 27,31a 4,32 0,19 37,05 5,33a
p 0,956 0,002 0,037 0,803 0,073 0,063 0,005
Interacciones A x B X C (p) 0,291 0,695 0,451 0,572 0,329 0,422 0,321

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son significativamente diferentes de acuerdo al test de
comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.
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Contenido de antocianinas, flavonoides y fenoles to tales

Los contenidos de antocianinas y fenoles variaron significativamente con la
intensidad de luz (Tabla 11.7.6), siendo méaximos los valores de estas variables en
intensidad de luz alta. El contenido de antocianinas vario entre 103,8 y 299,7 mg/100 g
peso fresco de frutos para intensidad de luz media y alta respectivamente, mientras
gue lo hizo entre 3,3 y 9,5 mg/g peso seco de frutos para intensidad de luz media y
alta respectivamente. El contenido de fenoles vario entre 693,8 y 906,6 mg de
equivalentes de acido tanico/100 g peso fresco de frutos para intensidad de luz media
y alta respectivamente, mientras que lo hizo entre 27,5 y 30,7 mg de equivalentes de
acido galicolg peso seco de frutos para intensidad de Iluz media y alta
respectivamente. Los contenidos de flavonoides no variaron significativamente con la
intensidad de luz (Tabla 11.7.6).

Los contenidos de flavonoides y fenoles variaron significativamente con el nivel
de fertilizacion (Tabla 11.7.6). El contenido de flavonoides fue méximo en aquellos
frutos cuyas plantas no fueron fertilizadas (200,2 mg (+)- equivalentes de
catequina/100 g peso fresco de frutos y 7,6 mg (+) - equivalentes de catequina/g peso
seco de frutos), mientras que el contenido de fenoles fue maximo con el nivel de
fertilizacion 2 (856,1 mg de equivalentes de acido tanico /g peso fresco de frutos y 31,2
mg (+)- equivalentes de catequina /g peso seco de frutos). Los contenidos de
flavonoides no variaron significativamente con el nivel de fertilizacion (Tabla 11.7.6).

Los contenidos de antocianinas, flavonoides y fenoles variaron
significativamente con la estacion de crecimiento (Tabla 11.7.6), siendo los contenidos
de antocianinas (350,0 mg/100 g peso fresco de frutos y 10,8 mg/g peso seco de
frutos) y fenoles (890,0 mg equivalentes de &cido tanico/100 g peso fresco de frutos y
30,3 mg equivalentes de acido tanico/g de peso seco de frutos) maximos en
2008/2009 , mientras que el contenido de flavonoides fue mayor en 2009/10 (157, 8
mg (+) - equivalentes de catequina/100 g peso fresco de frutos y 6,25 mg equivalentes
de &cido tanico/g peso seco de frutos.

Se encontraron interacciones significativas para el contenido de antocianinas
entre los factores estudiados en la Tabla 11.7.6, principalmente debido a incrementos
diferenciales en los valores entre los factores principales y diferencias entre
combinaciones (Fig. 11.7.5-6). El contenido de antocianinas aumenté con el nivel de
fertilizacion en los frutos de plantas en alta intensidad de luz, mientras que en aquellos
de media intensidad de luz la tendencia fue inversa en la estacion de crecimiento
2008/09, mientras que en 2009/10 el contenido de antocianinas en los frutos bajo
intensidad de luz media aumenté con el nivel de fertilizacion aunque sin diferencias tan

marcadas entre si. Los contenidos de antocianinas y fenoles en los frutos de la
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estacion de crecimiento 2008/09 fueron correlacionados positiva y significativamente

con el rendimiento de los extractos metandlicos (r = 0,891; p = <0,001) y (r = 0,948; p

= <0,001), respectivamente y con los azucares simples (r = 0,813; p = <0,001).

Tabla 11.7.6. Contenido de compuestos fendlicos de los frutos de B. microphylla.

Valores medios de ANOVA considerando la intensidad de luz, el nivel de fertilizacion y

la estacion de crecimiento como factores principales, y el contenido de antocianinas

(A), contenido de flavonoides (mg equivalentes de (+)-catenquina) (FL) y contenido de

fenoles (mg equivalentes de &cido galico) (FE) expresados como mg/100 g peso

fresco de frutos (PPF) y como m/g peso seco de frutos (PSF) como variables

dependientes.

Efectos principales A PFF APSF FLPFF FLPSF FEPFF FE PSF
A = intensidad de luz
Media 103,85b  3,29b 156,55 6,11 693,82b 27,48b
Alta 299,72a  9,50a 142,31 5,03 906,62a 30,70a
P <0,001 <0,001 0,090 0,090 <0,001 <0,001
B = nivel fertilizacion
0 195,67 6,28 200,17a 7,59a 714,19c 25,70c
1 197,94 6,19 138,1ab 4,98ab 830,34b 30,32b
2 211,75 6,72 110,05b 4,14b 856,14a 31,24a
P 0,221 0,194 0,010 0,010 <0,001 <0,001
C = estacién de
crecimiento
2008/09 349,96a 10,81a 140,51b 4,89b 890,00a 30,33a
2009/10 53,61b 1,92b 157,832 6,25a 710,45b 27,84b
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Interacciones AXBxC(p)  <0,001 <0,001 0,105 0,155 <0,001 <0,001

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <

0,05.
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Figura 11.7.5. Contenido de antocianinas (A) (mg/100 g peso fresco de frutos) de los
frutos de B. microphylla mostrando la interaccion en A entre la intensidad de luz alta

(A) y media (M) y el nivel de fertilizacion 0 (:-), 1 (&) y 2 , en B entre la estacion
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Figura I1.7.6. Cuantificacion de antocianinas de los frutos cosechados en la estacion
de crecimiento 2009/10 de B. microphylla, considerando los tratamientos entre la
intensidad de luz y el nivel de fertilizacion (Alta 0, Alta 1, Alta 2, Media 0, Media 1 y
Media 2 en pH 1 de izquierda a derecha, seguidos por Alta 0, Alta 1, Alta 2, Media 0,
Media 1 y Media 2 en pH 4,5 de izquierda a derecha).

Perfil de compuestos fendlicos

Los contenidos de catequina, rutina y quercitina no variaron significativamente
ni con la intensidad de luz ni con el nivel de fertilizacion (Tabla 11.7.7), tampoco en
términos de peso fresco y peso seco. Lo mismo sucedié con los acidos clorogénico,
teldrico y galico tal como se muestra en la Tabla 11.7.8. Al agrupar a estos compuestos
en el grupo de los flavonoides, acidos fendlicos, y la sumatoria de ambos (Tabla
11.7.9), se encontr6 que los &cidos fendlicos variaron significativamente con la
intensidad de luz, siendo su contenido de 157,7 mg/100g peso fresco de frutos en alta

intensidad de luz, mientras que en media fue de 132,7 mg/100 g peso fresco de frutos.
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Tabla 11.7.7. Contenido de flavonoides de los frutos de B. microphylla durante la
estacion de crecimiento 2008/09. Valores medios de ANOVA considerando la
intensidad de luz y el nivel de fertilizacion como factores principales, y el contenido de
catequina (CA), rutina (RU) y quercitina (QU) (mg/100 g peso fresco de frutos, PFF,

mg/g peso seco de frutos, PSF) como variables dependientes.

Efectos principales CA CAT RUT RUT QUE QUE
PFF PSF PFF PSF PFF PSF

A = intensidad de luz

Media 112,93 4,62 17,48 0,72 2,57 0,10
Alta 94,07 3,28 24,23 0,80 1,93 0,06
P 0,380 0,107 0,202 0,619 0,462 0,236
B = nivel de fertilizacion
0 124,97 4,89 12,90 0,50 2,62 0,10
1 100,15 3,78 20,57 0,75 1,47 0,06
2 85,37 3,18 29,10 1,03 2,65 0,09
P 0,288 0,179 0,081 0,085 0,447 0,445
Interacciones A x B (p) 0,279 0,194 0,727 0,574 0,602 0,712

p = 0,05.
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Tabla 11.7.8. Contenido de &cidos fendlicos de los frutos de B. microphylla durante la
estacion de crecimiento 2008/09. Valores medios de ANOVA considerando la
intensidad de luz y el nivel de fertilizacion como factores principales, y el contenido de
acido clorogénico (ACL), felarico (AFE), y galico (AGA) (mg/100g peso fresco de

frutos, PFF, mg/g peso seco de frutos, PSF) como variables dependientes.

Efectos principales CLO CLO FEL FEL GAL GAL
PFF PSF PFF PSF PFF PSF

A = intensidad de luz

Media 113,88 4,26 0,92 0,03 18,01 0,74
Alta 130,26 4,87 1,40 0,05 26,00 0,88
P 0,104 0,104 0,202 0,202 0,071 0,353
B = nivel de fertilizacion
0 116,53 4,36 0,82 0,03 19,72 0,78
1 125,18 4,68 1,32 0,05 25,41 0,92
2 124,51 4,66 1,32 0,05 20,89 0,72
P 0,675 0,675 0,396 0,396 0,453 0,509
Interacciones A x B (p) 0,513 0,513 0,098 0,098 0,257 0,352

p = 0,05.
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Tabla 11.7.9. Contenido de compuestos fendlicos de los frutos de B. microphylla
durante la estacion de crecimiento 2008/09. Valores medios de ANOVA considerando
la intensidad de luz y el nivel de fertilizacién como factores principales, y el contenido
de la suma de flavonoides (FLT), &cidos fendlicos (AFEN) y fenoles totales (FET)
(mg/g peso fresco de frutos, PFF, mg/g peso seco de frutos, PS) como variables

dependientes.

Efectos principales FLT FLT AFEN  AFEN FET FET
PFF PSF PFF PSF PFF PSF

A = intensidad de luz

Media 95,17 3,82 132,7b 5,03 225,89 8,85
Alta 95,88 3,33 157,7a 5,80 253,56 9,13
P 0,923 0,649 0,039 0,077 0,408 0,819
B = nivel de fertilizacion
0 26,22 4,92 137,08 5,17 263,30 10,09
1 69,67 2,56 151,80 5,65 221,47 8,21
2 87,67 3,23 146,72 5,43 234,40 8,66
P 0,290 0,231 0,483 0,580 0,564 0,455
Interacciones A x B (p) 0,689 0,542 0,278 0,352 0,915 0,778

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones mdultiples de Tukey a p <
0,05.

Actividad antioxidante

El efecto secuestrador de los radicales DPPH y el poder reductor variaron
significativamente con la intensidad de luz (Tabla 11.7.10), siendo maximos los valores
de estas variables en alta intensidad de luz. El efecto secuestrador de los radicales
DPPH varié entre 56,0 y 66,8 % para media y alta intensidad de luz respectivamente,
mientras que el poder reductor lo hizo entre 39,5 y 46,2% para media y alta intensidad
de luz respectivamente.

El efecto secuestrador de los radicales DPPH y el poder reductor variaron
significativamente con el nivel de fertilizacion (Tabla 11.7.10). El efecto secuestrador de
los radicales DPPH vari6é entre 58,2 y 63,2% entre el nivel 0 y 1 de fertilizacion,
mientras que el poder reductor lo hizo entre 39,9 y 44,9% entre el nivel 0 y 1 de
fertilizacion.

El méaximo efecto secuestrador de los radicales DPPH se encontr0 a una
concentracion de 0,75 ml, mientras que para el poder reductor fue a 5,0 ml. Se
encontraron interacciones significativas para el efecto secuestrador de los radicales
DPPH y el poder reductor entre los factores estudiados en la Tabla 11.7.10,
principalmente debido a incrementos diferenciales en los valores entre los factores

principales y diferencias entre combinaciones (Fig. 11.7.7 y 11.7.8).
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El efecto secuestrador de los radicales DPPH varié significativamente con la
estacion de crecimiento (Tabla 11.7.10); sin embargo, el poder reductor presentd
escasas diferencias entre ambas estaciones de crecimiento. El efecto secuestrador de
los radicales DPPH varié entre 66,50 y 55,50% para la estacion de crecimiento
2008/09 y 2009/10 respectivamente, mientras que el poder reductor lo hizo entre 40,45
y 44,73% para la estacion de crecimiento 2008/09 y 2009/10 respectivamente.

La concentracion de los extractos metandlicos a los que los radicales DPPH
fueron secuestrados en un 50% y el poder reductor estuvo en 50% en los frutos
variaron significativamente con la intensidad de luz (Tabla 11.7.11), siendo maximos los
valores de estas variables en media intensidad de luz. La concentracién de los
extractos metandlicos a los que los radicales DPPH fueron secuestrados en un 50%
vario entre 0,3 y 0,2 mg/ml para media y alta intensidad de luz respectivamente,
mientras que la concentracion de los extractos metandlicos a los que el poder reductor
fue del 50% vari6 entre 1,8 y 1,4 mg/ml para media y alta intensidad de luz
respectivamente.

La concentracidon de los extractos metandlicos a los que los radicales DPPH
fueron secuestrados en un 50% y el poder reductor estuvo en 50% en los frutos no
vario significativamente con el nivel de fertilizacion (Tabla 11.7.11). No se encontraron
interacciones significativas para la concentracion de los extractos metandlicos a los
gue los radicales DPPH fueron secuestrados en un 50% Yy el poder reductor estuvo en
50% en los frutos entre los factores estudiados en la Tabla 11.7.11.

Aunque el efecto secuestrador de DPPH en los extractos de B. microphylla fue
mas efectivo a menor concentracion (0,75 mg/ml) de lo que fue para el poder reductor
(5,00 mg/ml), se produjo una fuerte relacion entre ambos métodos en relacion con la
actividad antioxidante, que se muestra por la correlacion lineal significativa encontrada
entre ambos parametros (r = 0,716; p < 0,001). Ademas, cabe destacar que el efecto
secuestrador de los radicales DPPH vy el poder reductor de los extractos de los frutos
de B. microphylla mostraron sus valores maximos en las concentraciones apenas

mayores que las de los antioxidantes estandar.
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Tabla 11.7.10. Actividad antioxidante de los frutos de B. microphylla durante la estacion
de crecimiento 2008/09. Valores medios de ANOVA considerando la intensidad de luz,
el nivel de fertilizacion y la concentracién de los extractos metandlicos (mg/ml) como
factores principales, y los valores de efecto secuestrador de los radicales DPPH (%)

(DPPH) y poder reductor (%) (PR) como variables dependientes.

Efectos principales DPPH PR
A = intensidad de luz

Media 55,99b 39,45b
Alta 66,82a 46,17a

P <0,001 <0,001

B = nivel de fertilizacion

0 58,22b 39,89b
1 63,22a 4491a
2 62,77a 43,63a

P 0,011 <0,001

C = concentracion (mg/ml)

0 0,00e 0,68h

0,10 26,89d 7,899

0,25 64,56¢ 17,88f
0,50 85,81b 29,66e
0,75 94,59a 43,40d
1,00 96,55a 57,14c
2,5 86,40b
5,0 99,44a

P <0,001 <0,001

D= estacion de crecimiento

2008/09 67,50a 40,45

2009/10 55,50b 44,73

p <0,001 0,055
Interacciones A x B x C (p) 0,602 <0,001

p < 0,05. Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p <
0,05.
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Tabla 11.7.11. Concentracién efectiva (CEsy) de los extractos metandlicos (mg/ml) a la
gue los radicales 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) fueron secuestrados en un 50%
y el poder reductor (PR) estuvo en 50% en los frutos de B. microphylla, considerando
la intensidad de luz y el nivel de fertilizacion como efectos principales durante la

estacion de crecimiento 2008/09.

Efectos principales CE sDPPH CEsPR
A = intensidad de luz

Media 0,31a 1,78a

Alta 0,20b 1,44b

p <0,001 0,003

B = nivel de fertilizacion

0 0,29 1,74

1 0,24 1,51

2 0,24 1,59

p 0,109 0,082
Interacciones A x B (p) 0,879 0,078

Valor CEso: Este valor fue obtenido por interpolacion a partir del analisis de regresion lineal
entre la concentracion de la muestra (mg/ml) y DPPH y PR, entre 0 y la concentracion a
la cual estas variables alcanzaron sus maximos valores. p = probabilidad a p = 0,05,
Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a

p <0,05.
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Figura 11.7.7. Efecto secuestrador sobre los radicales DPPH (%) de los frutos de B.
microphylla en los tratamientos LO (™), L1 (*), L2 (**), MO (7%7), M1 () y M2 ()
y a diferentes concentraciones de los extractos metandlicos (0,00 a 1,00 mg/ml) para
la estacion de crecimiento 2008/09. Las barras representan * error estandar de la

media.
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Figura 11.7.8. Poder reductor (PR) (%) de los frutos de B. microphylla en los
tratamientos LO (™), L1 (*), L2 (*), M (%), M1 (*) y M2 (<) y a diferentes

concentraciones de los extractos metanolicos (0,00 a 5,00 mg/ml) para la estacion de

crecimiento 2008/09. Las barras representan + error estandar de la media.
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DISCUSION
Cambios en la composicion de los frutos con la inte nsidad de luz

Los solidos solubles pudieron relacionarse con la intensidad de luz dado que
aumentaron 1,2 veces entre media y alta intensidad y podria explicarse por un lado
debido a que los frutos formados en intensidad de luz media tuvieron un menor
contenido de materia seca y mayor contenido de agua, por lo que los sélidos solubles
podrian directamente ser menores por simple dilucion de los mismos. Sin embargo no
se puede descartar que ademas lo solidos solubles sean efectivamente mayores en
intensidad de luz alta debido a que los fotosintatos elaborados bajo estas condiciones
de luz sean superiores, dada la relacién conocida entre la fotosintesis de las plantas y
la intensidad de luz (Tognetti et al., 1998; Larcher, 2003). En B. microphylla se ha
encontrado una relacion entre la tasa de fotosintesis neta y la intensidad de luz que
explicaria el aumento de los solidos solubles (CAPITULO IV, PARTE II). Una
disminucion en los sélidos solubles con una menor intensidad de luz también se ha
observado en frutos de Prunus sp. (Marini et al., 1991) y Vitis vinifera (Chorti et al.,
2010). Los valores de los sdélidos solubles encontrados en los frutos en el tratamiento
Alta 0 son comparables con los obtenidos en afios anteriores en la poblacidon natural
de B. microphylla (CAPITULO 1, PARTE Il), aunque algo menores que los citados para
esta especie (33° Brix) en el sur de Chile (Arribillaga Garcia, 2001). La acidez total
titulable pudo relacionarse con la intensidad de luz, ya que aumenté 1,2 veces entre
intensidad de luz alta y media. Esto podria explicarse debido a la relacion encontrada
entre la tasa de respiracion oscura y la intensidad de luz (CAPITULO IV, PARTE II); la
mayor demanda de la energia metabdlica en las plantas que crecen en ambientes
iluminados, traeria aparejado una mayor tasa de respiracién oscura y por lo tanto una
mayor cantidad de &cidos que entrarian al proceso de respiracion, tal como fuera
discutido en el CAPITULO IV, PARTE II. Los menores contenidos de sélidos solubles y
mayor acidez total titulable en los frutos crecidos bajo media intensidad de luz estarian
indicando que los frutos estarian con un menor grado de madurez con respecto a
aguellos que crecieron bajo alta intensidad de luz.

Los azucares simples pudieron relacionarse con la intensidad de luz dado que
aumentaron 2,1y 1,6 veces entre media y alta intensidad de luz en términos de peso
fresco y peso seco respectivamente, al igual que lo observado para los sélidos
solubles, hecho que también podria explicarse por la relacion entre la sintesis de los
fotosintatos y la intensidad de luz (Tognetti et al., 1998; Larcher, 2003), tal como se
expresara en EL CAPITULO IV, PARTE Il. Una disminucion en los azlcares simples
con una menor intensidad de luz se ha observado en frutos de Vitis vinifera

(Dokoozlian y Kliewer, 1996). Los valores de azucares simples encontrados en los
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frutos en el tratamiento Alta O son comparables con los obtenidos en afios anteriores
en la poblacion natural de B. microphylla (CAPITULO 1, PARTE Il). La fibra dietaria
total pudo relacionarse con la intensidad de luz dado que aument6 1,1 y 1,3 veces
entre alta y media intensidad de luz en términos de peso fresco y peso seco
respectivamente, encontrdndose para la fibra dietaria insoluble la misma relacion.

El &cido malico pudo relacionarse con la intensidad de luz ya que aumento 1,6
y 1,8 veces entre alta y media intensidad de luz en términos de peso fresco y peso
seco respectivamente. El acido citrico también pudo relacionarse con la intensidad de
luz dado que aument6 1,2 veces entre alta y media intensidad de luz en términos de
peso seco. Un aumento en el &cido malico pudo observarse al final de la maduracién
de los frutos de Vitis vinifera crecidos en ambientes sombreados (DeBolt et al., 2008).
Es sabido ademas que en aquellas regiones més frescas, los frutos de Vitis vinifera
producen frutos con mayores contenidos de acido malico con respecto a los frutos
crecidos en regiones mas célidas. Esta relacién negativa entre la temperatura y el nivel
de &cido malico es debida al efecto de la temperatura sobre el balance entre la sintesis
de &cido malico (por la via de la beta carboxilacion del fosfoenolpiruvato) y su
catabolismo durante la respiracién y en particular sobre la actividad enzimatica. Sin
embargo, otras vias como una disminucién en la traslocacion desde las hojas a los
frutos juegan un papel importante. Adicionalmente, la acumulacién de potasio en los
frutos suele resultar en la formacion de sales de &cido malico y tartarico, dando una
reduccién del contenido de acidos totales (Conde et al., 2007). En los frutos de Ribes
nigrum también se ha encontrado una correlacion negativa entre la temperatura y el
contenido de acido malico en los frutos (Toldam-Andersen y Hansen, 1997). Sin
embargo, tal variacion no se ha detectado para el acido citrico coincidiendo con lo
encontrado para Ribes nigrum (Toldam-Andersen y Hansen, 1997). Al ser el &cido
malico el mas abundante entre los acidos organicos cuantificados, también ha habido
diferencias en los acidos organicos totales. Los acidos organicos totales pudieron
relacionarse con la intensidad de luz dado que aumentaron 1,4 y 1,6 veces entre alta 'y
media intensidad de luz en términos de peso fresco y seco respectivamente y la
relacion acido malico/citrico pudo relacionarse con la intensidad de luz dado que
aumento 1,6 veces entre alta y media intensidad de luz.

Las antocianinas pudieron relacionarse con la intensidad de luz dado que
aumentaron 2,9 veces entre media y alta intensidad en términos de peso fresco y peso
seco, hecho que podria explicarse debido a la estrecha correlacion entre esta variable
y los sélidos solubles (r = 0,839, p <0,001 para el afio 2008/09) y el contenido de
azucares en los frutos (r = 0,964, p <0,001 para el afio 2008/09), y éstas a su vez con

la tasa de fotosintesis neta y la intensidad de luz que explicaria el aumento de las
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antocianinas (CAPITULO 4, 7, PARTE 1l). Las condiciones precisas que
desencadenan el inicio de la sintesis de antocianinas no fueron aun bien establecidas,
pero si es sabido que la acumulacion de azUcares provee el sustrato necesario para la
sintesis de antocianinas (Jackson, 2008). Una disminucién en las antocianinas frente a
una disminucion de la intensidad de luz pudo observarse en frutos de Ribes nigrum
(Savikin et al., 2009) y Vitis vinifera (Cortell y Kennedy, 2006). El contenido de
antocianinas en el tratamiento Alta O de la temporada 2008/09 (435 mg/100 g peso
fresco de frutos) es comparable con los obtenidos en afios anteriores en una poblacion
natural de B. microphylla y esta de acuerdo con el estado de madurez de los frutos
(CAPiTULO 2, PARTE 1). A su vez, los contenidos de antocianinas en el tratamiento
Alta O de la temporada 2008/09 son similares a aquellos valores citados para Berberis
microphylla del sur de Chile (Ruiz et al.,, 2010); sin embargo fueron superiores a
aquellos determinados para otros berries como Ribes nigrum (350 mg/100 g peso
fresco), Rubus idaeus (55-60 mg/100 g PF), Fragaria anannassa (40 mg/100 g peso
fresco) (Lister et al., 2002), y Vaccinium sp. (1,2 mg/100 g peso fresco) (Zheng y
Wang, 2003).

Los contenidos de fenoles también pudieron relacionarse con la intensidad de
luz dado que aumentaron 1,3-1,2 veces entre media y alta intensidad en términos de
peso fresco y peso seco respectivamente, hecho que podria explicarse debido a la
estrecha relacidon entre esta variable y las antocianinas (r = 0,776; p = <0,001) y con el
contenido de azucares en los frutos (r = 0,782; p =<0,001) para la estacion de
crecimiento 2008/09, y éstas a su vez con la tasa de fotosintesis neta y la intensidad
de luz que explicaria el aumento del contenido de fenoles (CAPITULO 4, 7, PARTE ).

Los contenidos de flavonoides en el tratamiento Alta O estan de acuerdo con el
estado de madurez de los frutos (CAPITULO 2, PARTE I). A su vez, los contenidos de
flavonoides en el tratamiento Alta 0 son similares a aquellos valores citados para
Fragaria sp. (30,0 y 123,2 mg de equivalentes de quercetina/100 g de peso fresco de
frutas (Cheel et al., 2007). En los frutos de B. microphylla, el contenido de flavonoides
fue negativa y significativamente correlacionado con los solidos solubles (r = -0,354; p
= 0,034).

Los contenidos de fenoles en el tratamiento Alta O estan de acuerdo con el
estado de madurez de los frutos (CAPITULO 2, PARTE I). Los contenidos fendlicos
medidos en frutos maduros de B. microphylla en este estudio (26 a 41 mg/g peso
seco) fueron comparables a los citados para B. vulgaris (Gundogdu, 2013), Vaccinium
myrtillus (33 a 38 mg/g peso seco) (Kahkonen et al., 2001) y Ribes nigrum (1000
mg/100 g peso fresco) (Deighton et al., 2002), y superiores a los de otras bayas de

color puarpura-rojizo, como Ribes rubrum (14 mg/g peso seco), Fragaria ananassa (16
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a 24 mg/g peso seco) (Kahkoénen et al., 2001), Rubus idaeus (300 mg/100 g peso
fresco) (Lister et al., 2002), y otros frutos nativos de América del sur como Fragaria sp.
(106 a 268 mg/100 g peso fresco) (Cheel et al., 2007).

La influencia de la luz sobre los flavonoides y fenoles determinados por medio
de los métodos colorimétricos también se observa sobre el perfil de estos metabolitos
secundarios, aunque sin evidenciarse diferencias significativas.

El efecto secuestrador de los radicales DPPH y el poder reductor pudieron
relacionarse con la intensidad de luz dado que aumentaron ambas 1,2 veces entre
media y alta intensidad de luz, hecho que podria explicarse debido a la estrecha
relacion entre estas variables y los contenidos de antocianinas (r = 0,697; p = <0,001 y
r = 0,533; p = <0,001, respectivamente). También el efecto secuestrador de los
radicales DPPH y el poder reductor pudieron correlacionarse positiva y
significativamente con el contenido de fenoles (r = 0,822; p = <0,001 y r = 0,646; p =
<0,001, respectivamente), como se constato en Diospyros kaki L. cv. Mopan (Chen et
al., 2008), en B. vulgaris y B. croatica (Koncic et al., 2010). El efecto secuestrador de
DPPH observado en B. microphylla fue comparable al reportado para los frutos de B.
vulgaris (Motalleb et al., 2005) y de la corteza de B. koreana (Qadir et al., 2009). El
efecto secuestrador de los radicales DPPH y el poder reductor de los antioxidantes
estandar fue efectivo a concentraciones mas bajas (0,10 mg/ml a 0,75 mg/mi,
respectivamente) que los extractos metandlicos de los frutos (CAPITULO 2, PARTE 1).
Una correlacién positiva y significativa entre el contenido de fenoles y la actividad
antioxidante medida a través del ensayo de TEAC fue observada en las frutas B.
microphylla (Ruiz et al., 2010).

La concentracion efectiva a la que los radicales DPPH fueron secuestrados en
un 50% y a la que el poder reductor fue del 50% también pudieron relacionarse con la
intensidad de luz dado que aumentaron 1,5y 1,2 veces entre alta y media intensidad
de luz respectivamente, relacionandose con lo observado para el efecto secuestrador
de los radicales DPPH y el poder reductor.

Las diferencias en los contenidos de los hidratos de carbono, acidos organicos,
compuestos fenodlicos y actividad antioxidante también podrian explicarse por las
diferencias en la ocurrencia de las fases fenolégicas (CAPITULO 2, PARTE 1), por el
diferente contenido foliar de nutrientes como el carbono y la relacion carbono/nitrégeno
(CAPITULO 3, PARTE II) y actividad fotosintética (CAPITULO 4, PARTE Il) frente al

gradiente de la intensidad de luz ensayado.
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Cambios la composicion de los frutos con el nivel d e fertilizacion

Los sélidos solubles pudieron relacionarse con el nivel de fertilizacion dado que
aumentaron 1,1 veces entre el nivel de fertilizacion 0 y 2, hecho que podria explicarse
por un lado debido a que los frutos sin fertilizacion (nivel 0) tuvieron un menor
contenido de materia seca y mayor contenido de agua, por lo que los sélidos solubles
podrian directamente ser menores por simple dilucién de los mismos. A su vez, por
otro lado dado que la tasa de fotosintesis neta aument6 con los niveles de fertilizacion
en alta intensidad de luz, esto podria redundar en una mayor sintesis de
fotoasimilados (CAPITULO 4, PARTE Il). Por otro lado, el potasio es el catién mas
abundante en los frutos de Vitis que contribuye al balance de cargas y puede estar
envuelto en el transporte de azlcares (Spayd et al., 1993). El potasio reduce los
niveles de acidos en estos frutos e interactia con el &cido tartarico para formar
bitartarato de potasio el cual tiene una solubilidad limitada (Lang, 1983). Un aporte
elevado de potasio incrementa los sélidos solubles y disminuye la acidez total titulable
de los frutos de Vitis (Martin et al., 2004; Abd El-Razek et al., 2011), al igual que lo
encontrado para los frutos de B. microphylla. Sin embargo, el aporte de potasio
aumento la acidez total titulable y la de acido malico en los frutos de Prunus sp. (Lobit
et al., 2006). El efecto de niveles crecientes de nitrégeno, fésforo y potasio sobre los
soélidos solubles ha sido contradictorio y dependiente de la especie. En Vaccinium
angustifolium (Albert et al., 2011) y Vitis vinifera (Martin et al., 2004) niveles crecientes
de nitrogeno, fosforo y potasio aumentaron los valores de los sélidos solubles,
mientras que en Aronia melanocarpa y Malus domestica (Jeppsson, 2000) produjeron
una disminucion de los mismos. La acidez total titulable y el pH también pudieron
relacionarse con el nivel de fertilizacion dado que la acidez total titulable aument6 1,4
veces entre el nivel de fertilizacién 2 y 0 y el pH aument6 1,02 veces entre el nivel de
fertilizacion 0 y 2. Una disminucion en la acidez total titulable fue encontrada en frutos
de Aronia melanocarpa (Jeppsson, 2000), mientras que no hubo ninguna correlacién
entre ambas variables en los frutos de Malus domestica y Pyrus communis (Raese,
1997; Raese y Drake, 1997).

La fibra dietaria total y la fibra dietaria soluble pudieron relacionarse con el nivel
de fertilizacion dado que aumentaron 1,1y 1,4 veces en térmicos de peso fresco entre
el nivel de fertilizacion 2 y 0, hecho que podria explicarse por el diferente grado de
madurez de los frutos.

El contenido de &cido malico pudo relacionarse con el nivel de fertilizacion dado
que aumentd 1,4 veces entre el nivel de fertilizacion 2 y 0 en términos de peso seco.
Ademas, la relacion acido malico/acido citrico pudo relacionarse con el nivel de

fertilizacion dado que aumentd 1,6 veces entre el nivel de fertilizacion 2 y 0. Estos
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resultados se podrian explicar debido al diferente grado de madurez alcanzado por los
frutos, observandose que los frutos formados en aquellas plantas sin fertilizacién
presentan un menor grado de madurez con respecto a aquellos formados con el mayor
aporte de fertilizante.

Las diferencias en los contenidos de los hidratos de carbono y &cidos orgénicos
también podrian explicarse por las diferencias en la ocurrencia de las fases
fenolégicas (CAPITULO 2, PARTE II).

Si bien las antocianinas no variaron significativamente con el nivel de
fertilizacion, se observaron interacciones significativas, aumentando con el nivel de
fertilizacion en presencia de alta intensidad de luz, hecho que podria estar en estrecha
vinculacién con la tasa de fotosintesis neta y la sintesis de fotoasimilados (CAPITULO
4, PARTE II). El rol del nitrégeno en la coloracién de los frutos es conocido, en donde
excesivos niveles de nitrégeno suelen retrasar la maduracién de los frutos (Kéller y
Hrazdina, 1998.), los que resultan pobremente coloreados (Kliewer, 1977; Spayd et al.,
1994). Ademas, un incremento en el crecimiento vegetativo compite fuertemente con
la traslocacién de los azlcares y con la acumulacion de pigmentos en los frutos (Abd
El-Razek et al., 2011). Una nutricibn adecuada de potasio ayuda a aumentar tanto el
color como el contenido polifendlico de los frutos (Sommers, 1977). Davenport (1996)
no ha encontrado ninguna correlacién entre el nivel de fertilizacion y el contenido de
antocianinas en Vaccinium, al igual que Alleyne y Clark (1997) en Rubus. En Vitis
vinifera (Martin et al., 2004) niveles crecientes de nitrdgeno aumentaron los valores del
contenido de antocianinas, con relacién a los tratamientos sin nitrégeno.

Los flavonoides y los fenoles pudieron relacionarse con el nivel de fertilizacion
dado que aumentaron 1,8 veces entre el nivel de fertilizacion 2 y 0 en términos de
peso fresco y seco, respectivamente para el caso de los flavonoides, mientras que
para los fenoles lo hicieron 1,2 veces entre el nivel de fertilizacion 0 y 2 en términos de
peso fresco y seco, respectivamente. Estos resultados son coincidentes con los
encontrados en Fragaria x ananassa Duch., en donde los contenidos de quercitina,
kaemperol y acido egdlico fueron mayores a bajos niveles de fertilizacion (Anttonen et
al., 2006). La influencia del nivel de fertilizaciébn sobre los flavonoides y fenoles
determinados por medio de los métodos colorimétricos también se observa sobre el
perfil de estos metabolitos secundarios, aunque sin mostrar diferencias significativas.
Es asi que por ejemplo el contenido de catequina mostr6 una clara tendencia a
aumentar sin fertilizacion, ocurriendo lo contrario para el caso de la rutina.

El efecto secuestrador de los radicales DPPH y el poder reductor pudieron
relacionarse con el nivel de fertilizacién dado que aumentaron 1,1y 1,3 veces entre los

niveles de fertilizacion 0 y 1, respectivamente, hecho que podria explicarse debido a la
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estrecha relacion entre esta variables y los contenidos de fenoles, como se describié
mas arriba. La concentracion efectiva para DPPH y el poder reductor no pudieron
relacionarse estadisticamente con el nivel de fertilizacion pero si se observdé una
tendencia relacionada con las variables efecto secuestrador de los radicales DPPH y

el poder reductor.

Cambios en la composicion de los frutos con la esta cion de crecimiento

Los sdlidos solubles, la acidez total titulable, la relacion de ambos y el pH
pudieron relacionarse con la estacion de crecimiento, siendo los valores de estas
variables maximos en la estacion de crecimiento 2008/09, a excepcién de la acidez
total titulable, hecho que podria explicarse debido a las condiciones ambientales
diferenciales entre ambas estaciones de crecimiento (CAPITULO 1, PARTE II).

Es sabido que el crecimiento y composicion de los frutos varia entre estaciones
de crecimiento y condiciones ambientales (Biale, 1950; Boynton y Wilde, 1959; Kramer
y Kozlowski, 1979; Predieri y Dris, 2005). Los efectos de las condiciones ambientales y
culturales tanto en el contenido de azlcares como de antocianinas han sido descriptos
(Keller y Hrazdina, 1998; Bisson, 2001). Los mayores contenidos de soélidos solubles y
de la relacion sdlidos solubles y acidez total titulable en 2008/09 podrian relacionarse
con las mayores temperaturas de ese periodo comparadas con 2009/10. Es sabido
también que la temperatura es un factor limitante del ritmo de la fotosintesis en las
plantas, por lo que a mayores temperaturas los fotoasimilados son producidos en un
ritmo mayor, lo que hace posible un incremento en la translocacion desde las hojas a
diferentes destinos, incluyendo los frutos (Madore y Lucas, 1995; Zamski y Schaffer,
1996). En especies del género Ribes, se encontraron correlaciones entre las variables
mencionadas y las condiciones climaticas (Toldam-Andersen y Hansen, 1993).

Los acidos fuméricos y malico pudieron relacionarse con la estacién de
crecimiento dado que aumentaron 2,8, y 1,3 veces entre 2008/09 y 2009/10 en
términos de peso fresco y seco respectivamente, mientras que los acidos organicos
totales aumentaron 1,2 veces entre 2008/09 y 2009/10 en términos de peso fresco,
mientras que la relacién acido malico/citrico lo hizo 1,3 entre las mismas estaciones de
crecimiento. Un incremento en las temperaturas durante el crecimiento de los frutos
disminuye tanto la acidez total titulable como los contenidos de &cido malico y citrico
en frutos de Vitis vinifera y Musa sp. (Etienne et al., 2013). La acumulacion de estos
dos acidos es el resultado de la interaccion entre el metabolismo y el almacenamiento
vacuolar de los mismos. Sin embargo, la totalidad de los acidos organicos no parece
tener la misma sensibilidad a las temperaturas, como parece haber ocurrido con el

acido citrico, oxalico y tartético en los frutos de B. microphylla.



201
Composicion de los frutos

Las diferencias en los contenidos de los hidratos de carbono, &cidos organicos,
compuestos fendlicos y actividad antioxidante también podrian explicarse por las
diferencias en las condiciones ambientales entre las estaciones de crecimiento
(CAPITULO |, PARTE 1) y en las fases fenoldgicas (CAPITULO II, PARTE Il). Cabe
destacar que el mayor contenido de flavonoides en 2009/10 estaria abonando esta
afirmacion.
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CONCLUSIONES

La composicion cuali-cuantitativa de los hidratos de carbono, acidos organicos,
compuestos fendlicos y actividad antioxidante de los frutos de B. microphylla
mostraron cambios con la intensidad de luz y el nivel de fertilizacion, a su vez que los
tres primeros también con la estacion de crecimiento.

Los frutos de las plantas cultivadas bajo intensidad de luz alta y con mayor
temperatura del aire y del suelo, y con los niveles de fertilizacién 1 y 2 presentaron el
mayor contenido de sélidos solubles, aztcares simples, antocianinas y fenotes totales.
A su vez, los frutos de las plantas cultivadas bajo dichas condiciones presentaron la
menor acidez total titulable, y en particular los menores contenidos de acido malico y
relacion acido malico/acido citrico, asi como de fibra dietaria total. Los frutos
presentaron el mayor contenido de sélidos solubles, azucares simples, fibra dietaria
total, antocianinas y fenotes totales en la estacion de crecimiento 2008/09, mientras
qgue la mayor acidez total titulable, y en particular los mayores contenidos de &cido
malico y relacion &cido malico/4cido citrico, asi como los flavonoides los alcanzaron en
2009/10. El efecto secuestrador de los radicales DPPH fue méaximo en los frutos de las
plantas cultivadas bajo intensidad de luz alta.

Los cambios observados en la composicion cuali-cuantitativa de los hidratos de
carbono, &cidos organicos, compuestos fendlicos y en parte en la actividad
antioxidante se pudieron relacionar con las condiciones ambientales de los
tratamientos y con los niveles de fertilizacion, y de manera consistente con la fenologia
de las plantas, la relacion peso/superficie foliar, el contenido de carbono foliar, la
relacién de clorofila A/B en las hojas, la tasa de fotosintesis neta, el rendimiento y
crecimiento de los frutos, indicando que las plantas presentan una capacidad de
aclimatacion en la composicion de los frutos a dichas condiciones de crecimiento.

Las relaciones descritas podrian ademas explicar los maximos valores del
efecto secuestrador de los radicales DPPH y el poder reductor, y la contribucién de los
flavonoides y el contenido fendlico que son responsables, al menos en parte de la

actividad antioxidante de los extractos metandlicos de B. microphylla.
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Las plantas de B. microphylla cultivadas en macetas bajo tres intensidades de
luz (24, 57 y 100% de la luz natural) y con tres niveles de fertilizacion inorganica (0,0;
3,4y 6,7 g de fertilizante por planta), mostraron cambios en la fenologia, en los
contenidos de nutrientes y pigmentos foliares, en la actividad fotosintética, en la
produccion y crecimiento del fruto, y en la composicion cuali-cuantitativa de los
hidratos de carbono, acidos organicos, compuestos fendlicos y actividad antioxidante
de los frutos. Dicho cambios se pudieron relacionar con las condiciones ambientales
de los tratamientos y de las estaciones de crecimiento y con los niveles de fertilizacion,
poniendo en evidencia la presencia de una capacidad de aclimatacién a dichas
condiciones de crecimiento y desarrollo, también llamada plasticidad fenotipica o
adaptacion fenotipica. La intensidad de luz del 24% resulté ser limitante para la
biologia reproductiva de las plantas.

Las plantas cultivadas bajo un 100% de intensidad de luz (alta), con mayor
temperatura del aire y del suelo y con 3,4 g de fertilizante por planta (nivel 1)
presentaron:

» adelantamiento de algunas fases fenoldgicas, manifestandose la fase
de flor abierta en la primera semana de noviembre (75%) y la de
fructificacion en la cuarta semana del mismo mes (85%) de la estacion
de crecimiento 2008/09

* Las hojas presentaron los mayores contenidos foliares de carbono
(47,7%), una relacion clorofila A/B de 3,1 y una elevada tasa de
fotosintesis neta (2,3 umol CO, m? s™)

» Elevado rendimiento de frutos por planta y por produccion o rama
fructifera (6,4 y 0,70 g peso fresco respectivamente).

* Frutos con el maximo peso fresco (433 mg) y elevados contenidos de
soélidos solubles (16,2°), antocianinas (298 mg/100g PFF) y fenoles
totales (835 mg/100 g PFF), con una elevada actividad de
secuestracion de radicales DPPH a 0,75 mg/ml.

El crecimiento de los frutos y la composicion cuali-cuantitativa de los hidratos
de carbono, los acidos organicos, los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante
de los frutos obtenidos en las plantas en el cultivo experimental, mostraron valores
similares a los obtenidos en los frutos de la poblacion natural de las cercanias de
Ushuaia, confirmando que los frutos de B. microphylla poseen una excelente actividad
antioxidante, una propiedad que puede contribuir a la calificacién de su valor funcional

y de aplicabilidad industrial.
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Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis contribuirdn a la
interpretacion de los comportamientos observados en el crecimiento y fructificacion de
las plantas de B. microphylla que crecen naturalmente en los diferentes ambientes de
la Patagonia, y su relacion con un escenario posible de cambio climético, y también
para la posterior seleccién de genotipos y mejoramiento de la especie. Ademas estos
aportes seran de tener en cuanta en la planificacion del manejo agronémico de estos
arbustos, particularmente con respecto a la intensidad de luz, ya que la misma puede
verse afectada por la distancia inicial de plantacion y las intensidades de las

operaciones de poda, asi como con relacion al plan de fertilizacion.
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