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I. RESUMEN

El dafio por sol constituye uno de los principales descartes de las manzanas de exportacién
chilenas, que en cultivares sensibles como Fuji puede afectar al 40% de la produccion. Es
causado por exposicion del fruto en el huerto a alta radiacién solar directa y alta
temperatura. La energia solar excedente que incide sobre el tejido desencadena una
proliferaciéon de las especies reactivas de oxigeno (estrés foto-oxidativo). Estas pueden
reaccionar con componentes celulares, causando muerte del tejido. La planta las enfrenta
mediante diversos mecanismos, por un lado a través de la neutralizacién de las especies
reactivas mediante el ciclo de éxido-reduccién del ascorbato-glutation, y por otro, a través
de acumulacion de compuestos, principalmente fendlicos, que absorben el exceso de
radiacion. Cambios en los metabolitos, enzimas y demas compuestos involucrados en los
sistemas defensivos frente a condiciones de elevada radiacidon y temperatura, ofrecerian
una mejor relacién en cuanto al desarrollo del dafio, sensibilidad varietal, asi como a
mejorar su control. Para caracterizar estos cambios, se marcaron frutos de los cultivares
Royal Gala y Red Fuji en la temporada 2010/11, en un huerto comercial ubicado en el sector
de San Clemente, Chile. Periddicamente, a partir de los 66 dias después de plena flor, se
recolectd piel con diferente exposicion solar directa: expuesto y no expuesto; y diferente
nivel de dafio por sol: leve, moderado y severo (necrético). En estas muestras de piel se
determinaron los niveles de ascorbato y glutatidn, actividad y expresion de las enzimas del
ciclo ascorbato-glutation. Ademas, se cuantificaron fenoles totales y especificos, clorofilas,
carotenos y azucares especificos. El 44% de los frutos de Gala llegaron con algun nivel de
dafio por sol a cosecha, y sélo el 2% mostrd dafio severo. En Fuji, el 75% registré daio por
sol a cosecha y el 50% de los frutos tenia dafio severo. El contenido de ascorbato total
resulté muy variable en ambos cultivares, a través de la temporada. Piel expuesta sin dafo
de Gala mostré una disminucion del contenido de ascorbato total con el crecimiento del
fruto, y fue la que registré mayor actividad de las enzimas ascobato peroxidasa y glutation
reductasa. En general, las secciones con dano por sol mostraron baja actividad enzimatica
y los transcritos de las enzimas antioxidantes resultaron mayores en la piel expuesta al sol
(sin dafio por sol) que en la no expuesta, dando cuenta de la aclimatacién y posterior
sobrepaso de ROS y dafio oxidativo. El nivel de fenoles totales fue mayor en el tejido con
daio por sol y en la piel expuesta sin dano que en aquella no expuesta al sol. Los azlcares
especificos mostraron una propensién a mayor contenido en piel con dafio por sol. Las
clorofilas no mostraron una tendencia en relacién a la exposicidon solar de la piel, pero si a
disminuir con el crecimiento del fruto. En Royal Gala se registré un mayor contenido de
carotenos en piel con dano por sol en comparacion a piel sin dafio.

Por otro lado, durante la misma temporada, en dos ocasiones (81 y 114 dias después de
plena flor), se realizd una exposicidon repentina a radiacién solar directa de frutos del interior
del arbol, sin ambientacién a condiciones de alta luminosidad. Se midieron los cambios en
los mecanismos de proteccidn periddicamente hasta diez dias después de la exposicion
repentina. En Gala, la piel del fruto expuesta repentinamente a estrés foto-oxidativo mostré
un aumento del contenido de ascorbato total, luego de la exposicidon y hasta una semana
después. Las clorofilas, en ambos cultivares, registraron una caida en piel expuesta
repentinamente. En menor medida, los carotenos. El contenido de las quercetinas
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glicosiladas aumentd con la exposicién repentina. Sin embargo, este aumento fue mas alto
en la primera fecha de exposicién. Ello también se registré con el contenido de acido
clorogénico, catequina y epicatequina. El sistema antioxidante ascorbato-glutation
constituiria una respuesta inmediata a la proliferacion de las especies reactivas de oxigeno,
gue perderia su eficacia con la persistencia de esta carga energética por tiempo prolongado.
La acumulacion de fenoles, principalmente quercetinas, y carotenos constituirian un
mecanismo de proteccidn en el largo plazo o ambientacién. Una menor acumulacion de
fenoles podria potenciar el riesgo por desarrollar dafio por sol, a medida que los frutos
crecen en la temporada.

Palabras clave: ascorbato, glutation, estrés foto-oxidativo, fenoles, pigmentos, Fuji, Gala.

Abreviaturas:

ADN =Acido desoxirribonucleico

ANDEVA =Analisis de varianza

AO =Ascorbato oxidasa (EC 1.10.3.3)

APX =Ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11)

AsA =Ascorbato reducido

DDPF =Dias después de plena flor

DHA =Dehidroascorbato

DHAR =Dehidroascorbato reductasa (EC 1.8.5.1)

DTT =Ditiotreitol

EAC =Equivalentes de acido clorogénico

EDTA =Acido etilendiaminotetracético

EXP =Piel expuesta a radiacidn solar directa

EXP-R =Piel expuesta repentinamente a radiacion solar directa
GR =Glutatién reductasa (EC 1.6.4.2)

GSH =Glutatién reducido

GSSG =Glutatién oxidado

HEPES =Acido hidroxietilpiperazinetanosulfénico
HPLC =Cromatografia liquida de alta eficacia

HR =Humedad relativa

MDHA =Monodehidroascorbato

MDHAR =Monodehidroascorbato reductasa (EC 1.6.5.4)
Mild =Dano por sol leve

Mod =Dano por sol moderado

NADH =Nicotinamida adenina dinucleétido reducido
NADPH =Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
Non-EXP =Piel no expuesta a radiacion solar directa

No EXP =Piel no expuesta a radiacion solar directa

PCR =Reaccién en cadena de polimerasa

PF =Peso fresco



PVPP =Polivinilpirrolidona

Q =Quercetina

RNA =Acido ribonucleico

ROS =Especies reactivas de oxigeno

Sev =Dano por sol severo

TSF =Temperatura de la superficie del fruto

UV-A =Radiacién ultravioleta, longitud de onda entre 315-400 nm
Uv-B =Radiacién ultravioleta, longitud de onda entre 280-315 nm
ABSTRACT

Sunburn is a major fruit defect decreasing exportable chilean apples. In several cultivars,
such as Fuji, may affect up to 40% of total production. Sunburn is caused by high solar
irradiance and elevated temperature environments. The excess energy in the exposed
sections of the fruit causes a proliferation of reactive oxygen species (ROS) or photo-
oxidative stress. Those can react with cellular component causing cell death. Plant
responses with different anti stress mechanisms in order to neutralize ROS: the ascorbate-
glutathione cycle and accumulation of phenolic compounds and pigments. Changes in
compounds and enzymes of antioxidant mechanisms when fruit are exposed to high solar
radiation and high temperature environment will offers a better understood of sunburn
development, varietal sensitive, and its control. To characterize changes in different
antioxidant systems, Royal Gala and Red Fuji apples were labeled during 2010/11 growing
season, in a commercial orchard (San Clemente, Chile) exposed to sun radiation but without
sunburn, no exposed to sunlight; and with different sunburn intensity: mild, moderate and
severe sun damage (necrotic peel). Every 10-15 days since 66 days after bloom, fruit peels
with different sun exposure were collected. Ascorbate and glutathione as well as,
expression and activity of ascorbate-glutathione cycle enzymes, total and specific phenolic
compounds, chlorophylls, carotenoids, as well as, specific carbohydrate compounds were
determined in peel extracts. Sunburn incidence in Gala was 44%, with only 2% in severe
category, and in Fuji, 75% with 50% of total fruits being severe intensity. Ascorbate content
was variable for both cultivars throughout the growing season. Total ascorbate on sun
exposed peel decreased during the growing season, and ascorbate peroxidase and
glutathione reductase activities were the higher in sun exposed sections. The sunburned
sections of the fruit recorded low enzymatic activities. The enzyme transcripts were higher
in sun exposed peel without sun damage than unexposed peel. Total phenolic compounds
were higher in exposed peel with and without sunburn than unexposed peels. Specific
carbohydrates showed an increase as sunburn appeared. Chlorophylls content decreased
as the fruit grown, but did not vary among sun exposure. Royal Gala recorded the highest
carotenoid level in sunburned peel.

On the other hand, in two times during 2010/11 growing season: 81 and 114 days after
bloom, a sudden solar exposure of unexposed fruit was carried out. Every 2-3 days until day
10 after sudden exposure, changes in antioxidants mechanisms were evaluated in peel



samples from sections with different sun exposure. Gala peel showed an increase of total
ascorbate content after sudden exposure. Chlorophylls and carotenoid content decreased
in both cultivars. In contrast, quercetins, chlorogenic acid, catechin and epicatechin content
increased after sudden exposure on sun exposed peel. Ascorbate-glutathione antioxidant
system appears to be a short term response mechanism against photo-oxidative stress. On
the other hand, phenolic compounds accumulation, lead by quercetins and carotenoids,
appears to be a long term protection or key for long term acclimation.

Keywords: ascorbate, glutathione, photo-oxidative stress, phenolic compounds, pigments,
Fuji, Gala.



Il. INTRODUCCION

En 2012, la produccién mundial de manzanas sobrepasdé los 76 millones de toneladas, de
los cuales mas de 8 millones fueron exportados (FAOSTAT, 2014). Chile participé con una
produccién de 1.6 millones de toneladas, de las que exporté el 48% (752 mil toneladas),
situdndolo entre los 10 principales productores y entre los cinco mayores exportadores de
manzanas. A la industria de procesado se destinaron 680 mil toneladas (44% de la
produccién), y al mercado interno 125 mil toneladas (8%; Gonzalez, 2013).

El descarte de manzana chilena para exportacién en la linea de embalado varia entre 24-
35% (Villarroel, 2000; Frias, 2006). Segun estos autores, entre las principales causas de
descarte, figuran: dafio por impacto y heridas (33-36%), dafio por sol (18-25%), falta de color
(5-14%), desdrdenes fisioldgicos (5-17%). El dafio por impacto y heridas se producen en el
manipuleo de la fruta (cosecha, transporte o proceso y embalado); la falta de color puede
atribuirse a la cosecha o a manejos de huertos que tiendan a vigorizar los arboles. Sin
embargo, la fruta dafiada por sol, tiene su origen en las condiciones climaticas que
persistieron durante el crecimiento del fruto, asi como en factores productivos que
favorecerian la exposicién de la fruta a estrés ambiental.

El dafio por sol es una alteracidn fisioldgica que afecta la piel del fruto expuesta al sol, cuyos
sintomas van desde una decoloracién a una pigmentacién parda, pudiendo llegar a una
necrosis del tejido (Bergh et al., 1980; Wiinsche et al., 2001). Es consecuencia del exceso de
energia en la piel del fruto, por alta exposicion a radiacidn solar directa (Woolf y Ferguson,
2000). Baja humedad relativa y alto estrés hidrico incrementarian el riesgo a desarrollar
este dafio (Lakso, 1994; Woolf y Ferguson, 2000; Yuri et al., 2004). Otros factores
determinantes son el cultivar y las condiciones productivas: vigor del arbol, orientacién de
la hilera, carga frutal, entre otros (Wiinsche et al., 2001; Yuri et al., 2004). En Fuji, se ha
encontrado hasta un 40% de la fruta con sintoma de dafio por sol en el huerto (Yuri et al.,
2000; Wand et al., 2006).

El dafio por sol ocurre frecuentemente en lugares con veranos célidos y secos, durante la
temporada de crecimiento del fruto (Barber y Sharpe, 1971; Rabinowitch et al., 1974; Torres
et al., 2006). En dichos ambientes de alta radiacion solar y temperatura, el aparato
fotosintético no es capaz de disipar el exceso de energia incidente, proliferando la cantidad
de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas son formas altamente inestables del
oxigeno, con al menos un electron impar, entre las que se incluyen: superdxido (0z),
oxigeno singlete (10,), perdxido de hidrégeno (H203) y radicales hidroxilos (*OH). Si bien las
ROS se producen en forma normal durante el metabolismo celular y son neutralizadas por
mecanismos antioxidantes de la célula, en condiciones de estrés abidtico pueden
incrementarse y reaccionar con los componentes celulares causando su muerte (Taiz y
Zeiger, 2010; Foyer y Noctor, 2011). Un ambiente de alta radiacién solar que favorece el
aumento de ROS (estrés foto-oxidativo), lo cual conduciria a la aparicién de los sintomas de
dafo por sol en la piel del fruto (Wiinsche et al., 2001; Ma y Cheng, 2003; Torres et al.,
2006).

El principal mecanismo de proteccién frente a las ROS, es el ciclo de éxido-reduccién del
ascorbato-glutation, metabolitos utilizados por la planta para neutralizar el poder oxidante
de las ROS en una serie de reacciones enzimaticas (Noctor y Foyer, 1998). Las enzimas
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involucradas en él son: ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11), monodehidroascorbato
reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4), dehidroascorbato reductasa (DHAR; EC 1.8.5.1) y glutatién
reductasa (GR; EC 1.6.4.2).

Segun Noctor y Foyer (1998), el ciclo consiste en la siguiente serie de reacciones de oxido-
reduccion: Las ROS superdéxido (027) y perdxido de hidrogeno (H20:) son reducidas en H;0,
utilizando como sustrato el ascorbato (AsA). En esta reaccidn se producen los compuestos
oxidados de ascorbato: monodehidroascorbato (MDHA) y dehidroascorbato (DHA). En la
siguiente reaccion, éstos son reducidos a AsA, directamente a partir de MDHA (requiriendo
NADPH y mediada por MDHAR), o desde DHA, utilizando glutatidn en su forma reducida
(GSH) como sustrato (reaccidon operada por DHAR). En esta ultima alternativa, se genera
glutatién disulfuro, en su forma oxidada (GSSG; Noctor y Foyer, 1998). Por ultimo, el
glutation se convierte en su forma reducida, en una reaccion mediada por GR (utilizando
NADPH). De esta forma, ascorbato y glutatidon son continuamente reutilizados (Noctor y
Foyer, 1998).

Metabolitos y enzimas del ciclo ascorbato-glutation han sido relacionados con dafio por sol
en frutos de tomate (Torres et al., 2006) y manzanas (Andrews y Johnson, 1996; Ma y Cheng,
2003, 2004). En este sentido, se ha descrito mayores niveles de los metabolitos y de
actividad enzimatica del ciclo en piel de fruta con dafio por sol que en piel sana (Chen et al.,
2008). Alto contenido de ascorbato y glutation, con una alta proporciéon de sus formas
reducidas, y alta actividad de las enzimas del ciclo, han sido reportados en piel de manzanas
expuestas al sol, en relacion a piel no expuesta (Ma y Cheng, 2003). Frutos que han crecido
en la periferia del arbol, con exposicion solar permanente, han desarrollado un sistema de
proteccion anti estrés foto-oxidativo mas eficiente que aquellos que han crecido al interior
del arbol (Ma y Cheng, 2003). Ello evidenciaria una adaptacién de la planta para
desintoxicarse de la acumulacién de ROS en el tejido expuesto al sol (Ma y Cheng, 2003).
Por el contrario, el fruto no ambientado a la exposicidn solar se vuelve muy sensible a
desarrollar dafio por sol, una vez que es expuesto repentinamente al sol (Wiinsche et al.,
2001).

Otros mecanismos protectores frente a estrés foto-oxidativo incluyen la acumulacién de
compuestos fendlicos. Los fenoles son un grupo diverso provenientes de la via del acido
shikimico y en su estructura contienen un grupo hidroxilo en un anillo aromatico (Taiz y
Zeiger, 2010). Es discutida la funcion de fenoles como agentes neutralizadores de radicales
libres, pero si es convenida su funcion foto protectora, al absorber la radiacidon UV-B y visible
(Solovchenko y Merzlyak, 2008). Frutos creciendo en una posicién del arbol con alta
exposicion a la radiacion solar, mostraron mayor contenido de fenoles que aquellos del
interior del arbol (Awad et al., 2001; Li et al., 2012; Gonzalez-Talice et al., 2013). La sintesis
de compuestos fendlicos ha sido estimulada en frutos expuestos repentinamente a
radiacion solar directa (Sun et al., 2014). En piel de fruto con dafio por sol se ha descrito
acumulacién de fenoles (Felicetti y Schrader, 2009; Yuri et al., 2010). Entre los fenoles mas
comunes en frutos de manzanos, se cuentan los flavonoides: quercetinas glicolisadas,
catequina y epicatequina, asi como antocianinas (Awad et al., 2000).

Otros cambios asociados como respuesta a estrés foto-oxidativo estan relacionados a
cambios en el contenido de clorofila y carotenos. Se ha reportado pérdida de clorofila en
piel con dafio por sol (Wiinsche et al., 2001; Yuri et al., 2010; Tartachnyk et al., 2012). Asi,
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se describieron bajos niveles de clorofila a y b, y antocianinas con el incremento de la
intensidad del sintoma de dafio por sol en manzanas Fuji (Felicetti y Schrader, 2008). Por
otro lado, se ha descrito un aumento del nivel de carotenos en frutos dafiados por sol
(Winsche et al., 2001; Ma y Cheng, 2004; Solovchenko et al., 2006).

La degradacidn de clorofila, debido al daino por sol en manzanas conduce a bajos valores de
los parametros asociados a la fluorescencia, tal como, Fo, Fm, y Fv/Fm (Wiinsche et al.,
2001; Merzlyak et al., 2002; Wand et al., 2008).

Otros cambios se han observado en la fruta con daio por sol asociados a su calidad, como
el aumento de la firmeza y sélidos solubles en la seccidn con sintoma (Racské et al., 2005;
Torres et al., 2013). Torres et al. (2013) vincularon estos cambios, junto a deformacion del
fruto y produccidon temprana de etileno, a una respuesta asociada a un estrés hidrico
localizado, producto del estrés foto-oxidativo y térmico que sufre la fruta durante el
desarrollo del dafio por sol.

HIPOTESIS

El dafio por sol se desarrolla debido a la pérdida de capacidad antioxidante de los tejidos
directamente expuestos al sol en la planta, sometidos a estrés foto-oxidativo.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar cambios en el sistema antioxidante de los tejidos durante el desarrollo del dafio
por sol en manzanas.

Objetivos Especificos

1. Determinar los cambios en los mecanismos antioxidantes en tejido de fruta
expuesta y no expuesta directamente a la radiacidn solar, en los cultivares Gala y
Fuji.

2. Determinar la capacidad de ambientacidn bioquimica antioxidante de frutos
expuestos repentinamente a la radiacidn solar directa en el arbol en los cvs. Gala 'y
Fuji.
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[ll. CAPITULO |

Evolucion del sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico en piel de
manzana durante el desarrollo de dafio por sol en el arbol.

RESUMEN

El dafio por sol es una de las principales causas de descarte de exportacién de las manzanas
chilenas y es causado por veranos con alta radiacion solar y temperatura. Este ambiente
induce la proliferacién de especies reactivas de oxigeno, que reaccionan con componentes
celulares causando muerte celular. El principal mecanismo de proteccidn frente a ello es el
ciclo antioxidante ascorbato-glutatién. Este comprende una serie de reacciones enzimaticas
de 6xido-reduccién que neutralizan el poder oxidativo de las especies reactivas de oxigeno.
Otros mecanismos defensivos involucran la acumulacién de pigmentos y fenoles,
compuestos que absorben radiacién UV y visible. Para caracterizar los cambios metabdlicos
en estos sistemas protectores, se marcaron frutos de manzanos Royal Gala y Red Fuji
creciendo en condiciones favorables para desarrollo de dafio por sol durante la temporada
2010/11, en San Clemente, Chile. A partir de los 66 dias después de plena flor, cada 15 dias
se registré el porcentaje de frutos con dafio leve, moderado y severo (necrdtico). Asi
también, se recolectd piel de fruto con dafio por sol (leve, moderado y severo), expuesta a
luz solar directa sin dafo y no expuesta. En éstas se determind el contenido de dacido
ascorbico, glutation, actividad de las enzimas del ciclo (APX, DHAR, MDHAR y GR). Por otro
lado, se le determinaron fenoles totales y especificos (acido clorogénico, catequina,
epicatequina y querectinas glicosiladas), azucares totales y especificos (sorbitol, fructosa,
glucosa y sacarosa), clorofilas y carotenoides. El 44% de los frutos de Royal Gala llegaron
con algun nivel de dafio por sol a cosecha y el 2% mostré dafio severo. En Fuji, el 75%
registré dafo por sol a cosecha y el 50% de los frutos tenia dafo severo. El contenido de
acido ascdérbico y ascorbato total fue muy variable en ambos cultivares. El contenido de este
ultimo en piel expuesta al sol sin dafo de Gala disminuyd con el desarrollo del fruto hasta
su cosecha. En la piel de Gala con dafio por sol se registré una minima cantidad de estos
metabolitos. En Red Fuji, la piel expuesta registrd un contenido mayor a las otras secciones
en los ultimas fechas de muestreo (157 y 171 dias después de plena flor). Por otro lado, los
niveles de glutatién fueron muy fluctuantes. En relacién a las enzimas del ciclo, en la piel
expuesta sin dafno de Royal Gala se registré6 mayor contenido de APX y GR a los 109 dias
después de plena flor. Las secciones con dafio por sol mostraron baja actividad enzimatica.
Los transcritos de las enzimas, en general fueron mayores en la piel expuesta al sol (sin dafio
por sol) que en la no expuesta. La piel con dafio por sol mostré mayor expresién de DHAR
en ambos cultivares. El nivel de fenoles totales fue mayor en la piel de las secciones con
daio por sol, como en la piel expuesta sin dafio en relacién a la piel no expuesta a radiacién
solar. El contenido de los fenoles especificos: acido clorogénico, catequina, epicatequina y
guercetinas glicosiladas, no mostraron una tendencia determinada en Fuji, pero fueron
mayores en las secciones con dafio por sol de Gala. Los azlcares especificos mostraron
propension a mayor contenido en piel con dafio por sol en ambos cultivares. Las clorofilas
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a y b no mostraron una tendencia en relacidn a la exposicidén solar de la piel, pero si a
disminuir con el crecimiento del fruto. En cuanto a los carotenos a y B, se registré mayor
contenido en piel con dafio severo de Royal Gala, lo que podria evidenciar un atributo
varietal frente al estrés foto-oxidativo. El sistema antioxidante ascorbato-glutatidon
constituiria una respuesta inmediata a la proliferacion de las especies reactivas de oxigeno,
gue perderia su eficacia con la persistencia de esta carga energética por tiempo prolongado.
El aumento de los fenoles totales y carotenos constituirian un mecanismo de proteccién en
el largo plazo.

Palabras clave: ascorbato, glutation, estrés foto-oxidativo, fenoles, pigmentos, Fuji, Gala.
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1. INTRODUCCION

Entre las causas de descarte de exportacién de las manzanas chilenas en la linea de
embalaje, un 18-25% corresponde a fruta con dafio por sol (Villarroel, 2000; Frias, 2006).
Factores determinantes son el cultivar y las condiciones productivas (Winsche et al., 2001;
Yuri et al., 2004). En Fuji, es posible encontrar hasta un 40% de la fruta con sintoma de dafio
por sol en el huerto (Yuri et al., 2000a; Wand et al., 2006).

El dafio por sol es una alteracidn fisiolégica que afecta la piel del lado del fruto expuesto al
sol, cuyos sintomas van desde una decoloracion a una pigmentacion parda, e incluso puede
llegar a un colapso y necrosis del tejido (Bergh et al., 1980; Wiinsche et al., 2001).

El dafio por sol tiene sus causas en una exposicidon del fruto, o una seccion de éste, a
radiacidon solar directa en un ambiente de elevada temperatura (T°), como ocurre en
aquellos lugares de climas templados con estacion seca durante la temporada de
crecimiento (Barber y Sharpe, 1971; Rabinowitch et al., 1974; Torres et al., 2006).

En dichos ambientes de alta radiacién solar y T°, el aparato fotosintético no es capaz de
conducir o disipar el exceso de energia incidente, reaccionando con el oxigeno, proliferando
asi la cantidad de las llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas pueden causar
dafio oxidativo a los componentes celulares (Taiz y Zeiger, 2010; Foyer y Noctor, 2011). El
estrés oxidativo, producto de un ambiente de alta radiacion solar (foto-oxidativo) y térmico,
conduce a la aparicién de los sintomas de dafio por sol en el fruto (Winsche et al., 2001;
Ma y Cheng, 2003; Torres et al., 2006).

La planta enfrenta el poder oxidante de los ROS con diferentes mecanismos de defensa
antioxidante. El principal es el ciclo de éxido-reduccién del ascorbato-glutation, metabolitos
usados por la planta para neutralizar los ROS en una serie de reacciones enzimaticas (Noctor
y Foyer, 1998). Las enzimas involucradas en él son: ascorbato peroxidasa (APX; EC
1.11.1.11), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4), dehidroascorbato
reductasa (DHAR; EC 1.8.5.1) y glutatidn reductasa (GR; EC 1.6.4.2).

Los ROS superoéxido (0y) y peroxido de hidrogeno (H202) son reducidos en H;0, utilizando
como sustrato el ascorbato (AsA), produciendo los compuestos oxidados de éste:
monodehidroascorbato (MDHA) y dehidroascorbato (DHA). Estos, son reducidos a AsA,
directamente desde MDHA, requiriendo NADPH (reaccién mediada por MDHAR), o desde
DHA, utilizando glutation en su forma reducida (GSH) como sustrato (reaccion operada por
DHAR), generando glutatién disulfuro, en su forma oxidada (GSSG; Noctor y Foyer, 1998).
Por ultimo, el glutation vuelve a su forma reducida, utilizando NADPH, reaccién mediada
por GR. De esta forma, ascorbato y glutatiéon son continuamente reutilizados (Noctor y
Foyer, 1998).

Alto contenido de ascorbato y glutatién, con una alta proporcién de sus formas reducidas,
y alta actividad de las enzimas del ciclo, han sido reportados en piel de manzanas expuestas
al sol, en relacidén a piel no expuesta (Ma y Cheng, 2003). Ello evidenciaria una ambientacion
de la planta para desintoxicarse de la alta generacién de ROS en el tejido expuesto al sol.
Del mismo modo, se han encontrado mayores niveles de estos metabolitos y actividad
enzimadtica en piel con dafio por sol que en piel sana (Chen et al., 2008).

Por otro lado, en piel del fruto con dafio por sol se ha descrito acumulacion de fenoles,
compuestos que absorben radiaciéon UV-B, inductora de mutaciones del ADN y estrés
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oxidativo (Felicetti y Schrader, 2008; Yuri et al., 2010), asi como se ha reportado pérdida de
clorofila en ella (Wiinsche et al., 2001; Yuri et al., 2010; Tartachnyk et al., 2012).

Se han observado otros cambios en la fruta con dafo por sol asociados a su calidad, como
el aumento de la firmeza y sélidos solubles en la seccidn con sintoma (Racskd et al., 2005;
Torres et al., 2013). Torres et al. (2013) vincularon estos cambios, junto a deformacion del
fruto y produccion temprana de etileno, a una respuesta asociada a estrés hidrico
localizado, producto del estrés foto-oxidativo y térmico que sufre la fruta durante el
desarrollo del dafio por sol.

Dimensionar los cambios metabdlicos del fruto expuesto a estrés foto-oxidativo durante su
crecimiento en el arbol, podria ayudar a entender la regulacién del mecanismo de defensa
y la aclimatacién del fruto, asi como brindar nuevas alternativas para el control del dano
por sol.

2. MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

En la temporada 2010/2011, se marcaron frutos en manzanos (Malus domestica Borkh.),
cultivares Royal Gala y Red Fuji, plantados en 1992 y conducidos en Solaxe, en un huerto
comercial de la zona de San Clemente, Regidn del Maule, Chile (35° 30’ L.S.; 71° 28’ L.O.;
200 m.s.n.m.). La fecha de plena flor ocurrié el 4 de octubre de 2010 para ambos cultivares.
Se seleccionaron frutos en la periferia del arbol, con exposicién poniente, la mas propensa
al desarrollo del dafio. Periddicamente (=15 dias), a partir de los 66 dias después de plena
flor (DDPF), y hasta los 133 DDPF en Gala y 171 DDPF en Fuji, se muestred tejido para las
determinaciones bioquimicas. Este correspondié a piel de fruto con diferentes exposiciones
a laradiacion solar directa: lado expuesto al sol (EXP), lado no expuesto (Non-EXP), expuesto
con dafio por sol leve (Mild), moderado (Mod) y severo (Sev). Estas tres ultimas categorias
se recolectaron a partir de su aparicidon durante la temporada de crecimiento del fruto. El
muestreo se realizé al mediodia y considerd entre 5-10 frutos por repeticidon y cinco
repeticiones por condicion.

2. Evolucion del dafio por sol

En el huerto se marcaron 45 frutos por cultivar y en cada fecha de muestreo se evalué en
ellos la incidencia y severidad de dafio por sol, a partir de los 66 DDPF hasta los 133 DDPF
en Galay 171 DDPF en Fuji. La incidencia se cuantificé a través del porcentaje de frutos con
dafo por sol con respecto al total, y la severidad, como el porcentaje segiin categoria del
dafo por sol (Figura 1), por el total de frutos. Las categorias Leve y Moderado no involucran
necrosis del tejido y la distincion entre ambas obedecié a criterios comerciales, segun el
cual la fruta con dafio por sol moderado se considera descarte de exportacion. El dano
severo, también descarte, involucré la aparicidon de sintoma necrdtico.
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Figura 1. Categorias de dafio por sol en Royal Gala (A) y Red Fuji (B), de izquierda a derecha: expuesto al sol
sin sintoma (EXP), dafo por sol leve (Mild), moderado (Mod) y severo (Sev).

3. Antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos
En el huerto, una vez recolectado el fruto se extrajo muestras de piel con ayuda de un
escarpelo, siendo congeladas inmediatamente en N; liquido y luego almacenadas a -80 °C.
Previo a las determinaciones bioquimicas, el tejido muestreado fue molido y pesado en frio.

3.1. Determinacion de ascorbato y glutation

Para las determinaciones de ascorbato y glutatiéon, 400 mg de tejido fresco congelado fue
macerado con 1 mg PVPPy 3 mL 1 M HClO4 y centrifugado a 12900 g por 10 minutos a 4 °C.
En el sobrenadante obtenido se determind ascorbato y glutatién. Para la determinacion de
ascorbato, a 400 uL de sobrenadante se le agregd 200 uL de buffer HEPES/KOH (pH 7.0) y
K2COs hasta ajustar a pH 4-5. Para la determinacion de glutation, a 200 pL de sobrenadante
se le agregd 100 pL de buffer HEPES/KOH (pH 7.0) y K2COs3 hasta ajustar a pH 6-7.

AsAy DHA fueron determinados por espectrofotometria en reaccion cinética a 265 nm, con
la adicion de 1 unidad de ascorbato oxidasa (AO; EC 1.10.3.3; Sigma-Aldrich, US; Torres et
al., 2006). Para la determinacién de DHA, 100 uL de extracto se incubd por 5 minutos en
hielo con 50 mM DTT en buffer 0.1 M Na;HPO4 pH 7.5 previo a las determinaciones. GSH y
GSSG fueron determinados por espectrofotometria, por medio de reacciéon cinética a 412
nm, con adicion de 1 unidad de GR (Sigma-Aldrich, US; Torres et al., 2006).

3.2. Actividad de enzimas antioxidantes

La extraccidén de las enzimas APX, DHAR, MDHAR y GR se realiz6 a partir de 0.5 g de piel y
buffer 50 mM MES/KOH pH 6.0, 40 mM KCI, 2 mM CaCly, y 1 mM L-AsA. Se centrifugd a 4
°C por 10 minutos con 12900 g.

Para la determinacién de APX, se prepard una mezcla de 10 pyL con buffer 50 mM KH;POa4
pH 7.0, 250 uM L-AsA, y 10 pL de extracto. Se agregd 5 mM H,0; para iniciar la reaccién. Se
monitorearon los cambios en la absorbancia en los 290 nm. La actividad fue calculada desde
la tasa de reaccién con un coeficiente de extincidn de 2.8 mM™ (Torres et al., 2006).
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Para la cuantificacion de MDHAR, se prepard una mezcla de buffer 100 mM HEPES pH 7.6,
2.5 mM L-AsA, 250 uM NADH, y 10 uL de extracto. Se inici6 la reaccion con 0.4 unidades de
AO (Torres et al., 2006).

DHAR. Se prepard una mezcla con buffer 50 mM HEPES pH 7.0, 0.1 mM EDTA, 2.5 mM GSH,
y 10 pL de extracto. Se agregaron 0.2 mM DHA para iniciar la reaccion. Se monitoreé la
absorbancia por 3 minutos en los 340 0 265 nm. La actividad fue calculada en base a la tasa
de reaccidn con un coeficiente de extincion de 3.3 mM™*y 7.0 mM! para MDHAR y DHAR,
respectivamente (Torres et al., 2006).

GR. La mezcla a reaccionar incluyé buffer 50 mM HEPES pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 250 uM
NADPH y 10 uL de extracto. Con 500 uM GSSG se inicid la reaccion (Foyer y Halliwell, 1976).
Se monitored la absorbancia en los 340 nm por 3 minutos. La actividad enzimatica se calculé
restando la tasa de reaccion no enzimatica a la tasa de actividad especifica de GR con un
coeficiente de 6.22 mM1,

3.3. Cuantificacion de los transcritos de las enzimas antioxidantes mediante Real-
Time PCR

Las muestras de piel en N3 liquido fueron utilizadas para estas determinaciones. RNA total
fue extraido de muestras de piel congelada (1-4 g), de acuerdo al método descrito por Gasic
et al. (2004). La primera hebra de cDNA fue sintetizada de acuerdo a especificaciones del
kit Fermentas. Para cada muestra bioldgica (condicién de la piel o categoria de daiio), se
prepararon tres extracciones independientes de RNA. Para el analisis de Real-Time PCR de
APX, DHA y DHAR se utilizaron los primers especificos descritos previamente por Zubini et
al. (2007). Se utilizaron como normalizadores los genes EIF-4A (Eukaryotic initiation factor-
4A) y EF-1 (Elongation factor 1). La reaccion de amplificacién fue realizada en un equipo
Stratagene Mx3000P (Aligent Technologies). Los niveles de transcritos fueron calculados de
acuerdo al método de Pfaffl (2001), y expresados en unidades arbitrarias * error estandar.

4. Determinacion de fenoles totales y flavonoides especificos

Para la determinacién de fenoles totales se utilizé el método Folin-Ciocalteu (Cosetang y
Lee, 1987), modificado por Yuri et al. (2010). Extractos de 0.1 mL de muestra en etanol
(80%), fueron diluidos y mezclados con el reactivo Folin-Ciocalteu (0.5 mL). La mezcla se
incubd por 5 minutos (20 °C), luego se le agregd Na,COs3 (10% w/v), e incubd nuevamente
por 15 minutos (20 °C). Se midié absorbancia a 640 nm. La concentracién de fenoles totales
se expresé como equivalentes de acido clorogénico (ug g PF).

La determinacién de los flavonoides especificos: catequina, epicatequina y quercetinas
glicosiladas (Q-glucosido, xilosa, rutinosido, galactosido, ramnosido), se realizd mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Para esto, se utilizd un extracto de 0.1 g de
muestra en N3 liquido en 1.0 mL etanol 80%. Luego, la muestra fue filtrada (20 plL) e
inyectada al sistema Smartline HPLC-PDA (Knauer, Berlin, DE), equipado con una columna
Kromasil 100-5 C18 (250 mmx4.6 mmx5 um), y con detector de arreglo de fotodiodo
(Hernandez et al., 2014).

La fase movil estuvo compuesta por acido formico 1% en H,O (solvente A), acetonitrilo 40%
en H,0 (B), y acetonitrilo 100% (C). El gradiente de elucidn usado fue: 0-10 minutos: A (70%),
B (30%), C (0%) a 1.0 mL minutos™; 45 minutos: A (25%), B (75%), C (0%) a 0.5 mL minutos

18



1. 46 minutos: A (5%), B (75%), C (20%) a 1.0 mL minutos™?; 50 minutos: A (0%), B (70%), C
(30%) a 0.5 mL minutos; 52 minutos: A (0%), B (50%), C (50%) a 1.0 mL minutos™?; 55
minutos: A (70%), B (30%), C (0%) a 1.0 mL minutos™*; 58 minutos: A (70%), B (30%), C (0%)
a 0.5 mL minutos™. Los flavonoides especificos fueron medidos a 256 nm, identificados
segln el estandar Merck (Darmstadt, DE) y expresados como ug g* PF.

5. Determinacion de azucares

Las determinaciones de los carbohidratos especificos sorbitol, fructosa, glucosa y sacarosa
se realizaron mediante HPLC, segun un procedimiento modificado de Muir et al. (2009),
utilizado por Torres et al. (2013). En resumen: las muestras fueron extraidas con agua
(1:0.1). Luego de que fueran filtrados (tamafo de poro: 0.2 um) fueron inyectados en un
equipo Hitachi HPLC (Hitachi Inc., Tokio), con una bomba LaChrom Elite L-2130, un horno
LaChrom Elite L-2300, y un detector Sedex 85, Sedere a 55 °C y 4 bares. La integracion se
realizé usando el programa Jasco LC-Net II/ADC (Jasco Co., Tokio). La separacion fue
perfeccionada por una columna LiChroCart 250-4,6 Purospher Star NH; (5 um) a 13 °C
usando los siguientes gradientes: (A) 0-10 min, acetonitrilo:agua (85/15 v/v) a una tasa de
flujo de 1.0 ml min*. (B) 10-20 min, acetonitrilo:agua (80/20 v/v) a una tasa de flujo de 1.0
ml mint. (C) 20-22 min, acetonitrilo:agua (70/30 v/v) a una tasa de flujo de 1.5 ml min. (D)
22-29 min, acetonitrilo:agua (70/30 v/v) a una tasa de flujo de 1.0 ml min™.(E) 29-32 min,
acetonitrilo:agua (85/15 v/v) a una tasa de flujo de 1.0 ml min'l. Estandares (Merck) para
sorbitol, fructosa, glucosa y sacarosa fueron utilizados para su cuantificacion.

6. Determinacion de clorofilas y carotenoides

Las clorofilas y carotenoides totales fueron estimados utilizando las ecuaciones de
Lichtenthaler y Wellburn (1983). Aproximadamente 0.1 g de piel fue extraida en 2 mL de
acetona 100% e incubada a 4 °C durante 12-18 h. Las muestras fueron centrifugadas por
tres minutos (14000 g) y recolectado el sobrenadante. Los sobrenadantes o extractos
fueron combinados y leidos espectrofotométricamente a 470, 645 y 662 nm.

Para clorofilas y carotenoides especificos, los extractos fueron filtrados (40 pL) e inyectados
en un sistema Smartline HPLC-PDA (Knauer, Berlin, DE), equipado con una columna 100-5
C18 Kromasil de 250 mmx4.6mmx5um, con una precolumna de similares caracteristicas.
Los cromatogramas fueron monitoreados a 430, 450 y 470 nm. Para la fase mévil se utilizé
acetonitrilo: metanol (90%:10%; Solvente A); etilacetato (90%:10%; B) y metanol (100%; C).
El gradiente usado fue: 0-10 minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 0.7 mL minutos?; 10-11
minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 0.1 mL minutos™; 40 minutos: A (15%), B (85%), C (0%) a
1.0 mL minutos™; 40-41 minutos: A (15%), B (15%), C (70%) a 1.0 mL minutos™; 44 minutos:
A (15%), B (15%), C (70%) a 1.0 mL minutos™; 45 minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 1.0 mL
minutos™?; 47 minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 0.7 mL minutos™?; 50 minutos: A (93%), B
(7%), C (0%) a 0.7 mL minutos™. Los resultados fueron expresados en mg por kg de muestra
(PF). Los estandares para la identificacién de los compuestos fueron provistos por Merck
(Darmstadt, DE) y Extrasynthese (Lyon, FR).
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7. Andlisis estadistico
El muestreo de los frutos se realizé en el marco de un disefio completamente al azar.
Considerando 3-5 repeticiones por condicidn de exposicion. El efecto de la exposicién (EXP,
Non-EXP, Leve, Mod y Sev), sobre las variables medidas, se realizé mediante ANDEVA (SAS
v9, SAS Institute, NC), en cada fecha de muestreo. En caso de existir diferencias estadisticas
se procedid a realizar una separacion de medias de acuerdo al test de Tukey (p < 0.05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evolucion del dafio por sol

Las condiciones ambientales que causan el desarrollo de daio por sol: temperatura méxima
y radiacion solar durante el desarrollo del ensayo, se muestran diariamente en la Figura 2.
En ella, se indican con flechas las fechas de muestreo del tejido y evaluacidn de dano por
sol, en términos de dias después de plena flor (DDPF). La fecha de plena flor se registré el 4
de octubre de 2010, para ambos cultivares. La cosecha de Royal Gala ocurrié a los 133 DDPF
y la de Red Fuji a los 171 DDPF. Durante el ensayo (66 a 171 DDPF), se registraron los
siguientes valores promedio: temperatura maxima de 27.9 °C; radiacion solar total de 24.1
MJ m2; y humedad relativa (HR) minima de 32.7%. Hubo 39 dias con temperatura maxima
(Tmax) igual o mayor a 30 °C, es decir el 39% de los dias.

Yuri et al. (2000b), reprodujeron los sintomas de dafio por sol con exposicion de radiacion
infrarroja por cinco horas sobre fruta que alcanzé 42 °C. Asi, en huertos de la zona central
de Chile, con veranos cdlidos y secos, se propuso que el dafio apareceria cuando la
temperatura de la superficie del fruto (TSF), excediera los 37 °C por cinco horas continuas,

puesto que la exposicion prolongada a alta radiacidn solar aceleraria los sintomas (Yuri,
2010).
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Figura 2. Temperatura maxima (Tmax) y radiacién solar incidente diaria durante el verano 2010/11. Flechas
indican fechas de muestreo del ensayo en dias después de plena flor (DDPF).

La evolucién de la aparicion del dafio por sol en los frutos marcados se muestra en la Figura
3. En Royal Gala, mas del 80% de los frutos con exposicidn disponente para desarrollar dafio
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por sol, se mantuvo sin sintomas hasta los 99 DDPF (Figura 3A). A partir de los 109 DDPF,
aumento la proporcidn de frutos con dafo, hasta la cosecha (133 DDPF), momento en que
el 44% de la fruta mostro algun nivel de dafo (Figura 3A). La incidencia de dafio por sol en
Fuji se incrementd linealmente, desde un 15% en los 66 DDPF a un 75% en los 109 DDPF,
manteniéndose este nivel hasta la cosecha (171 DDPF; Figura 3B).
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Figura 3. Evolucién del sintoma de dafio por sol en Royal Gala (A) y Red Fuji (B) en secciones del fruto con
diferente exposicidn: expuesta sin dafio (EXP), dafio leve, moderado (Mod) y severo (Sev).

La cantidad de frutos con daio severo (Sev) de Red Fuji, fue aumentando a partir de los 79
DDPF, hasta afectar al 50% de los frutos monitoreados, a los 157 DDPF (Figura 3B). Este
aumento progresivo en el tiempo de la cantidad de frutos Fuji con dafio severo fue lineal, y
se asocio directamente con la T° del aire (nimero dias con mas de 5 horas con T° mayor a
29 °C; Yuri et al., 2000b; Schrader et al., 2001):

N° frutos con dafio severo = (3.074 X N° h con T° > 29 °C) — 2.698 R?=0.99

Por otro lado, los frutos Fuji con dafio leve alcanzaron un maximo de 40% de incidencia, a
los 109 DDPF, que luego disminuyd a un 20%, mientras se incrementaba la severidad del
dano. A los 109 DDPF se marcd el punto en que se estabilizé la incidencia del dafio en Fuji
(75%), y comenzd a aumentar la severidad del sintoma.

2. Antioxidantes no enzimdticos: ascorbato y glutation

El contenido de acido ascdrbico (AsA) y ascorbato total (AsA+DHA), medido a partir de los
66 DDPF, fue muy variable hasta la cosecha para ambos cultivares (Figura 4). Sin embargo,
en Gala, el contenido de AsA+DHA de la piel expuesta al sol (EXP), disminuyd
sostenidamente con el desarrollo del fruto, hasta su cosecha, en los 133 DDPF (Figura 4A).
En general, en las secciones dafadas existi6 menores niveles de ascorbato total y AsA
comparado con las sin dafio (expuesta sin dafio y no expuesta). Sélo a los 99 DDPF se
registraron diferencias estadisticas en el contenido de AsA y AsA+DHA, segun la exposicion
del tejido (Figura 4A, C). Por otro lado, se registré una minima presencia de AsA y AsA+DHA
en las secciones con dano por sol en Royal Gala (Figura 4A, C).

En Red Fuiji, si bien el contenido de AsA+DHA de la seccién EXP fue nulo a los 99 DDPF, en
el resto de la temporada fluctud entre 1y 3 umol g PF (Figura 4B). La seccién EXP de Fuji,
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15 dias antes de cosecha (157 DDPF), mostré mayor nivel de AsA+DHA que las secciones
con daiio por sol, y a los 171 DDPF, fue mayor, ademas, al registrado en la seccién Non-EXP
(Figura 4B). En el periodo entre 80y 140 DDPF, la piel expuesta (EXP) de Fuji registréo menos
de 0.05 umol g de AsA (Figura 4D). En piel de Fuji, Felicetti y Mattheis (2010), encontraron
una concentracién variable de acido ascdrbico durante el desarrollo del fruto, con una sima
entre los 90 y 130 DDPF, momento en que la concentracion fluctud bajo los 0.5 umol g
Los tres cultivares estudiados por estos autores, Red Delicious, Golden y Fuji, mostraron un
alza de AsA previo a la cosecha. Una alta relacion AsA/DHA se ha encontrado en piel de
fruto Gala expuesto al sol (Ma y Cheng, 2003). En el ensayo se observé mayor niveles de
AsA+DHA, en la seccion expuesta de Fuji desde los 15 dias antes de cosecha (157 y 171
DDPF), en relacidn a las otras secciones (Figura 4B). Sin embargo, no asi con AsA (Figura 4D).
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Figura 4. Contenido de ascorbato total (AsA+DHA; A, B) y acido ascérbico (AsA; C, D), en piel de fruto Royal
Gala (A, C) y Red Fuji (B, D), con diferente dafio por sol: expuesto sin dafio (EXP), no expuesto (Non-EXP), dafio
leve, moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes letras en la misma fecha
indican diferencias estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).

El contenido de glutation, en sus formas reducido (GSH) y oxidado (GSSG), mostré minimo
contenido en Gala y una alta dispersidn en Fuiji, sin diferencias estadisticas entre exposiciéon
o nivel de dafio por sol (Figura 5). En Red Fuji, al igual que para el contenido de ascorbato
total, se registr6 mayor nivel de GSH en la seccion EXP en las dos ultimas fechas de
muestreo, y nulo contenido en las secciones con sintoma de dafio por sol (Figura 5D). El alza
del GSH al final de la temporada en la seccion EXP de Fuji podria estar asociado a una
disminucion del estrés ambiental al inicio del otofio (Figura 2). Ello, concordaria con una
menor relacion GSH/GSSG en hojas sometidas a estrés térmico sostenido (Ma et al., 2008).
Podria indicar una ambientacion del lado del fruto expuesto (sin sintomas de dafio por sol),
puesto que una alta proporcion GSH/GSSG ha sido descrita en piel de fruta expuesta al sol,
en relacion al lado no expuesto (Ma y Cheng, 2003).
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Figura 5. Contenido de glutation oxidado (GSSG; A, B) y glutatidn reducido (GSH; C, D), en piel de fruto de
Royal Gala (A, C) y Red Fuji (B, D) con diferente dafio por sol: expuesto sin dafio (EXP), no expuesto (Non-EXP),
dafio leve, moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes letras en la misma
fecha indican diferencias estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).

Las variaciones en las condiciones ambientales de un ensayo de campo podrian explicar los
cambiantes niveles de los metabolitos antioxidantes encontrados (Figuras 4 y 5). En hojas
de manzano, Ma et al. (2008), encontraron un alza de AsA, AsA+DHA, GSH y glutation total
(GSH+GSSG), cuando aplicaron alta temperatura (40 °C), con respecto a los niveles del
control (28 °C), en las primeras dos horas de exposicidn. Luego, cayeron sostenidamente al
aumentar el tiempo de exposicion. En el presente estudio, que las cantidades de
metabolitos antioxidantes y la actividad de enzimas asociadas hayan resultado diferentes
en un momento determinado podria asociarse a una mas alta variacion de la TSF en huerto
que en laboratorio. Por ello, los cambios metabdlicos podrian producirse como una
respuesta inmediata a las variaciones ambientales. Ma y Cheng (2004), observaron que la
piel de fruto a la sombra, una vez expuesta al sol, en 10 dias alcanzd los niveles de ascorbato
y glutatién de la fruta que crecié expuesta. En cuanto al desarrollo de daio por sol, Wiinsche
et al. (2001), ya sefialaban una mayor sensibilidad en tejido con exposicién repentina a alta
luz y temperatura. Los cambios metabdlicos de frutos que desarrollan dafio por sol
rapidamente al exponerlos repentinamente al sol, es materia que deberia encargarse un
futuro estudio.

Ma et al. (2008), encontraron que exposicion a alta T° (40 °C con 50-60% de HR y 200 umol
m2s? de radiacidon fotosintéticamente activa), produjo una reduccién sostenida de la
relacion AsA/DHA y GSH/GSSG en hojas. Ello concordaria con los bajos niveles de AsA
encontrados en este estudio, en las secciones sin dafio por sol (EXP y Non-EXP) en fruta de
ambos cultivares. Ello, debido a las condiciones ambientales en el huerto al momento de
los muestreos (valores promedio: radiacion solar maxima de 917 W m%; Tmax de 28.4 °C; y
HR minima de 31.9%). Estas condiciones, tipicas del verano en la zona central de Chile,
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producirian una reduccién de AsA, sobre todo cuanto se trata de piel de fruto con suficiente
tamafio para incrementar su TSF, por su menor capacidad de disipacion térmica en relacién
a hojas (Palmer et al., 2003). Torres et al. (2006), atribuyeron a condiciones de alta
luminosidad y temperatura una disminucion de AsA y DHA. Asi también, en Chile,
Hernandez et al. (2014) reportaron mayor cantidad de ascorbato al momento de cosecha
en el lado expuesto de manzanas Granny Smith que en aquellas con dafio por sol. Sin
embargo, Chen et al. (2008) encontraron alto nivel de ascorbato total, glutatién y glutation
reducido (GSH) en piel de Gala con dafio por sol. Esta discrepancia podria explicarse de igual
forma por una caida de los metabolitos con condiciones persistentes de alta radiacién y
temperatura.

Asi, en este estudio, las secciones con dafio por sol, sin trazas de los metabolitos
antioxidantes, evidenciarian un colapso del sistema antioxidante (ciclo ascorbato-
glutatidén), ante las extremas condiciones al momento del muestreo: alta radiacion solar,
alta T° y baja HR. En piel expuesta (ambientada), no habria dafo porque los sistemas
antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos), fueron capaces de neutralizar eficientemente
los ROS que se van generando en la piel del fruto, producto de las condiciones ambientales
disponentes para dafio por sol (Racsko y Schrader, 2012).

3. Enzimas antioxidantes
Se registré una alta variabilidad en la actividad enzimatica en el periodo de registro (66
DDPF a cosecha), en ambos cultivares (Figura 6). Ello, podria encontrar las causas en las
mismas que los erraticos registros de ascorbato y glutation (Figuras 4 y 5). Si bien esta
variabilidad, se encontré muy baja actividad de las enzimas antioxidantes en las secciones
con dafio por sol (Figura 6). Similar tendencia fue sefialada por Hernandez et al. (2014),
aunque sélo encontraron diferencia estadistica de una menor actividad en DHAR de Granny
Smith con dafio por sol en relacién a manzanas sin dafio, y en el mismo sentido, en DHAR y
GR de Fuji.
En Royal Gala, a partir de los 109 DDPF aparecen los primeros signos de fruta dafiada. Se
aprecia que fruta expuesta sin dafio y no expuesta presentaron niveles superiores de
actividad de APX y GR respecto de fruta dafiada (Figura 6). En Red Fuji, no existieron
marcadas diferencias en la actividad enzimatica de fruta dafiada y aquella sin dafio. Esta
situacion podria estar asociada a una mayor proteccién de Royal Gala por sobre Fuji. En
hojas, Ma et al. (2008), encontraron un aumento de la actividad de las enzimas del ciclo
antioxidante hasta 4 horas de exposicion a 40 °C, luego decliné. En los frutos de este
estudio, esta declinacidn podria haber ocurrido mas rapido.
Ma y Cheng (2003), encontraron alta actividad de estas enzimas (APX, MDHAR, DHAR y GR)
en piel expuesta al sol (sin sintomas de dafo por sol). En este estudio, en la seccién expuesta
sin dafio por sol (EXP), solamente pudo verse alta actividad de APX y GR en Gala a los 109
DDPF (Figura 6).
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Figura 6. Actividad enzimatica en piel de frutos de Royal Gala (A) y Red Fuji (B), con diferente exposicion:
expuesto (EXP), no expuesto (Non EXP), y con dafio por sol leve, moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias
después de plena flor. Diferentes letras en la misma fecha indican diferencias estadisticas (Tukey, valor p <
0.05).

Los niveles de transcritos, a diferencia de la determinacion de la actividad enzimatica,
constituye un registro en tiempo real de la demanda de enzimas por la planta. En términos
de expresion relativa, las enzimas del sistema antioxidante no mostraron una tendencia,
excepto una mayor expresion en la seccidén expuesta en relacion al lado no expuesto del
fruto, en ambos cultivares, consistentemente en las primeras fechas de muestreo, sélo en
MDHAR (Figura 7). Los tejidos con sintoma de dafio por sol mostraron expresién de DHAR
en las fechas medidas (109 y 133 DDPF), en ambos cultivares. Por otro lado, casi no se
registro expresion de GR en secciones con dafio por sol (Figura 7). Se esperaba un efecto de
los compuestos antioxidantes sobre la expresion de las enzimas asociadas. Ma et al. (2008),
registraron un patréon similar entre la expresion génica y la actividad de las enzimas
involucradas en el ciclo ascorbato-glutatidon, en hojas de manzano al aplicarles temperatura.
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Bajo estrés abidtico, aumentd la expresidn de éstas, es decir, se induciria la sintesis de
enzimas del sistema de respuesta defensivo (Torres et al., 2006).
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Figura 7. Expresion relativa de enzimas antioxidantes en piel de frutos de Royal Gala (A) y Red Fuji (B), con
diferente exposicidn: expuesto (EXP), no expuesto (Non EXP), y con dafio por sol leve, moderado (Mod) y
severo (Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes letras en la misma fecha indican diferencias
estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).

4. Polifenoles totales y especificos
Los polifenoles totales, en términos de equivalentes de acido clorogénico (EAC), fueron
mayores en la seccidon expuesta en relacidn a la no expuesta a lo largo de la temporada en
ambos cultivares (Figura 8). La excepcidn ocurrid en la primera fecha en Gala (66 DDPF) y
en la segunda en Fuji (79 DDPF), debido a la dispersion de las muestras (Figura 8). En cuanto
a los frutos con dafio por sol, éstos mostraron un EAC mayor que la seccidon expuesta, en
ambos cultivares (Figura 8). La acumulacion de fenoles totales en piel con dafio por sol ha
sido reportada como parte de las respuestas no enzimaticas al estrés foto-oxidativo (Yuri et
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al., 2010; Hernandez et al., 2014). Como los fenoles absorben radiacién UV-B, su sintesis
constituiria una respuesta adaptativa frente al exceso de ésta (Solovchenko y Merzlyak,
2008).
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Figura 8. Contenido de fenoles totales en términos de equivalentes de acido clorogénico (EAC) en piel de
manzanas Royal Gala (A) y Red Fuji (B), con diferente exposicion: expuesta sin dafio (EXP), no expuesta (Non
EXP), con dafio por sol leve, moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes
letras en la misma fecha indican diferencias estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).

Los cambios en los fenoles especificos: dcido clorogénico, catequinas y epicatequinas
(Figura 9), asi como de quercetinas (Q) glicosiladas (Figura 10), no mostraron una tendencia
tan clara como los fenoles totales (Figura 8). Ello podria deberse a una alta dispersién de
datos; en las secciones con dafo por sol ésta podria estar asociada a una disminucién de
estos flavonoides en tejido con avanzado dafio celular (Wiinsche et al., 2001). A pesar de
ello, en manzanas Royal Gala, se encontrd mayor contenido de acido clorogénico, catequina
y epicatequina en tejidos con dafio por sol moderado, en los 109 DDPF (Figura 9A). Wiinsche
et al. (2001), Felicetti y Schrader (2008; 2009), reportaron una relacidn positiva entre el
contenido de acido clorogénico y la categoria de dafo por sol. Por otro lado, en las primeras
dos fechas de muestreo de Fuji (66 y 79 DDPF), la seccién EXP mostré mayor nivel de acido
clorogénico que la Non-EXP (Figura 9B). Lancaster et al. (2000), no encontraron diferencias
en concentracion de acido clorogénico entre el lado expuesto y no expuesto al sol de la
fruta, e indujeron sintesis de acido clorogénico con irradiacién UV-B, con un mayor
incremento en la secciéon sombra con alta temperatura (20 °C versus 10 °C).
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Figura 9. Contenido de 4cido clorogénico, catequina y epicatequina en piel de manzanas Royal Gala (A) y Red

Fuji (B), con diferente exposicion: expuesta sin dafio (EXP), no expuesta (Non EXP), con dafio por sol leve,

moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes letras en la misma fecha indican

diferencias estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).

Si bien, el contenido de Q glicosiladas no mostré una tendencia asociada al desarrollo del
fruto, si hubo un mayor contenido en los frutos Fuji con dafio por sol a cosecha (171 DDPF),
excepto de Q-ram (Figura 10). Situacién similar se ve en Gala, con mayor contenido en piel
con dafio por sol moderado de Q-rut, Q-gal, Q-ara y Q-xyl (Figura 10A). Reay y Lancaster
(2001), reportaron una caida de Q glicosiladas durante la temporada en manzanas Gala, y
mayor cantidad en el lado expuesto que en el no expuesto al sol. Un incremento de Q
glicosiladas se han descrito en tejido con dafo por sol, con mayor abundancia de Q-
galactosido (Felicetti y Schrader, 2008; Yuri et al., 2010). Merzlyak et al. (2005), sugirieron
que estos flavonoles filtran el exceso de radiacidn, tanto UV-A como en el rango corto de la
radiacion visible, donde absorben clorofila y carotenos.
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Figura 10. Quercetinas (Q) glicosiladas en piel de manzanas Royal Gala (A) y Red Fuji (B), con diferente

exposicidn: expuesta sin dafo (EXP), no expuesta (Non EXP), con dafio por sol leve, moderado (Mod) y severo

(Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes letras en la misma fecha indican diferencias estadisticas

(Tukey, valor p < 0.05).
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5. Azucares totales y especificos
El contenido de azlicares mostré mayor tendencia en la acumulacién en tejido con dafio por
sol en ambos cultivares, para cada fecha de muestreo, aunque sin diferencias significativas
(Figura 11). Se observé un menor contenido de sorbitol y glucosa en frutos sin dafio
respecto de frutos dafiados. Esto coincide con lo reportado por Li et al. (2012), en manzanas
y Torres et al. (2013), en tomate.
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Figura 11. Azucares en piel de manzanas Royal Gala (A) y Red Fuji (B), con diferente exposicidn: expuesta sin
dafio (EXP), no expuesta (Non EXP), con dafio por sol leve, moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias después
de plena flor. Diferentes letras en la misma fecha indican diferencias estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).
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6. Pigmentos

No se observaron diferencias estadisticas en el contenido de clorofila a o b entre tejido
dafiado por sol en relacién a piel sin dafio (Figura 12). Cambios en estos pigmentos han sido
reportados en fruto con dafio por sol (Wiinsche et al., 2001; Merzlyak et al., 2002; Felicetti
y Schrader, 2008; Tartachnyk et al., 2012). El contenido de clorofila a y b disminuyé con el
aumento de severidad del dafio por sol en Fuji (Felicetti y Schrader, 2008). Wiinsche et al.
(2001), describieron degradacién de clorofila junto con caida de fluorescencia de clorofila.
Tartachnyk et al. (2012), notaron que en fruta con dafio por sol, la fluorescencia de la
clorofila mostré una tasa de caida mayor que el contenido del pigmento. En este trabajo, la
tendencia de disminucion del contenido de clorofila ay b en el tiempo, a medida que avanza
la maduracién de la fruta de ambos cultivares, concuerda con la descrita por Merzlyak et al.
(2002).
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Figura 12. Contenido de clorofila a en piel de manzanas Royal Gala (A) y Red Fuji (B), y clorofila b en piel de
manzanas Royal Gala (C) y Red Fuji (D), con diferente exposicidn: expuesta sin dafio (EXP), no expuesta (Non
EXP), con dafio por sol leve, moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes
letras en la misma fecha indican diferencias estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).

Ademas de la pérdida de clorofila, Merzlyak et al. (2002), encontraron un menor contenido
de carotenos en cultivares verdes con dano por sol. Sin embargo, alza del contenido de B-
caroteno ha sido reportada en piel de fruta con el aumento del nivel de dafio por sol en
Braeburn (Wiinsche et al., 2001) y Fuji (Felicetti y Schrader, 2008). En el presente estudio,
s6lo alos 157 DDPF, Fuji con dafio severo mostré mayor cantidad de B-caroteno, en relacion
a las muestras con otra exposicién (Figura 13 D). En Gala, en cambio, la piel con dafo severo
fue la que registré mayor contenido, tanto de a como B-caroteno (Figura 13). Esta mayor
acumulacién de carotenos en piel con dafio por sol en Gala podria ser una caracteristica
varietal asociada a una mas efectiva proteccién frente a condiciones foto estresantes

31



(Winsche et al., 2001). Estos autores sefialan que junto al dcido clorogénico, considerando
su capacidad de neutralizacién de ROS y su alta concentracién en tejido dafiado, serian un
mecanismo de control de dafio por sol. Sin embargo, la acumulacién de estos compuestos
estaria sujeta a un tiempo de ambientacion, situacidon que podria estar relacionada con la
rapida manifestaciéon de dafio por sol en frutos expuestos repentinamente. Frutos sin esta
ambientacion (expuestos repentinamente a alta radiacion y temperatura), rdpidamente se
danarian, puesto que el sistema ascorbato-glutation seria superado por la persistencia de
condiciones estresantes por varias horas.
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Figura 13. Contenido de a caroteno en piel de manzanas Royal Gala (A) y Red Fuji (B), y B-caroteno en piel de
manzanas Royal Gala (C) y Red Fuji (D), con diferente exposicidn: expuesta sin dafio (EXP), no expuesta (Non
EXP), con dafio por sol leve, moderado (Mod) y severo (Sev). DDPF: dias después de plena flor. Diferentes
letras en la misma fecha indican diferencias estadisticas (Tukey, valor p < 0.05).

4. CONCLUSIONES

Los cambios en el metabolismo antioxidante ascorbato-glutation constituirian una
respuesta inmediata a la carga excesiva de energia a la cual estd sometida la piel del fruto.
Por lo mismo, seria poco eficiente en neutralizar la proliferacién de los ROS cuando este
embate energético se mantiene la mayor parte del dia y por todo el verano.

El aumento en el contenido de fenoles totales y carotenos, tanto en la piel expuesta como
en aquella con dafio por sol, constituiria un mecanismo defensivo de largo plazo. La
diferencia en el contenido de carotenos a favor de Gala, podria evidenciar un aspecto
varietal en la respuesta al estrés foto-oxidativo.
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V. CAPITULO Il

Capacidad de ambientacion de frutos de manzanos expuestos repentinamente
a la radiacion solar directa en el arbol.

RESUMEN

El daifo por sol es causado por exposicion de los frutos a alta radiacién solar y temperatura.
El exceso de energia radiativa promueve la proliferacion de especies reactivas de oxigeno
que generan oxidacién y muerte de los componentes celulares. La planta neutraliza esta
carga foto-oxidativa mediante el sistema antioxidante ascorbato-glutatién, asi como con la
presencia de pigmentos y compuestos fendlicos, que filtran la radiacién UV vy visible. Los
cambios en estos compuestos, en frutos de manzano expuestos repentinamente a alta
radiacion solar, entregarian claves acerca de los mecanismos de defensa de la planta, y con
ello, del control del dafio por sol. En un huerto comercial ubicado en San Clemente (Maule,
Chile), se realizé la exposicion repentina de frutos de manzano Royal Gala y Red Fuji, en dos
momentos en la temporada 2010/11 (81 y 114 dias después de plena flor). Cada dos dias
(aproximadamente), post exposicidn, se extrajo y congelaron en N; liquido muestras de piel
de los frutos expuestos repentinamente (EXP-R), creciendo con exposicion solar directa
(EXP) y del interior del arbol, sin exposicion directa (No EXP). Asi mismo, se muestreé piel
EXP-R que manifesté dafio por sol (EXP-R dafio). Se cuantificé ascorbato y glutation total,
pigmentos especificos (clorofilas a y b, a y B-caroteno), y fenoles especificos (acido
clorogénico, catequina, epicatequina y quercetinas glicosiladas), desde el momento de la
exposicidn repentina hasta 10 dias post exposicion. EXP-R de Royal Gala mostré un aumento
del ascorbato total post exposicion repentina. EXP-R de ambos cultivares registraron una
caida de clorofila, recuperando los niveles del tejido EXP a los 10 dias post exposicién. Los
carotenos no mostraron un cambio tan marcado como la clorofila. Por otro lado, el
contenido de quercetinas glicosiladas aumentd en la piel EXP-R a partir del primer muestreo
post exposicion repentina. Ademas, se registrd un alto contenido en EXP-R dafio y EXP, y el
menor contenido se observd en piel No EXP. Hubo una notoria baja en la respuesta de las
guecetinas glicosiladas en la segunda fecha de exposicion. Ello también se registré en acido
clorogénico, catequina y epicatequina en Fuji. La ambientacidon del fruto a alta radiacion
solar, estaria dada basicamente por acumulacidon de pigmentos (carotenos) y flavonoles
(quercetinas). El aumento en la concentracién de quercetinas glicosiladas durante la
exposicién repentina del fruto, indicaria que éstas son parte importante del sistema
defensivo no enzimatico en respuesta a estrés foto-oxidativo en frutos de manzano. Un
menor contenido y respuesta en la sintesis de fenoles podria potenciar el riesgo por
desarrollar dafio por sol, a medida que los frutos crecen en la temporada.

Palabras clave: ascorbato, estrés foto-oxidativo, fenoles, pigmentos, Fuji, Gala.

36



1. INTRODUCCION

Veranos secos, con alta temperatura y baja humedad relativa, son condiciones conducentes
al desarrollo de dafio por sol (Barber y Sharpe, 1971; Rabinowitch et al., 1974; Torres et al.,
2006), principal descarte de exportacion de manzanas a nivel de huerto en Chile (Yuri,
2010). En Fuji, es posible encontrar hasta un 40% de fruta con dafio por sol en el huerto
(Yuri et al., 2000).

Alta radiacion solar y temperatura conducen a la proliferacidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS), las que pueden causar dafio oxidativo a componentes celulares (Taiz y
Zeiger, 2010; Foyer y Noctor, 2011). Este estrés foto-oxidativo conduciria a la aparicion de
los sintomas de dafio por sol en el fruto (Wiinsche et al., 2001; Ma y Cheng, 2003; Torres et
al., 2006).

El principal sistema de proteccién frente a los ROS, es el ciclo de éxido-reduccién del
ascorbato-glutation, metabolitos usados para neutralizarlos en una serie de reacciones
enzimaticas (Noctor y Foyer, 1998). En piel expuesta al sol se ha reportado alto contenido
de ascorbato y glutatién, asi como alta actividad de las enzimas del ciclo en relacion a piel
no expuesta (May Cheng, 2003). Asi mismo, piel con dafio por sol ha mostrado altos niveles
de estos metabolitos (Chen et al., 2008).

Frutos que han crecido en la periferia del arbol, con exposicion solar permanente, han
desarrollado un sistema de proteccién anti estrés foto-oxidativo mas eficiente que aquellos
que han crecido al interior del arbol (Ma y Cheng, 2003). Ello produce que el fruto no
ambientado a exposicidn solar sea muy sensible a desarrollar dafio por sol, una vez que es
expuesto repentinamente al sol (Wiinsche et al., 2001).

En piel de frutos expuestos a luz solar previamente cubiertos con bolsas, se encontré rapida
proliferaciéon de ROS, asi como, capacidad de foto proteccidn, tanto en aquella con y sin
dafio por sol (Zhang et al., 2015). Piel expuesta repentinamente a la luz solar fue
incrementando el contenido de sus antioxidantes enzimdaticos y no enzimaticos del sistema
ascorbato-glutation, hasta los 10 dias, cuando alcanzé el mismo nivel que piel ambientada
a radiacién solar (Ma y Cheng, 2004).

Por otro lado, la sintesis de compuestos fendlicos fue estimulada por exposicion a radiacién
solar directa en frutos previamente cubiertos con bolsa (Sun et al., 2014). Frutos creciendo
en un ambiente de alta exposicion a la radiacion solar (por su posicién en el arbol),
mostraron mayor contenido de cianidina-3-galactosido y quercetina-3-glicosido (Awad et
al., 2001; Li et al., 2012). Sin embargo, Awad et al. (2001), encontraron un mismo nivel de
catequinas y acido clorogénico en frutos creciendo en diferentes posiciones en el arbol.
Pérdida de clorofila y aumento de carotenos se ha descrito en tejido dafiado por sol
(Winsche et al., 2001; Solovchenko et al., 2006; Yuri et al., 2010). Asi mismo, piel de
manzana expuesta repentinamente a luz solar, a los tres dias post exposicién mostré una
reduccion en su contenido de clorofila (Zhang et al., 2015).

Conocer los cambios que se desencadenan en la piel expuesta repentinamente a
condiciones conducentes a dafio por sol, permitiria mejorar el entendimiento acerca de los
mecanismos de respuesta al estrés foto-oxidativo y con ello al control del dafio por sol.
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2. MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal
El ensayo se realizé en frutos en manzanos (Malus domestica Borkh.), cultivares Royal Gala
y Red Fuji, plantados en 1992 y conducidos en Solaxe, en un huerto comercial de la zona de
San Clemente, Region del Maule, Chile (35° 30’ L.S.; 71° 28’ L.O. 200 m.s.n.m.).
Se expusieron repentinamente a radiacién solar directa frutos desde el interior del arbol,
en dos momentos durante la temporada 2010/11. Ademas, se marcaron frutos creciendo
en la periferia del arbol con exposicidon solar poniente. Los momentos de exposicién fueron
a los 81 y 114 dias después de plena flor (DDPF). La plena flor ocurrié el 04 de octubre de
2010, para ambos cultivares. Las condiciones ambientales promedio durante el ensayo (80
a 125 DDPF), fueron: temperatura media de 20.0 °C, maxima de 29.3 °C y minima de 11.4
°C; radiacidn solar total de 26.7 MJ m?; y humedad relativa minima de 30.3%. Hubo 21 dias
con temperatura mdaxima igual o mayor a 30 °C, es decir el 46% de los dias.
Se muestreé piel al momento de exponer los frutos, y cada dos dias, hasta una semana
después. Para ello, se extrajeron muestras de piel con ayuda de un escarpelo, de la seccién
del fruto con diferente exposicion a la radiacion solar: lado expuesto al sol (EXP), lado no
expuesto (No EXP), expuesto repentino (EXP-R), y se identificé separadamente el tejido
expuesto repentino que mostré daiio por sol (EXP-R dafio).
La piel extraida se congeld en nitrégeno liquido inmediatamente después de recolectar la
fruta y se almacené a -80 °C, para su posterior analisis. Se consideraron 5 a 10 frutos por
repeticién y cinco repeticiones por condicidn. El tejido congelado en N; liquido fue molido
y pesado en frio. Con él se realizaron las siguientes determinaciones bioquimicas.

2. Determinacion de ascorbato y glutation

Para las determinaciones de ascorbato y glutatién, 400 mg de tejido fresco congelado fue
macerado con 1 mg PVPPy 3 mL 1 M HCIO4 y centrifugado a 12900 g por 10 minutos a 4 °C.
En el sobrenadante obtenido se determind ascorbato y glutatién. Para la determinacion de
ascorbato, a 400 pL de sobrenadante se le agregd 200 pL de buffer HEPES/KOH (pH 7.0) y
K2COs3 hasta ajustar a pH 4-5. Para la determinacién de glutatiéon, a 200 uL de sobrenadante
se le agregd 100 pL de buffer HEPES/KOH (pH 7.0) y K2CO3 hasta ajustar a pH 6-7.

AsA y DHA fueron determinados por espectrofotometria en reaccidon cinética a 265 nm, con
la adicidn de 1 unidad de ascorbato oxidasa (AO; Sigma-Aldrich, US; Torres et al., 2006).
Para la determinacién de DHA, 100 uL de extracto se incubd por 5 minutos en hielo con 50
mM DTT en buffer 0.1 M NaHPOs pH 7.5. GSH y GSSG fueron determinados por
espectrofotometria, por medio de reaccion cinética a 412 nm, con adicién de 1 unidad de
GR (Sigma-Aldrich, US; Torres et al., 2006).

3. Determinacion de clorofilas y carotenoides especificos
Aproximadamente 0.1 g de piel fue extraida en 2 mL de acetona 100% e incubada a 4 °C
durante 12-18 h. Las muestras fueron centrifugadas por tres minutos (14000 g) y
recolectado el sobrenadante. Al resto de la muestra se le repitié el procedimiento anterior.
Los sobrenadantes o extractos fueron combinados y luego filtrados (40 uL) e inyectados en
un sistema Smartline HPLC-PDA (Knauer, Berlin, DE), equipado con una columna 100-5 C18
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Kromasil de 250 mmx4.6mmx5um, con una precolumna de similares caracteristicas. Los
cromatogramas fueron monitoreados a 430, 450 y 470 nm. Para la fase moévil se utilizd
acetonitrilo: metanol (90%:10%; Solvente A); etiloacetato (90%:10%; B) y metanol (100%;
C). El gradiente usado fue: 0-10 minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 0.7 mL minutos™; 10-11
minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 0.1 mL minutos™*; 40 minutos: A (15%), B (85%), C (0%) a
1.0 mL minutos; 40-41 minutos: A (15%), B (15%), C (70%) a 1.0 mL minutos™; 44 minutos:
A (15%), B (15%), C (70%) a 1.0 mL minutos; 45 minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 1.0 mL
minutos™; 47 minutos: A (93%), B (7%), C (0%) a 0.7 mL minutos™*; 50 minutos: A (93%), B
(7%), C (0%) a 0.7 mL minutos™. Los resultados fueron expresados en mg por kg de muestra
(PF). Los estandares para la identificacion de los compuestos fueron provistos por Merck
(Darmstadt, DE) y Extrasynthese (Lyon, FR).

4. Determinacion de fenoles especificos

La determinacién de los flavonoides especificos: catequina, epicatequina y quercetinas
glicosiladas (Q-glucosido, xilosa, rutinosido, galactosido, ramnosido), se realizd mediante
cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC). Para esto, se utilizé un extracto de 0.1 g de
muestra en N; liquido en 1.0 mL etanol 80%. Luego, la muestra fue filtrada (20 uL) e
inyectada al sistema Smartline HPLC-PDA (Knauer, Berlin, DE), equipado con una columna
Kromasil 100-5 C18 (250 mmx4.6 mmx5 um), y con detector de arreglo de fotodiodo
(Hernandez et al., 2014).

La fase movil estuvo compuesta por acido férmico (1%) en H,O (solvente A), acetonitrilo
(40%) en H,0 (B), y acetonitrilo (100%; C). El gradiente de elucién usado fue: 0-10 minutos:
A (70%), B (30%), C (0%) a 1.0 mL minutos™; 45 minutos: A (25%), B (75%), C (0%) a 0.5 mL
minutos™; 46 minutos: A (5%), B (75%), C (20%) a 1.0 mL minutos™; 50 minutos: A (0%), B
(70%), C (30%) a 0.5 mL minutos™; 52 minutos: A (0%), B (50%), C (50%) a 1.0 mL minutos™;
55 minutos: A (70%), B (30%), C (0%) a 1.0 mL minutos™; 58 minutos: A (70%), B (30%), C
(0%) a 0.5 mL minutos™. Los flavonoides especificos fueron medidos a 256 nm, identificados
segln el estandar Merck (Darmstadt, DE) y expresados como ug g* PF.

5. Disefo estadistico
El muestreo de los frutos se realizd en el marco de un disefio completamente al azar. Se
consideraron 3-5 repeticiones por condicién de exposicion. Para comparar el efecto de la
exposicién (EXP, No-EXP, EXP-R, EXP-R dano) sobre las variables medidas, se calculé el error
estandar, en cada fecha de muestreo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Antioxidantes no enzimdticos: ascorbato y glutation
El contenido de ascorbato total (AsA+DHA) mostrd la tendencia mas clara entre los
metabolitos estudiados y se muestra en la Figura 1. En la primera fecha de exposicion (81
DDPF), el contenido de AsA+DHA en la piel con exposicién repentina (EXP-R), de ambos
cultivares mostré un alza a los 7 dias después de la exposicién (Figura 1). En Royal Gala,
tanto en la primera fecha de exposicion (81 DDPF) como en la segunda (114 DDPF), la piel
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EXP-R registré los valores mas altos de AsA+DHA, por sobre la expuesta (EXP) y la no
expuesta (No EXP), aunque su evolucion fue similar a la de éstas (Figura 1). En el caso de
Fuji, en la segunda fecha de exposicion, EXP-R mostrd una caida del contenido de AsA+DHA
luego del dia 3 post exposicidn, y el mayor nivel de estos metabolitos se registré en piel EXP
durante el dia 6 (Figura 1).

En la segunda fecha de exposicidn repentina, se registré sintoma de dano por sol en los
frutos expuestos repentinamente (EXP-R dafio), y en ambos cultivares el contenido de
ascorbato total en este tejido dafiado disminuyé entre el dia 6 y 8 post exposicion (Figura
1). En relacidn al contenido de glutatidn, éste no se logré detectar via espectrofotometria.
El aumento del contenido de AsA+DHA registrado en el tejido EXP-R concuerda con Zhang
et al. (2015), quienes encontraron un aumento de AsA+DHA en frutos de Fuji embolsados,
luego de tres dias de re-exposicién a radiacion solar. La proliferacion de ROS en el tejido
expuesto repentinamente a luz solar (Zhang et al., 2015), estimularia la sintesis de
metabolitos antioxidantes. Sin embargo, prevaleciendo condiciones de alta radiacién y
temperatura, los metabolitos antioxidantes se reducirian (Torres et al., 2006; Ma et al.,
2008; Zhang et al., 2015), y los ROS acumulados en exceso causarian el daifo foto-oxidativo
(Chen et al., 2008).
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Figura 1. Contenido de ascorbato total: acido ascérbico (AsA)+dehidroxiascorbato (DHA), en piel de frutos
Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha), expuestos repentinamente a radiacion solar directa, a los 81y 114
DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicion: expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP), no
expuesto (No EXP) y expuesto repentinamente con dafio por sol leve (EXP-R dafio). Barras indican error
estandar.

2. Clorofilas y carotenoides especificos
En la primera fecha de exposicion repentina (81 DDPF), los pigmentos clorofila a y b
observaron una caida en su concentracion en la piel EXP-R de frutos Royal Gala, si bien
mostraron un aumento a los 10 dias después de la exposiciéon (Figuras 2 y 3). En Fuiji, el
tejido EXP-R mostrd una caida inicial de clorofila, para luego llegar al nivel del resto de los
tratamientos.
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El contenido de carotenos (a y B), se comporté de manera similar a la clorofila (Figuras 4 y
5). En la primera fecha de exposicion (81 DDPF), tanto en Royal Gala como en Fuji, la
tendencia fue un bajo contenido de carotenos en la piel EXP-R y a diferencia de la clorofila,
sin cambios post exposicion (Figuras 4 y 5). Una situacion similar se registrd en la segunda
fecha de exposicion (114 DDPF) en Red Fuji (Figuras 4 y 5). El contenido de carotenos fue
muy variable en los tejidos ambientados (EXP y No EXP), sin embargo, mostré menos
variacion en la piel EXP-R (Figuras 4 y 5). En Royal Gala fue mas clara esta situacion, sobre
todo a los 81 DDPF, cuando los niveles de carotenos cayeron y se mantuvieron por debajo
de los otros tejidos en los primeros 10 después de la exposicion (Figuras 4 y 5).

Son numerosos los reportes que describen una caida de clorofila y un aumento de la
concentraciéon de B-caroteno en tejido con dafio por sol (Wiinsche et al., 2001; Solovchenko
et al., 2006; Felicetti y Schrader, 2009a; Yuri et al., 2010). Yuri et al. (2010), reportaron una
caida de la relacidn clorofila/carotenos en piel de manzanos, a medida que aumentaba el
daio por sol, dado por una rédpida degradacién de la clorofila comparada con los carotenos
durante el photobleaching (Wiinsche et al., 2001; Torres et al., 2006; Yuri et al., 2010). Por
otro lado, Zhang et al. (2015), encontraron una disminucion de clorofila a los tres dias
después de re-exponer frutos Fuji embolsados a radiacion solar.

Se podria sefialar que piel repentinamente expuesta a un nivel de estrés foto-oxidativo
moderado, tal que pueda recuperar su concentracién de clorofila y manteniendo o
aumentando la de caroteno, aquella no alcanzaria a desarrollar sintomas de dafio por sol.
Monitoreo del contenido de clorofila por medios no destructivos podria convertirse en una
herramienta de prediccidon del desarrollo de dafio por sol, con el uso de técnicas como
fluorescencia de la clorofila (Wiinsche et al., 2001; Torres et al., 2006; Wand et al., 2008;
Tartachnyk et al., 2012), o reflectancia espectral (Merzlyak et al., 2002; 2005).
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Figura 2. Contenido de Clorofila a en piel de frutos Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha), expuestos
repentinamente a radiacion solar directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicidn:
expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP) y no expuesto (No EXP). Barras indican error estandar.
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Figura 3. Contenido de Clorofila b en piel de frutos Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha), expuestos
repentinamente a radiacion solar directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicion:
expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP) y no expuesto (No EXP). Barras indican error estandar.
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Figura 4. Contenido de a Caroteno en piel de frutos Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha), expuestos
repentinamente a radiacion solar directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicion:
expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP) y no expuesto (No EXP). Barras indican error estandar.
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Figura 5. Contenido de B Caroteno en piel de frutos Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha), expuestos
repentinamente a radiacion solar directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicion:
expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP) y no expuesto (No EXP). Barras indican error estandar.

3. Fenoles especificos
El contenido de acido clorogénico fue erratico en Royal Gala. En la primera fecha de
exposicion repentina (81 DDPF), se incluyeron los frutos expuestos repentinamente (EXP-R)
que desarrollaron dafio por sol leve (EXP-R daio). El acido clorogénico fue alto en este tejido
dafiado (Figura 6), mayor que en EXP-R y similar al que se encontraba ambientado a luz
solar (EXP). En la segunda fecha de exposicién (114 DDPF), el contenido de acido clorogénico
mostré la tendencia a ser mayor en EXP que en EXP-R.
En Fuji, durante la primera fecha de exposicién el contenido de acido clorogénico fue mayor
en la piel ya expuesta (EXP), con excepcién de lo registrado en el dia 10 después de la
exposicion (Figura 6). En la segunda fecha de exposicion repentina, el contenido de acido
clorogénico fue menor que la fecha anterior de exposicién, y no mostré cambios con el
transcurso de los dias post exposicion (Figura 6).
El alto contenido de acido clorogénico en el tejido danado por sol, concuerda con lo
encontrado por Wiinsche et al. (2001), Felicetti y Schrader (2009b) y Zupan et al. (2014).
Estos autores describieron un mayor contenido de acido clorogénico, a medida que
aumenté la severidad del dafio.
Lancaster et al. (2000), con irradiacién UV-B indujeron una mayor sintesis de acido
clorogénico en piel de fruto creciendo a la sombra que en piel ambientada a luz solar. Por
otro lado, Sun et al. (2014), encontraron que el contenido de acido clorogénico varié de
acuerdo al cultivar, en respuesta a exposicion repentina a radiacion solar. Sin embargo, en
el presente estudio no se observé una respuesta clara a la exposicién repentina, en el
contenido de acido clorogénico. Por otro lado, el reducido contenido de acido clorogénico
mostrado por Fuji podria indicar una menor proteccion sobre el estrés foto-oxidativo
(Winsche et al., 2001). Li et al. (2012) y Sun et al. (2014), describieron una disminucion de
la concentracion de fenoles a medida que madura el fruto, consecuente con el registro de
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menor contenido de 4cido clorogénico y catequina en la segunda fecha de exposicién
(Figura 6). La sintesis de polifenoles que estaria regulada por alta irradiacién (Awad et al.,
2001; Li et al., 2012), disminuiria junto con la radiacidon solar incidente luego del solsticio de
verano.
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Figura 6. Contenido de acido clorogénico en piel de frutos Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha),
expuestos repentinamente a radiacion solar directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente
exposicidon: expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP), no expuesto (No EXP) y expuesto
repentinamente con dafio por sol leve (EXP-R dafio). Barras indican error estandar.

El contenido de catequinas mostré una tendencia similar al acido clorogénico (Figura 7).
Durante la primera fecha de exposicion (81 DDPF), se observé una disminucion en los dias
post exposicion en aquella piel expuesta repentinamente (EXP-R). Se registré el valor mas
alto en tejido dafiado de Royal Gala (Figura 7).

En relacidn al contenido de epicatequinas, se observé un aumento de estos compuestos en
el tejido EXP-R, asi como en el dafiado (EXP-R dafio), durante la primera fecha de exposicion
repentina (Figura 8). Sin embargo, en Red Fuji, el tejido sin exposicién (No EXP), también
mostré un aumento del contenido de sus epicatequinas a los 7 dias después de la
exposicidn. En efecto, en esta fecha de exposicion, la piel No EXP mostrd valores mas altos
de epicatequina que la EXP.

Si bien es reconocido un rol foto protector de los fenoles sobre la radiacién UV (Lancaster
et al., 2000; Solovchenko y Merzlyak, 2008), los estudios que han incluido catequina y
epicatequina, han reportado resultados diversos (Awad et al., 2001; Li et al., 2012; Sun et
al., 2014; Zupan et al., 2014). Zupan et al. (2014), encontraron similar contenido de estos
flavanoles en tejido con diferente exposicidn solar, incluidos aquellos con dafio por sol, en
manzanas Braeburn. En cambio, en Golden Delicious, encontraron un menor nivel sélo en
fruto del interior del arbol. Awad et al. (2001), reportaron que la acumulacion de flavanoles
fue independiente de la radiacién solar incidente. Asi también, Sun et al. (2014), registraron
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un leve aumento del contenido de catequina y nulo del de epicatequina, como respuesta a
exposicion repentina a luz solar. En base a lo encontrado en este estudio, no se deberia
descartar la acumulacién, sobre todo de epicatequina, como respuesta protectora al exceso
de radiacién solar. Por otro lado, hay que notar la baja respuesta en EXP-R, asi como el bajo
contenido en el resto de los tejidos de Fuji, de dcido clorogénico, catequina y epicatequina,
durante la segunda fecha de exposicién repentina (Figuras 6, 7 y 8). Ello podria indicar un
aspecto varietal vinculado al estado fenoldgico que limitaria la acumulacién de fenoles en
respuesta a alta radiaciéon. Asunto necesario de ser abordado por proximos estudios.
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Figura 7. Contenido de catequinas en piel de frutos Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha), expuestos
repentinamente a radiacion solar directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicidn:
expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP), no expuesto (No EXP) y expuesto repentinamente con
dafio por sol leve (EXP-R dafio). Barras indican error estandar.

45



~@- EXPR 81 DDPF 81 DDPF
—O— EXP

600 —{— No EXP
—@— EXP-R dafio

400

200

114 DDPF 114 DDPF
600

400
200 é % % %

Dias de exposicion Dias de exposicion
Figura 8. Contenido de epicatequinas en piel de frutos Royal Gala (izquierda) y Red Fuji (derecha), expuestos
repentinamente a radiacion solar directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicidn:
expuesto repentinamente (EXP-R), expuesto (EXP), no expuesto (No EXP) y expuesto repentinamente con
dafio por sol leve (EXP-R dafio). Barras indican error estandar.

Epicatequinas (ng g ' PF)

En el caso de las quercetinas (Q) glicosiladas, en Royal Gala se observé un mayor contenido
en la piel expuesta (EXP), seguido por el tejido expuesto repentinamente (EXP-R), y con
menor contenido de estos fenoles se encontro el tejido no expuesto (No EXP; Figura 9). Se
advirtid un aumento de los niveles de Q glicolisadas en la piel EXP-R, luego de ser expuesta
a radiacion en forma repentina; sin embargo, este alza parecid disminuir y estabilizarse en
el tiempo (Figura 9). Este aumento fue mas evidente en la primera fecha de exposicién (81
DDPF), que a los 114 DDPF (Figura 9). En la primera fecha de exposicién repentina, se
registré dafio en la piel EXP-R de Royal Gala (EXP-R dafio), la que mostré un alto contenido
de estos compuestos fendlicos (Figura 9).

En Fuji se registré una tendencia similar a Royal Gala, en el contenido de las Q glicosiladas;
es decir, mayor contenido en EXP, seguido por EXP-R, que mostré un incremento en el
tiempo post exposicién, y el menor contenido se cuantificé en el tejido No EXP (Figura 10).
Sin embargo, en este cultivar se observd una caida en el contenido de todas las Q
glicosiladas en el dia 7 después de la primera exposicién (Figura 10).

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Sun et al. (2014), quienes encontraron un
aumento de Q glicosiladas especificas como repuesta a exposicion solar repentina, en frutos
desembolsados por 9 dias. Estos autores describieron una disminucién en el contenido de
estos compuestos a través de la temporada, lo que podria explicar las menores cantidades
registradas en la segunda fecha de exposicién (114 DDPF; Figuras 9y 10). Alto contenido de
guercetina asociado a dafo por sol se ha descrito ampliamente en manzano (Wiinsche et
al., 2001; Felicetti y Schrader, 2009b; Yuri et al., 2010). Zhang et al. (2015), después de tres
dias de exposicion a luz solar de frutos previamente embolsados Fuji, encontraron en ellos
un incremento de flavonoides (Cianidina-3-glicosido y querectina-3-glicosido). Awad et al.
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(2001) y Gonzalez-Talice et al. (2013), han descrito alto contenido de flavoniodes en frutos
creciendo en posicidn con alta exposicion solar en el arbol.
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Figura 9. Quercetinas (Q) glicosiladas en piel de frutos Royal Gala expuestos repentinamente a radiacion solar
directa, a los 81 y 114 DDPF. Secciones del fruto con diferente exposicion: expuesto repentinamente (EXP-R),
expuesto (EXP), no expuesto (No EXP) y expuesto repentinamente con dafio por sol leve (EXP-R dafio). Barras
indican error estandar.
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Figura 10. Quercetinas (Q) glicosiladas en piel de frutos Red Fuji expuestos repentinamente a radiacidn solar
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Este aumento de las Q glicosiladas en respuesta a la radiacidn solar, constituiria parte
importante del mecanismo no enzimatico defensivo frente el estrés foto-oxidativo,
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concordando con Felicetti y Schrader (2009b) y Yuri et al. (2010). El mayor alza de estos
flavonoles en la primera fecha de exposicidn repentina indicaria una efectiva respuesta a la
radiacion UV incidente, puesto que estos compuestos muestran una absorcion maxima en
este rango del espectro (Solovchenko y Merzlyak, 2008). Ello conduciria a un mayor nivel
de proteccidn contra el estrés foto-oxidativo. Asi también, la menor respuesta en la segunda
fecha de exposicion repentina, podria evidenciar la sintesis de otros compuestos, tal como
antocianinas.

4. CONCLUSIONES

La ambientacion del fruto a la alta carga radiativa del verano, estaria constituida
principalmente por flavonoles (quercetinas). El aumento en la concentracién de quercetinas
glicosiladas durante la exposicidn repentina del fruto, indicaria que éstas constituyen un
componente principal del sistema defensivo no enzimdtico en respuesta a estrés foto-
oxidativo en manzanos.

Un menor contenido y respuesta en la sintesis de fenoles podria potenciar el riesgo por
desarrollar dafio por sol a medida que los frutos crecen en la temporada.
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V. CONCLUSIONES FINALES

El sistema antioxidante ascorbato-glutatién constituiria una respuesta inmediata a la
proliferacion de las especies reactivas de oxigeno. Este mecanismo perderia eficacia con la
persistencia de la alta carga energética radiativa por tiempo prolongado, lo que sucederia
en veranos secos y con alta temperatura, como son habituales en la zona central de Chile.

La acumulacion de fenoles, principalmente quercetinas, y carotenos en tejido dafiado, asi
como en aquel expuesto repentinamente a radiacidon solar directa, constituiria un
mecanismo de proteccidn en el largo plazo o ambientacidn del fruto a condiciones de estrés
foto-oxidativo.

Una baja acumulacién de fenoles podria potenciar el riesgo por desarrollar dafo por sol, a
medida que los frutos crecen en la temporada. Ello podria influir en el mayor dafio por sol
registrado en cultivares tardios, como Fuji.

Frutos sin ambientacidn, con bajo contenido fendlico, al exponerlos repentinamente a alta
radiacion solar y temperatura, rapidamente se dafarian, puesto que el sistema ascorbato-

glutatién seria superado por la persistencia de condiciones estresantes por varias horas.

La diferencia en el contenido de carotenos en favor de Gala, podria evidenciar un aspecto
varietal en la respuesta al estrés foto-oxidativo.
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